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研究成果の概要（和文）：大腸癌組織特異的に部位特異的なRNA hyper-editingを呈し、また増殖能や浸潤能・
遊走能に関与する可能性が示唆された。また線維芽細胞とがん細胞の相互関係の中で、RNA editing調節に伴う
がん進展を誘導する機序が考慮された。一方、潰瘍性大腸炎関連癌との相関では、今回測定したRNA editing部
位はepigenetic clockを反映せず、今後の検討が必要であった。本研究に付随して、部位特異的なメチル化レベ
ルを、非癌部直腸粘膜を用いて測定することで、潰瘍性大腸炎関連癌発症症例を精度が高く(AUC:0.84)同定可能
である可能性が考慮された。

研究成果の概要（英文）：Our study showed that RNA editing was occurred tissue-specific pattern in 
colorectal cancer (CRC), and series of in vitro analysis revealed that RNA editing was deeply 
involved in disease development in CRC. In addition, intimate correlation between cancer cells and 
fibroblast cells via mechanism of RNA editing for CRC development in cancer microenvironments also 
clarified. In contrast, identified RNA editing cites did not correlated with aging factors in 
ulcerative colitis (UC) or UC-associated CRC, and further studies are need. Accompanied with this 
study, we successfully identified novel CpG site in DNA methylation level to detect patients with 
UC-CRC with high accuracy (AUC:0.84) via assessment of non-cancerous rectal mucosa. 

研究分野：エピゲノム

キーワード： 潰瘍性大腸炎　大腸癌　メチル化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果により、RNA後天的修飾の新たな大腸癌発癌・癌進展における機序が解明され、またエピゲノム機序
を利生することで、あらたな潰瘍性大腸炎関連癌早期診断マーカー開発の一助となる可能性が考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
我が国における大腸癌患者数は年々増加しており、厚生労働省の人口動態調査では、その死亡
数は男女合わせて 2009年は 42,434人で、悪性新生物の中では肺癌、胃癌に次いで 3番目に多
く、女性では最も死亡数が多い。大腸癌死亡数の減少やその治療に関わる医療費の削減のために
は、早期診断・早期治療することが極めて重要となる。大腸癌早期診断には便潜血反応検査の有
用性が証明されているが、全国の大腸癌検診率は 20％前後と低い状態が続いており、癌遺伝子
診断（便中 DNA変異、methylation）や内視鏡を絡めた検診システムが考按されつつあるが、
総合的な評価で便潜血反応を凌駕するものは確立されておらず、より精度の高い非侵襲的検査
法確立が急がれる． 
潰瘍性大腸炎(ulcerative colitis: UC)は本邦約 10万人で年間約 4千人が発病し、患者数は増加
している。内科的治療の進歩により、劇症例、内科的治療抵抗例は減少傾向である。しかし慢性
長期経過例では炎症を母地とした大腸癌を合併し、その累積癌化率は 30年で 30-40%ともされ、
長期経過例に対してはサーベイランスが重要となる。本邦における UC 診療ガイドラインにお
いても、発症 8-10年経過後は年 1回以上の全大腸内視鏡検査下の random-step biopsyあるい
は拡大内視鏡を併用した有所見部位の target biopsy によるサーベイランスが推奨されている。
しかし UC関連大腸癌の特徴として、多発癌・低分化型でびまん性病変を呈し、背景粘膜に炎症
を伴うため、内視鏡での肉眼的発見が困難なことも多く、低侵襲で精度の高い早期診断マーカー
を確立することが重要となる。 
 
