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研究成果の概要（和文）：我々は癌促進型RBPとして、TIA1とKHSRPを見いだした。TIA1の主要なアイソフォーム
のうち、TIA1aはCCNA2やSKP2の発現を制御し、細胞増殖を誘導した。またリン酸化によって、細胞内局在及び機
能が制御されており、キナーゼ阻害剤や細胞膜透過型合成ペプチドを使用することで、TIA1aの機能を制御でき
る可能性が示唆された。一方、KHSRPは細胞遊走及び浸潤を誘導した。また癌関連miRNA（miR-21、miR-150b、
miR-310aなど）の発現を誘導し、これらの標的遺伝子（BMP6、TIMP3、PDCD4など）の発現を抑制することで、癌
の進展を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found two RBPs, TIA1 and KHSRP, could have tumor-promoting functions in 
esophagus cancer.
Among two major isoforms of human TIA1, TIA1a and TIA1b, TIA1a was expressed in both the nucleus and
 cytoplasm. We revealed that only TIA1a promoted anchorage-dependent and anchorage-independent cell 
proliferation via induction of cell cycle promoters, such as CCNA2 and SKP2. Then, we found that 
phosphorylation of the specific amino acid residue within TIA1a could regulate molecular function of
 TIA1a and introduced synthetic peptide could efficiently translocate cytoplasmic TIA1a into 
nuclear. 
We also found that KHSRP silencing inhibited cell growth, and migration/invasion in ESCC cells. 
miRNA microarray analysis identified a set of KHSRP-regulating miRNAs, including miR-150b, miR-21, 
and miR-301a. Silencing of KHSRP reduced expressions of these miRNAs and suppressed 
migration/invasion of ESCC cells with higher levels of their target mRNAs and proteins, including 
BMP6, TIMP3 and PDCD4.

研究分野： RNA生物学
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１．研究開始当初の背景 
 RNA 結合蛋白（RBP）ファミリー遺伝子は、ヒト
で 424 種類存在して、mRNA の転写から翻訳に
至るまでの様々な品質管理や発現制御（転写後
調節機構）の中心的役割を担っている。機能的
に関連のあるパートナー因子（mRNA、miRNA、
蛋白）と複合体（RiboCluster）を形成した RBP は、
標的 mRNA 群のスプライシング、細胞内局在、
安定性、翻訳などを制御し、多彩な生理作用を
示すと共に、その異常が癌を含む様々な疾患の
病態形成に関与することが明らかになってきた。
しかし、各 RBP の機能や分子機序に関しては不
明な点が多く、癌組織における各 RBP の動態や
標的 mRNA とその制御機構に生ずる変化は、癌
種、癌化の各段階、悪性度などで異なると考え
られるが、消化器癌を含めそのほとんどが未知
である。 
 我々は、食道扁平上皮癌（ESCC）を対象に発
現変化を生じる RBP を探索する過程で、ESCC
の進展に伴い複数の RBP が単に発現が増加す
るだけでなく、局在が細胞質優位に変化するこ
とを見出した。細胞質におけるこれらの RBP 群
の発現量は、予後と負に相関し、癌細胞特異的
に細胞増殖促進・細胞死抑制を誘導する。この
ことから、RBP 分子群は、(1) ESCC で、癌細胞
特異的に発現量や細胞内分布に異常を生じ、
分布部位で癌特異的パートナー分子と集合体
を形成することで転写・転写後調節機能異常を
きたし、(2) その調節を受ける標的分子が関連
する細胞内パスウェイの異常を誘導することで
癌化に関与することが示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究は RBP による ESCC 特異的な転写後調
節制御機構解明を基盤にした治療法開発を目
指し、 
(1) ESCC で量的・質的（分布）異常を示す

RBP の網羅的同定とその発生機序の解明 
(2) RiboCluster 内・外で相互作用する

mRNA/miRNA/蛋白質、癌特異的標的
mRNAの病態への関連機序の体系的な解
明を行う。 

 さらに、転写後調節機構制御に着目した新た
な ESCC の治療法を確立するために、同定した
分子やパスウェイ制御因子を標的とした siRNA
や低分子ペプチドを用いて、RBP の相互作用・
局在調節・癌特異的標的 mRNA を標的とする
siRNAや低分子ペプチドの機能配列の特定と有
効性の検討を行い、治療効果が期待できるシー
ズを同定する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 癌促進型 RBP の同定 
公共データベースから食道・ESCC で発現のあ

