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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

本課題研究では、大阪大学疾患データサイエンス学（旧癌創薬プロファイリング学）石井秀始教

授・小関準助教、大阪大学先進癌薬物療法開発学 今野雅允講師、大阪大学消化器外科 川本弘一助教

とともに、マイクロ RNA を始めとする小分子核酸の化学修飾を検出する手法を応用して、膵がんな

ど難治がんを始めとするがんの早期診断に役立つバイオマーカーの開発を目指している。マイクロ

RNAに起こる化学修飾の検出のためには、従来行われてきた PCR等の定量法では不十分で、質量分析

を用いた、わずかな質量差でも検出できる高精度のシステムが必要である。平成 28年度は、標的と

するマイクロ RNA の精製手法や、その質量分析による検出の方法に関して段階的な最適化を行い、

細胞株ならびに臨床検体から得られた RNAを用いて、本手法の性能を検証してきた。具体的には RNA

サンプルのアフィニティークロマトグラフィーを用いた精製技術の改善、イオン化効率の向上など

による検出感度の向上である。その結果、人工合成したマイクロ RNA オリゴに関しては、質量分析

により RNA 全体の 5%以下に起こる化学修飾まで検出できるレベルにまで精度を高めることに成功し

ている。これにより、生細胞で起こりうるごく微量のメチル化 RNA 分画を検出することが技術的に

可能となった。がんの原発巣や、血液を始めとする体液でのマイクロ RNAメチル化の測定に向けて、

さらに手法の最適化を進めていく。 

これらメチル化検出手法の研究開発に並行して、バイオマーカーとしてのメチル化 RNA の POC 

(proof of concept)の取得のために、がん細胞株における化学修飾によるマイクロ RNAの機能変化

について調べてきた。化学修飾が特定のマイクロ RNA 機能に影響を及ぼす時、その化学修飾された

マイクロ RNA は、生体内で機能する重要なバイオマーカーとなる可能性が高いからである。具体的

には、メチル化修飾に関わる RNA メチル化酵素・脱メチル化酵素が、がんの発生・進展に果たす役

割を明らかにすることに取り組んできた。平成 28 年度は、がん細胞株を用いて、RNA メチル化酵素
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のレンチウイルスによる強制発現・ノックダウンの実験系を樹立し、これらの細胞の造腫瘍性の変

化、並びに抗がん剤に対する薬剤耐性能への関わりを明らかにした。これらの所見は、メチル化 RNA

が、がんの診断マーカー・サロゲートマーカーとして有用である可能性を示すのみならず、一連の反

応に関わる RNA メチル化酵素群が、がん抑制や治療抵抗性改善のための重要な治療標的となりうる

ことを示唆している。RNAメチル化のがん治療抵抗性への関わりに関しては、標的となるアポトーシ

ス関連タンパクの同定も進めており、一連の反応が明らかとなれば、RNAメチル化を介した治療抵抗

性獲得のメカニズムを明らかにできる可能性がある。また、これまでがんで高発現するマイクロ RNA

の中から選んでいた候補マイクロ RNA を、さらに網羅的に調べるため、各種 RNA メチル化抗体を用

いた RNA 免疫沈降法(meRIP-seq)により、包括的にプロファイリングするための準備を行ってきた。

より高頻度に化学修飾を受けるマイクロ RNA が同定されれば、これまでの候補よりも精度の高いが

んの診断・進行予測が可能となる。RNAに起こる化学修飾の種類は、核酸分子の中で修飾が入る塩基

位置、さらに化学修飾の種類（メチル化、アセチル化など）により膨大な多様性が予想される。また

2500 種類を超えるマイクロ RNA が独自のメチル化パターンを持つことから、その機能変化を in 

vitro の実験系で把握するのは極めて困難であるため、本研究では細胞株でのメチル化 miRNA プロ

ファイリングと in vitroの機能解析をつなぐアプローチとして in silicoバーチャルスクリーニン

グを導入してきた。小関助教らを中心とした、コンピューターシミュレーションの結果、一部のマイ

クロ RNA においては、化学修飾が加わることで、AGO2 などのマイクロ RNA 結合タンパクとの相互親

和性が大きく変化し、標的メッセンジャーRNA の抑制機構に影響を与える可能性があることが明ら

かとなった。以上のように、平成 28年度は最終的ながん早期診断のためのバイオマーカーの開発に

向けて、基礎レベルでのマイクロ RNA の化学修飾の POC 取得と臨床検体での検証との両面から研究

を進めてきた。 

 

 

英文 
 
This study is aimed for an early detection of intractable cancers such as pancreatic cancer using our own 
developed measurement system to detect chemical modifications on microRNAs. 
Conventional detection technique including RT-PCR can only detect the quantity of microRNAs, and not 
appropriate for the detection of chemical modifications on microRNAs. In the last financial year, we have 
developed both purification method of microRNAs and detection technique using mass spectrometry. These 
include the development of target enrichment method using affinity chromatography and improvement of 
ionization efficiency in mass spectrometry. This enabled the detection of very small amount of chemical 
modification (less than 5%) on microRNA oligonucleotides. The goal of this optimization is to detect chemical 
modification on microRNAs in clinical samples including tumor tissues, blood and urine. In addition to 
improvement of detection technique, we have investigated the relationship between chemical modifications and 
functional alterations of microRNAs using cancer cell lines. If these chemical modifications are proved to be 
biologically important, they could be useful biomarkers. We have investigated the functional alterations 
including growth inhibition, resistance to chemotherapeutic agents after manipulation of the expression of RNA 
methylation and demethylation enzymes. These findings suggest that chemical modifications on microRNAs 
are not only useful as diagnosis and surrogate biomarkers, but also the methylation and demethylation enzymes 
could be crucial therapeutic targets. The targets of methylation/demethylation enzymes include apoptosis related 
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genes, which could be involved in chemoresistance. We have also prepared the samples for methylated RNA 
immunoprecipitation followed by sequencing (MeRIP–Seq), which is useful to comprehensively identify 
methylation target RNAs. These methylation target RNAs could be useful biomarkers for the detection of 
chemical modifications on RNAs. Because there are a wide variety of microRNA species and various kinds of 
modifications, it is difficult to comprehensively reveal functional changes after the induction of all kinds of 
chemical modifications. Therefore, we have performed in silico virtual screening to predict microRNA function 
with or without chemical modifications. The result showed that microRNAs changes their target inhibition 
efficiency after induction of chemical modifications through changes of binding affinity between microRNAs 
and RNA-induced silencing complex（RISC）proteins.These findings support the notion that methylation on 
RNA molecules is biologically important, and could be useful biomarkers to detect cancer initiation and 
progression. 
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