２．研究の目的 
RNA editingは、転写された RNAにおいて、特定の塩基が他の塩基への置換・挿入・欠失が
起こる RNAレベルの後天的修飾であり、タンパク質変質による機能変化や発現調節に関わると
されている。近年、相次いで RNA editing が癌組織特異的に起こり、その変化が蛋白変容をき
たし、癌進展に関わる新たな機序である可能性が示唆された (Nat Med.2013;19:209-16, 
Gut.2014;63:832-43)。さらに RNA editingによるmiRNAなどの Non-coding RNAの発現調節
や標的遺伝子の変容機序が近年明らかとなりつつあるが、消化器癌進展の過程における RNA 
editingの役割や RNA editingの Biomarkerとしての可能性は未だ報告されていない。すでに
我々は、大腸癌組織と正常粘膜における Gene X の RNA editing 解析を行っており、結果、
adenoma-carcinoma sequenceの早期段階から RNA editing levelに変化が起こり、さらに RNA 
editing levelそのものが大腸癌組織診断マーカー、ならびに予後マーカーとなりうることを確認
している。この結果から RNAレベルの後天的修飾が大腸癌発癌過程ならびに癌進展プロセスに
関与している可能性が考慮される。さらに、慢性炎症に伴う酸化ストレスが RNA editing を誘
導するという背景もふまえると(PNAS 2010,107:4028-33)、潰瘍性大腸炎癌化過程においても
RNA editingが重要な役割を果たしているとする仮説が想起される。 
RNA editingの癌化における機序が近年、解明されつつあり、RNA editingは翻訳蛋白の機能
変化のみならず、非翻訳 RNA領域においても、その発現変容に深く関わることが明らかとなっ
てきている。孤発性大腸癌ならびに潰瘍性大腸炎発癌過程において、Epigenetic変化は Genetic
変化より早期の段階で変化を認めることが指摘されており、早期診断または癌化リスク診断に
優れている可能性が考慮される。今回、大腸癌ならびに UC関連大腸癌における様々な摘出標本
や臨床検体を用いることで、がん組織を用いた診断・予後予測マーカーの開発や、大腸粘膜を用
いた Field cancerization/Epigenetic driftの概念を用いたハイリスク診断マーカーの確立、さら
には RNA editing そのものの癌進展における機序解明を行うことによるあらたな治療法の開発
をめざす Multi-endpoint approach を行う。これは学術的にも意義深く、あらたな治療戦略に
つながる可能性があり、早期患者から転移性大腸癌患者まで幅広い患者層への臨床的償却に直
結した研究を遂行することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
・RNA抽出(組織)、cDNA化 
大腸癌組織 300例の原発腫瘍、近傍正常大腸粘膜より採取した RNA later保存凍結標本と潰瘍
性大腸炎関連癌ならびに潰瘍性大腸炎にて手術加療を行った組織検体 70 例から RNA を
RNeasy RNA extraction kit(Qiagen)を利用して抽出し、cDNA を Advantage RT PCR-kit 
(Clontech Laboratories Inc., Mountain View, CA, USA)を使用して合成した。 
 
・定量的 PCR 
大腸組織より抽出した cDNA を用い、RNA editing の定量解析は、RNA editing site-specific 
quantitative PCR (RESSq-PCR)を用いて定量化を施行した。また RNA editing 酵素である
ADAR1, ADAR2発現解析は qPCRを用いて行い、normalizerは GAPDHを使用した。 
 
・In vitro解析（細胞株を用いて） 
大腸癌細胞株を使用し、候補 RNA editingの野生型と RNA edited型のプラスミドを作成し、
pLenti6/V5-TOPO®vectorを用いて、細胞株に導入することにより、候補 RNA editingの野生



型と RNA edited 型の大腸癌細胞株を作成した。またヒト線維芽細胞株(WI38)にも同様に候補
RNA editingの野生型と RNA edited型細胞株を樹立した。 
それらの細胞株を用いてMTT assay、Invasion assay、migration assayなどをおこない、RNA 
editing調節による phenotypeの変化を評価した。 
 
・In vitro解析（細胞株上清を用いて） 
大腸癌細胞株から培養上清を採取し、ヒト線維芽細胞株(WI38)に添加することによる、ADAR1
発現変化と候補 RNA editingレベルの推移を上記 RESS-PCRと qPCRを用いて評価した。 
 