る RBP 群を選択し、次世代シーケンスによる
RNA-seq と Tissue array による染色などから、癌
特異的発現変動・局在パターン変化のある
ESCC の癌促進型 RBP 候補リストを作成して以
後の解析に用いる。また、保有している ESCC細
胞株パネル 44 種類のなかから、各癌促進型

RBP候補の高・低発現など最適株を選択し、リポ
フェクション、レトロウイルスによる安定発現株を
作製する。 
 
(2) 癌促進型 RBP 分子が関わる RiboCluster 内

関連分子の網羅的同定と意義の解明 
 RiboCluster 内での調節標的 RNA や相互作用
する miRNA・蛋白質の解析を以下のように行う。 
① 結合 mRNA や miRNA は、核と細胞質を分

別し、特異抗体を用いた免疫沈降法で
RNA を回収し、マイクロアレイと次世代シー
ケンス（RNA-seq）で検出する。 

② 癌促進型 RBP のノックアウト・ノックダウンや
これらの変異体の強制発現後の網羅的な
mRNA 発現を、マイクロアレイや RNA-seq
で解析し、安定性変化 RNA リストを作成す
る。 

これらのリストと、既知遺伝子情報や結合配列
情報を統合して、癌促進型 RBP による遺伝子発
現の転写・転写後調節機構を介した発癌分子ネ
ットワークを推定する。 
③ 同定された調節標的 mRNA、miRNA、蛋白

の中から、過剰発現やノックダウン系を駆
使して表現型への関与を検討することで、
RBP による発癌促進作用に必要・十分な調
節標的や相互作用分子を絞り込む(ESCC
依存性を担う治療標的候補リスト)。 

④ ③で得られた分子に関し、癌部・非癌部臨
床検体での発現や発現パターンとその臨
床病理学的意義を検討すると共に、不死
化食道上皮でも上記の機能検討を行い比
較することで、癌特異性を検証し、さらなる
絞り込みを行う(ESCC 特異的な治療標的
候補リスト)。 

 
(3) 癌促進型 RBP の局在制御機構の解明 
① Phos-Tag でのリン酸化蛋白濃縮後の質量

分析によるリン酸化部位の同定 
② 同定部位の変異体作製及び阻害剤による

リン酸化・脱リン酸化酵素の推定 
③ 候補酵素の導入による局在変化の検討 
④ 活性化型キナーゼの特異抗体を用いた免

疫染色による臨床検体での活性と癌促進
型 RBP の局在との関連 

を評価し、治療標的としての妥当性を検討する。 
 
(4) 癌促進型 RBP の細胞内機能に対する修飾

法の解明 
① (2)で選択された分子標的候補内の調節標

的 mRNA に関して、ビオチン化した RNA プ
ローブを作成し、癌促進型 RBP との結合領
域をビオチンプルダウン法で決定する。結
合配列予測データベースを用いて、相互
作用する miRNA や他の RBP を予測し、こ
れも(2)のリストと比較して、可能性の高い相
互作用分子を同定する。 

② (4)-①で得られた miRNA に関し、mimic す
るRNAやターゲット配列への結合を阻害す
る Target Site Blocker を細胞に導入して、
癌促進型 RBP の癌細胞に対する作用への



効果を評価する。一方、相互作用蛋白は、
結合アミノ酸配列を阻害する細胞膜透過型
合成ペプチドを細胞に導入し、同様に癌細
胞への効果を評価する。 

 
４．研究成果 
(1) 癌促進型 RBP の同定 
 公共データベース（TCGA、GEO など）に掲載
されている ESCC 組織での網羅的遺伝子発現
データと臨床情報を用いて、ESCC で発現が亢
進している RBP 群リストを作成した。このリストを
元に、ESCC 切除標本を用いて免疫染色を行っ
た結果、ESCC の進展に伴って単に発現が増加
するだけでなく、局在が細胞質優位となるRBPと
して TIA1 と KHSRP を同定した。さらに、TIA1、
KHSPR ともに細胞質での発現量と患者予後が
負に相関することを見いだした（図 1A, B）。 

