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178. RNA のメチル化異常による消化管癌の増殖機構の解明 
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緒緒  言言  

 
我々の細胞の RNA は、DNA やヒストンと同様にメチル化修飾を受けており、近年癌発生や進行において多数の重

要な役割をもつ事が報告され注目を集めており、具体的には、肺癌や急性骨髄性白血病において、RNA のメチル化異

常が腫瘍の発生や増殖、浸潤を促進すると報告された［1，2］。消化管癌においては、近年胃癌における RNA メチル

化酵素 METTL3 の過剰発現が癌の増殖と肝転移を促進すると報告された［3］が、これまでの殆どの研究は基礎的実

験に基づくデータについて論じたものが多く、臨床応用には至っていないのが現状である。 
当研究室ではRNAメチル化に関する先行研究を行い、RNAメチル化修飾酵素の1つであるMettl3が骨格筋芽細胞

の分化制御に関与していることを示した（図1）［4］。またこれまでの先行知見においても、RNAのメチル化は未分化

段階の細胞の増殖や分化制御と密接に関連しているため、分化度や増殖の程度がその病態や治療に大きく影響する癌細

胞においても、RNAのメチル化が関与する可能性は大いに考えられる。さらに興味深い点として、RNAのメチル化は

遺伝子異常によらない制御機構であるため、既知の遺伝子異常では説明不可能な発癌の原因や癌のheterogeneityなど

の疑問点が、このメカニズムを追究する事により解明出来る可能性がある。また、RNA のメチル化異常が癌と関連す

る事が証明出来れば、全く新しい癌治療の標的分子の同定が期待できる。しかしながら、これまでのRNAのメチル化

に関する研究は、そのほとんどが基礎的実験に基づくデータについて論じたものであり、臨床の検体やデータと結びつ

けて行われた研究は極めて少ない。 

 
図1．Mettl3のノックダウンによる骨格筋分化の抑制 

骨格筋芽細胞において、controlとMettl3をノックダウンした細胞において、myosin heavy chain
染色を行い、Mettl3をノックダウンした細胞で骨格筋への分化が抑制されることを示した。 
スケールバー：50μm。 

 
本研究では、真核生物において最も広く認められるRNAの修飾であるN6-methyladenosine（m６A）に着目した。

m6A は N6 位のアデノシンのメチル化であり、メチル化修飾酵素のMettl3 とMettl14、及び脱メチル化酵素の FTO
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とALKBH5によって調節されている（図2）［5］。現在までに報告されているRNAのメチル化異常による具体的な癌

の制御機構はこれらの酵素の発現異常に起因するとされており、具体的には Mettl3 の高発現が肺癌細胞の増殖、浸潤

を促進し、またFTOの高発現が急性骨髄性白血病の細胞増殖や発症の促進に関与することが示されている［1，2］。消

化管癌においてこれらの酵素の発現や機能解析を行う事により、癌発生のメカニズムや、新たな治療標的分子の同定が

期待できる。 

 
図2．M６A修飾酵素、及び脱メチル化酵素 

M６A は真核生物において最も広く認められる RNA の修飾であり、メチル化修飾

酵素のMettl3とMettl14、及び脱メチル化酵素のFTOとALKBH5によって制御

されている。 
 

方方  法法  

 
11．．食食道道癌癌//胃胃癌癌//大大腸腸癌癌のの cceellll  lliinnee及及びび臨臨床床検検体体をを用用いいたた、、癌癌部部、、非非癌癌部部ににおおけけるるRRNNAAメメチチルル化化、、酵酵素素、、脱脱メメチチルル化化  
酵酵素素ののmmRRNNAA、、タタンンパパクク質質レレベベルルのの定定量量  
食道癌、胃癌、大腸癌の cell line の細胞培養、ならびに、手術を施行された食道癌、胃癌、大腸癌の切除標本より  

癌部、非癌部組織からRNA、あるいはタンパク質を抽出し、qRT-PCR及びWestern blottingを行い、RNAメチル化

酵素（Mettl3、Mettl14）ならびにRNA脱メチル化酵素（FTO、ALKBH5）のmRNAレベル、タンパク質レベルを

定量した。 
22．．食食道道癌癌//胃胃癌癌//大大腸腸癌癌細細胞胞ににおおけけるる、、RRNNAAメメチチルル化化酵酵素素ああるるいいはは脱脱メメチチルル化化酵酵素素ののノノッッククダダウウンン時時のの評評価価  
食道癌／胃癌／大腸癌細胞において、RNAメチル化酵素（Mettl3、Mettl14）、RNA脱メチル化酵素（FTO、ALKBH5）

の siRNAを用いてノックダウンを行うことによる影響の有無について、以下の方法により解析、評価した。 
11））RRNNAAメメチチルル化化制制御御因因子子ののノノッッククダダウウンンにによよりり発発現現がが変変動動すするる癌癌関関連連遺遺伝伝子子のの探探索索  
今回評価を行うRNA のメチル化（m6A）はRNA の安定性に寄与する事が報告されているため、RNA メチル化酵

素、あるいは脱メチル化酵素のノックダウンによって、標的となる遺伝子のRNAは安定化もしくは不安定化し発現が

変動することが予想される。そこで、ノックダウンによって発現が変動する癌関連遺伝子を探索することにより、m6A
修飾を受けている、もしくはRNAメチル化酵素の直接的な制御を受けている癌関連遺伝子を同定した。評価方法とし