４．研究成果 
まず大腸癌進展にかかわる可能性のある RNA editing 部位を同定するために RESS-PCR に
て定量解析を行ったところ、本解析に伴い、AZIN1 RNA editingが同定され、AZIN1 RNA hyper-
editingは癌組織特異的に起こり、また AZIN1 RNA hyper-editing群は、全生存期間・無再発生
存期間にて、有意に予後不良となることを確認した (下図）。 
またこの AZIN1 RNA editing が大腸がん細胞に与える表現型への影響を考慮するために、

AZIN1 RNA editingの野生型大腸癌細胞株と RNA edited型の大腸癌細胞株を作成し、増殖能
や浸潤能、さらには sphere formation assayを施行すると、AZIN1 RNA edited 細胞株は野生
型株と比較し、増殖能や遊走能・浸潤能、sphere形成能も亢進していたことから（下図）、AZIN1 
editingは大腸癌進展に深くかかわり、治療標的ともなりうる可能性を考慮した。 
 

また上記実験に付随し、がん細胞とがん周囲組織と
の相互関係に目を広げて実験を遂行した。 
 
大腸癌細胞株（HCT-116, HT29, RKO）から抽出し
た培養上清を、ヒト線維芽細胞に添加すると、ヒト
線維芽細胞における ADAR1 発現が上昇し、また
AZIN1 RNA editing レベルも上昇することが明ら
かとなり、がんと周囲線維芽細胞で RNA 修飾を介
した癌進展の機序が存在する可能性が考慮された。
このことを証明するために、ヒト線維芽細胞株
(WI38)に、候補RNA editingの野生型とRNA edited
型のプラスミドを、pLenti6/V5-TOPO®vectorを用
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いて、導入し、AZIN1 RNA editingの野生型線維芽細胞株と RNA edited型線維芽細胞株を樹
立した。そのうえで、浸潤と遊走能を行うと、それらを亢進することから、がん進展に与えるあ
らたな機序となる可能性が考慮された。 
 
また本研究に付随し、胃癌においても AZIN1 RNA editingの臨床的意義を明らかにするため
に同様の解析を進めたところ、大腸癌と同様に胃癌においても、AZIN1 RNA hyper-editingは
癌組織特異的に起こり、また AZIN1 RNA hyper-editing群は、全生存期間・無再発生存期間に
て、有意に予後不良となることを確認した (下図）。 
また潰瘍性大腸炎関連癌早期診断マーカーへの転用を考慮し、実験をすすめた。まず先行研究の

DNA メチル化と同様に、炎症蓄積の評価には aging の要素と深くかかわることから、RNA 
editing level が aging と相関する変化であるかどうかを明らかにするために、大腸癌ならびに
胃癌組織における健常正常粘膜における AZIN1 RNA editingレベルと、手術時年齢との相関解
析を行った。しかし、年齢との相関をみとめず（下図）、AZIN1 RNA editingは epigenetic clock
を評価しうるマーカーとしては向いていない可能性が考慮された。実際、潰瘍性大腸炎検体を用

いた解析においても同様に有意な結果は得られず、その他の RNA editing 部位を再度評価する
必要性が考慮された。 
 
また本研究に付随し、再度 DNAメチル化にも目を向け、DNAメチル化網羅的解析を大腸癌と
潰瘍性大腸炎関連癌組織を用いて行った結果、二カ所の CpGサイトが、大腸癌ならびに潰瘍性
大腸炎関連癌組織特異的に高メチル化を呈する部位であることを同定した。これらの CpGサイ
トの DNAメチル化を非癌部直腸粘膜組織を用いて定量化することで AUC 0.84 (sensitivity:0.83, 
specificity:0.72)で担癌症例を同定できる可能性が考慮され、研究を継続中である。 
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