 
(2) TIA1 の癌促進的機能とその修飾法の検討 
① TIA1 アイソフォーム特異的な癌促進機構の
解明 
 ESCC 細胞で TIA1 をノックダウンすると、細胞
周期が G0/G1 期で停止し、足場依存性及び足
場非依存性増殖が有意に抑制された。TIA1 は
完全長アイソフォーム（TIA1a）とエクソン 5がスキ
ップしたアイソフォーム（TIA1b）が存在する（図
2A）。各アイソフォームを発現するプラスミドを作
製し、ESCC 細胞株に遺伝子導入した結果、
TIA1a のみが細胞質に発現し、細胞増殖を促進
した(図 2B, C)。抗 TIA1 抗体を用いて免疫沈降
を行い、TIA1 と特異的に結合する mRNA 群をマ
イクロアレイと次世代シーケンサーを用いて解析
した。この結果、TIA1 は CCNA2 や SKP2 などの
細胞周期制御因子と結合した（図 2D）。連続切
片を用いた組織染色で、細胞質 TIA1 が高発現
している領域で CCNA2 および SKP2 の発現が
亢進していることから、TIA1 はこれらの蛋白質量
を亢進することで ESCC の進展を促進すると考
えられた。 
③  TIA1 の細胞内局在制御機構の解明 
TIA1a の細胞内局在制御機構について、リン

酸化修飾に着目し検討を行った結果、細胞質
TIA1a は核内 TIA1a に比べてよりリン酸化修飾
を受けていた。さらに、TIA1a の Ser、Thr を Ala
に置換した変異体（非リン酸化型 TIA1a変異体）
を ESCC 細胞に遺伝子導入すると、TIA1a の局
在が細胞質優位から核優位に変化し、細胞増
殖が抑制された（図 2E, F）。 
③ TIA1a の癌促進機能に対する効果的な介入
方法の検討 
 公共データベース（TCGA など）を用いて TIA1

遺伝子上流について検討を行った。DNA 配列
情報から、ESCC（225 例）で TIA1 プロモーター
領域に変異は認められなかった。また、DNA メ
チル化プロファイル情報から、ESCC（194 例）で
TIA1 プロモーター領域は全般的に低メチル化
状態にあり、TIA1 発現量との間に有意な相関は
認められなかった。以上の結果から、ESCC にお
ける TIA1 発現異常はプロモーター領域の変異
やメチル化状態（cis 因子）によるものではなく、
転写誘導因子の発現異常や機能異常（trans 因
子）によることが示唆された。 
TIA1a のリン酸化部位周辺のアミノ酸配列より、

リン酸化キナーゼを予測したところ、複数のキナ
ーゼ（CHK1、CHK2、AKT1、AKT2 など）が同定
された。これらに対する特異的阻害剤や siRNA
を用いて検討した結果、複数の阻害剤で細胞質
TIA1a が核内に移行し、細胞増殖が抑制された
（図 2G）。このことから、これらのキナーゼを治療
標的とすることで、TIA1a の癌特異的機能を抑
制する可能性が示唆された。さらに TIA1a のリン
酸化修飾部位を含む細胞膜透過型合成ペプチ
ドを設計し、TIA1a 発現細胞に投与したところ、
細胞質TIA1aを核内に移行することができた（図
2G）。しかしこの効果は限定的であったため、さ
らなる検討が必要であると考える。 

 
(3) KHSRP による癌促進的 miRNA 発現制御と
癌促進機構の解明 
ESCC 細胞で KHSRP をノックダウンすると、

CDH1蛋白質発現抑制と ZEB1蛋白質の発現亢
進が見られ、細胞遊走能と浸潤能が有意に抑
制されていた（図 3A）。マイクロアレイを用いた検
討から、KHSRP ノックダウン細胞では、EMT 促
進に関与する miRNA（miR-21、miR-130b、
miR-301a）を含む 26 個の miRNA の発現が低下
した。免疫沈降で前駆体と KHSRPとの結合が見
られることから、KHSRP はこれらの miRNA の生
合成に関与していることが示唆された。さらに
KHSPR ノックダウン細胞で 560 個の mRNA 発現
が亢進し、うち 77 個の mRNA が miR-21、
miR-130b、miR301a の標的であることが同定さ
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れた。パスウェイ解析から、これら 77 mRNA には
TGFβ signaling pathway に関与する因子が多く
含まれていた（図 3B）。実際、KHSRP ノックダウ
ン細胞では BMP6、PDCD4、TIMP3 蛋白質の発
現が亢進していた（図 3C）。以上の結果から、
KHSRP は癌促進性 miRNA の生合成を制御し、
これらの発現を調整することで、ESCC の進展を
促進する可能性が示唆された（図 3D）。今後、
KHSRP の癌促進機能に対する効果的な介入方
法について検討を行う。 
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