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研究成果の概要（和文）：申請者は、現在までにタンパク質翻訳を担うhypusine経路の活性化が、がんの悪性化
に寄与することを明らかにしてきた。しかし、hypusine経路の直接の被翻訳遺伝子は不明であることから、
eIF5A (翻訳因子)に結合するRNAを同定することを目的とした。
RNA-ChIP法を施行した後、RNAシークエンス解析とRT-PCRにより、被翻訳候補遺伝子を抽出した。抽出した被翻
訳候補遺伝子に対してKEGGパスウェイ解析を行うと細胞骨格、接着、移動・浸潤に関わる分子が多く存在してい
ることが明らかとなった。また、シークエンス解析データを基にeIF5Aの結合塩基モチーフを決定することを試
みた。

研究成果の概要（英文）：Activation of hypusine pathway, which relates to the translation, 
contributes to malignant phenotype in cancer. However, since direct target genes of hypusine pathway
 remain unclear, I tried to identify mRNAs which bind to eIF5A, a translational factor, in this 
study. 
As first, I performed RNA-ChIP assay for isolation of mRNAs, which were binding to eIF5A. After 
that, I analyzed its sequence using ion proton. Next, I and Dr. Tanimoto, a computational scientist,
 extracted the candidate genes. To evaluate whether the candidate genes bind to eIF5A, I performed 
RT-PCR using each specific primer of these genes. Then, I found that some candidate genes bound to 
eIF5A. In addition, to determine the pathways which are regulated by eIF5A, I performed KEGG pathway
 analysis against extracted candidate genes. As a result, I found that eIF5A might regulate the 
translation of cytoskeleton and adhesion molecules. Moreover, we tried to identify the binding motif
 of eIF5A based on RNA sequencing data.
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１．研究開始当初の背景 
がんの悪性化の要因の一つであるがん転移
は、複雑かつ多段階のステップによって成立
する事象であり、これまでにも様々な分子機
序が報告されてきた。しかし、この転移の一
連の流れを包括的に解析するための有用な
in vitro/ in vivo解析モデル系が十分でなく、
具体的な解析法には制約があり、転移に関与
する分子やシグナル経路の同定は未だ困難
である。がん転移の解析において、古典的か
つ有用な実験方法として in vivo selectionが
知られている。これは、外来性にがん細胞を
移植し、他臓器へ転移した後、転移部位から
高転移性の亜株を樹立する方法である。申請
者は同手法を用いて、がん転移関連遺伝子の
同定を試みた。その結果、高転移性亜株特異
的に 19p13.2-p13.13 領域のゲノム増幅を認
め同領域内に座位する Deoxyhypusine 
synthase (DHPS)をがん転移関連遺伝子と
し て 同 定 し た  (Muramatsu T et al. 
Oncogene 2016)。DHPSは、hypusine経路
を構成する酵素の一つであり、基質である
eukaryotic translation initiation factor 
(eIF5A)を hypusine化し、活性化させる働き
を持つ。Hypusine化した eIF5Aは、翻訳を
促進させ、細胞増殖や発生などに関わること
が知られている。申請者は、DHPSの過剰発
現により、hypusine 経路が活性化し、細胞
の移動・浸潤が亢進することを明らかにした。
また、マウスの移植実験では DHPSの発現抑
制によってリンパ節転移の頻度が減少する
こと、腫瘍増殖能が低下することを認めた。
その分子メカニズムを発現アレイのデータ
を基に解析した結果、RhoA シグナルの活性
化を認め、hypusine 経路を抑制することに
より、RhoA のタンパク質発現が減少するこ
とを確認した。その際、RhoAのmRNAの発
現は変化しなかったことから、hypusine 経
路がRhoAの翻訳を制御している可能性が浮
き彫りとなった。しかし、実際に eIF5A が
RhoAのmRNAに結合し、翻訳を制御してい
るかどうかは不明である。そこで、申請者は
本研究において、eIF5Aの被翻訳遺伝子を解
析するすることにより、hypusine 経路の新
規がん治療標的遺伝子としての可能性を明
らかにできると考えた。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、eIF5A を対象に RNA-ChIP 法 
(RIP 法)と RNA シークエンス法を組み合わ
せて、eIF5Aの被翻訳遺伝子を同定すること
ならびにその生物学的意義について検討す
ることを目的とした。 
 また、hypusine 化阻害剤を用いて、プロ
テオーム解析を行いその結果を上記 RNA シ
ークエンス結果と統合的に解析し、被翻訳遺
伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
 eIF5A には、非常に相同性の高い 2 つの