て、ノックダウン時のRNAレベル、タンパク質レベルを、それぞれqRT-PCR、Western blottingにより定量した。 
22））RRNNAAメメチチルル化化制制御御因因子子ののノノッッククダダウウンンにによよるる癌癌細細胞胞のの表表現現型型のの変変化化ににつついいててのの評評価価  
研究代表者は先行研究においてRNAメチル化酵素のノックダウンにより骨格筋芽細胞の分化が抑制されることを発

見した。本研究で用いる食道癌／胃癌／大腸癌細胞に関しては、癌細胞の増殖や浸潤能、アポトーシスに関する変動を

評価する予定である。 
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33））次次世世代代シシーーケケンンシシンンググをを用用いいたた、、食食道道癌癌／／胃胃癌癌／／大大腸腸癌癌細細胞胞ににおおけけるる癌癌関関連連遺遺伝伝子子のの RRNNAA メメチチルル化化修修飾飾のの網網羅羅的的

解解析析  
食道癌／胃癌／大腸癌細胞のRNAを大量に抽出し、断片化した後、m６Aを特異的に認識する抗体を用いてRNA免

疫沈降を行った。得られた配列を次世代シーケンシングにより解析し、m６A修飾部位を網羅的に同定する（m６A-seq）。
m６A-seq結果は、解析ソフトウェアを用いてマッピング、データ処理を行った後、Integrative Genomics Viewer（IGV）
にて可視化した。 

図3．本研究で使用した cell line、食道癌組織 
本研究では、12種の食道癌細胞株、7種の胃癌細胞株、6種の大腸癌細胞株を対象とし各実験を行った。

また、Controlとして、一般的に広く用いられているHela、A549などの細胞株を選択した。 
 

結結  果果  

  

11．． 大大腸腸癌癌細細胞胞、、胃胃癌癌細細胞胞ににおおけけるるMMEETTTTLL33  mmRRNNAAのの発発現現  
大腸癌細胞株6種、胃癌細胞株8種を用いて、qRT-PCRを行い、各細胞株のMETTL3 mRNA発現レベルの定量を

行った。結果、大腸癌細胞の平均発現レベルは1.385、胃癌細胞は0.730と、非癌細胞やその他の癌細胞の発現と比較

して有意差は認められなかった（図4）。 

  

図4．大腸癌、胃癌の各細胞株におけるqRT-PCRによるMETTL3 mRNAレベル 
各種大腸癌、胃癌細胞株において qRT-PCR を行い、METTL3 の発現レベルを測定した結果、 
株によっては高発現を認めるものもあったが、平均値としては有意差は認められなかった。 
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22．． 食食道道癌癌細細胞胞ににおおけけるるMMEETTTTLL33  mmRRNNAAのの発発現現  
食道癌細胞株 11 種を用いて qRT-PCR を行い、各細胞株のMETTL3 mRNA の発現レベルの定量を行った。また、

比較対象として、肺癌細胞株、非癌細胞株として fibroblast の発現も確認した。結果、fibroblast の METTL3 発現を

基準として、肺癌細胞株は0.637、食道癌細胞株は平均2.043と、食道癌細胞においてMETTL3 mRNAの発現が高か

った（図5）。 

  

図5．食道癌細胞におけるMETTL3 mRNAの発現 
qRT-PCRにより食道癌細胞株におけるMETTL3発現レベルを測定した結果、TE8を除く細胞株

で総じて発現レベルが高く、relative expression levelの平均値は controlの2倍以上であった。 
 
33．． 食食道道癌癌組組織織とと正正常常組組織織ににおおけけるるMMEETTTTLL33  mmRRNNAAのの発発現現レレベベルルのの比比較較  
食道癌の切除組織49症例を用いて、癌組織部分と正常組織部分それぞれにおけるMETTL3 mRNAの発現レベルを

qRT-PCR解析を行い比較した。結果、癌組織の平均が0.94、正常組織が0.75で、やや癌組織の発現が高い傾向であっ

たが有意差は認められなかった（P＝0.1389）（図6）。 

 

図6．食道癌組織と正常組織におけるMETTL3 mRNA の発現レベルの比較 
食道癌の切除組織 49 症例を用いた、癌組織部分と正常組織部分それぞれにおける

METTL3 mRNAの発現レベルのqRT-PCR結果をboxplotで提示した。 
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考考  察察  

 
本研究では、複数の食道癌、胃癌、大腸癌細胞株を用いて、METTL3 の発現レベルの定量を行った。結果、平均発

現レベルは、1を基準とした場合のRelative expression levelとして、大腸癌細胞が1.385、胃癌細胞は0.730と、非

癌細胞やその他の癌細胞の発現と比較して有意差は認められなかった。一方、食道癌細胞株は平均2.043と、食道癌細

胞においてMETTL3 mRNAの発現が高かった。以上より、今回検証した結果、消化管癌の細胞株においては、胃癌、

大腸癌、或いはその他の癌細胞株と比較し、食道癌細胞株においてMETTL3が高発現している傾向を認めた。過去の

報告、また当研究室での先行研究においても、METTL3自体が癌の増殖、進行を促進する因子というよりは、m６A修

飾を介して、増殖に関与する遺伝子の発現を制御する事により、各種の癌細胞の増殖に関与しているというメカニズム

が複数報告されており、食道癌においても、METTL3 あるいは m６A が何らかの因子の発現制御を介している可能性

も考えられる。更なる研究により、食道癌とMETTL3の関連性、制御メカニズムの解明が期待される。 
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