isoform (eIF5A1, eIF5A2)が存在しており、
それぞれ機能が異なると考えられている。特
に eIF5A2はがん細胞において発現が亢進し
ており、がんの進展に寄与している可能性が
高い。一方、eIF5A1 は、全身に恒常的に発
現している遺伝子ではあるが、がん遺伝子、
がん抑制遺伝子の両方の報告がある。以前の
申請者らによる報告では、がん遺伝子として
の機能を明らかにしている。したがって、申
請者は、それぞれの強制発現用コンストラク
トを作成し、RIP法と RNAシークエンス解
析を組み合わせて、それぞれの被翻訳遺伝子
の同定を試みた。また、RNA シークエンス
データを基にそれぞれの結合配列の決定を
も試みた (図 1)。 
 また、hypusine 化阻害剤である (GC7)を
用いて、二次元電気泳動を施行して、タンパ
ク質発現の減少したスポットの解析を試み
た。 

 



４．研究成果 
 細胞に eIF5A1,2 それぞれを強制発現し、
細胞を固定後、タグ抗体を用いて免疫沈降を
行った。免疫沈降の後、RNA を分離し、超
音波処理を行いバイオアナライザーでの検
討を行った。超音波の条件設定は、何度も施
行し、RNA シークエンス解析へ移行可能な
最適な条件を決定した (図 2)。その後、抽出
した RNAを cDNAへと合成し、ion proton 
(Thermo Fisher Scientific)によってシーク
エンス解析を行った。その際、東京医科歯科
大学 難治疾患研究所 ゲノム解析室 谷
本幸介先生にご協力をいただき、データ解析
を行った。eIF5Aは、PPP (プロリン-プロリ
ン-プロリン)もしくは PPG (プロリン-プロリ
ン-グリシン)を持つタンパク質を特異的に翻
訳することが知られている。そのため、解析
の条件として、上記のモチーフを有すること
ならびに解析リード数が100以上のものに絞
り込んだ。その結果、eIF5A1, 2の結合する
候補遺伝子を抽出した。その後、抽出した遺
伝子が実際に結合するかどうかを確認する
ため、RIP法で得た RNAを用いて RT-PCR
を行った。その結果、いくつかの遺伝子に関
しては結合している可能性があった。しかし、
それら遺伝子のタンパク質の発現は、現在検
討中であり、eIF5A1, 2が翻訳に関与してい
るかどうかは不明である。また、シークエン
ス解析の結果から、結合塩基モチーフの候補
も抽出した。いくつかの特異的なモチーフが
抽出されたが、非常に長いモチーフとなって
しまったため、条件の再検討が必要である。
一方、結合するかどうかは不明であるが、リ
ード数が 100 以上の結合候補遺伝子を
KEGGのパスウェイ解析に入力すると、細胞
骨格や移動・浸潤に関与する経路が有意差を
持って抽出された (図 3)。この結果は、以前、
申請者が論文報告した内容と一貫しており、
hypusine 経路は細胞骨格や細胞間接着を制
御することにより、浸潤・転移に寄与してい
ることが裏付けられた。 

 Hypusine 経路に制御されるタンパク質を
同定するために hypusine 化阻害剤である
GC7 によって処理したタンパク質を用いて、
二次元電気泳動を行った。その結果を基に解
析を進めているが、現在のところ被翻訳遺伝
子の同定には至っていない (図 4)。 
 本研究において、RNA シークエンス解析
まで終了し、eIF5Aの被翻訳候補遺伝子の抽
出までは完了した。プロテオーム解析につい
ては、二次元電気泳動の条件から見直し、
hypusine 経路の阻害によって減少するタン
パク質の同定を行う必要がある。今後、さら
なる検討を重ね eIF5A の被翻訳遺伝子を探
索するとともに、がんにおける hypusine 経
路の生物学的意義を明らかにすることを目
標とする。 
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