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研究成果の概要（和文）：我々のグループは最近このスプライシング系における秩序を、癌細胞特異的に大規模
に破綻させる原理となりうる『mRNA再スプライシング』現象を発見した。本研究では、まずこのmRNA再スプライ
シングを制御する因子の探索を行った。その結果、がん抑制因子として知られるRBM4aとエクソン・ジャンクシ
ョン複合体のコア因子群（eIF4A3, Magoh, Y14）がmRNA再スプライシング抑制因子として機能することを発見し
た。
さらに、eIF4A3のノックダウンにより多数のエキシトロン・スプライシングが促進されることを発見し、mRNA再
スプライシングがトランスクリプトームに多大な影響を及ぼすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated a novel two-step splicing process in which normally 
spliced TSG101 mRNA is re-spliced to generate aberrant TSG101 mRNA in cancer cells .The mRNA 
re-splicing implies an important mechanism that prevents deleterious extra re-splicing in normal 
cells.  The control of the re-splicing could be promoted by unknown activator upregulated and/or 
repressor downregulated in cancer cells.  To identify repressor candidates of mRNA re-splicing, we 
screened siRNA library.  As a result, we have identified RBM4a and EIF4A3 proteins as a mRNA 
re-splicing repressor.  RBM4a is also known as a tumor suppressor via controlling apoptosis, 
proliferation and migration.  On the other hand, EIF4A3 is well known as a core factor of the exon 
junction complex (EJC).  We postulate that global prevention of aberrant mRNA re-splicing, 
termination of splicing precisely, is critical for the consequent tumor suppression.  These factors 
could be key factors to prove this hypothesis.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： mRNA再スプライシング　エクソン・ジャンクション複合体　RBM4a　エキシトロン　がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、スプライシング反応が完了すると、mRNA上にはまだスプライス部位が残存するにもかかわらず、直ち
に核外に輸送されタンパク質に翻訳されると考えられてきた。本研究で我々の発見した結果は、正常細胞にはス
プライシング反応をきちんと停止させる機構が存在する事を新たに示唆した。
そして、その機構が破綻すると、細胞のトランスクリプトームを破綻させることにつながる事も示し、その大規
模な破綻が細胞がん化など重大な疾患に結びつく可能性を示唆した点が重要である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 ヒト遺伝子の約 95％が選択的ス

プライシングを受けることが知ら

れ、選択的スプライシングによって

少ない遺伝子から多様な蛋白質

群が産み出される。しかし、この遺

伝子発現過程上で必須なスプライ

シング反応の制御機構が破綻す

ると、様々な疾患の原因ともなる。

癌も例外ではなく、異常スプライシ

ングと細胞癌化を示す例が数多く

知られている。我々のグループは

最近このスプライシング系におけ

る秩序を、癌細胞特異的に大規模に破綻させる原理となりうる『mRNA 再スプライシング』現象を発

見した。これまで乳癌、急性骨髄性白血病など多くの癌細胞で、癌感受性遺伝子 TSG101 の蛋白

質コード領域の大部分を失う異常スプライシングが生じる事が知られていた。この異常は遠く離れ

た２つのエクソン内に存在する弱い選択的 5'、3’スプライス部位が使われるという非常に稀な様式

を取る。我々は、この異常が正常なスプライシングの後、成熟 mRNA が再びスプライシングされてし

まうという新しい様式によって起こる事を証明した (Kameyama et al., 2012. Nucl. Acids Res)。さら

に同様の現象が FHIT という別の遺伝子にも起こることを発見した。すなわち『mRNA 再スプライシ

ング』現象はひとつの遺伝子状に偶然のミススプライシングではないことを示している。正常細胞に

おいても多段階で繰返しスプライシングが起きる現象が既に知られているが（Hatton et al., 1998. 

Mol Cell; Parra et al., 2008. EMBO. J.; Suzuki et al., 2013. FEBS Letters.）、あくまでも最終産物

は mRNA である。この最終産物の点において正常細胞で生じている現象は、成熟 mRNA が再スプ

ライシングされてしまうことで異常産物を生成する癌細胞での現象と決定的に異なる。このことから、

正常細胞ではスプライシングされた mRNA はさらなるスプライシングを受けないよう抑制機構の存

在が示唆される。この未知のスプライシング終結機構は蛋白質合成の鋳型として mRNA の品質管

理の鍵となると考えられる。そして癌細胞ではそのスプライシング反応終結機構が破綻していると

予想される（図１）。従って『成熟 mRNA 再スプライシング』現象の影響と制御機構の解明は癌細胞

での mRNA 品質管理の破綻＝大規模なトランスクリプトーム異常解明に資するものと期待した。 

 

２．研究の目的 

以上の学術的背景と先行研究の結果をふまえ、研究期間内に以下の２つの事を明らかにする事を

目的とした。 

（１）細胞癌化・悪性化に影響される mRNA 再スプライシング制御因子の探索：これまでの研究から

mRNA 再スプライシングに影響を及ぼす様々な因子・薬剤を明らかにしてきた。本研究ではこれら

を解析のヒントに mRNA の品質保証機構となる、正常細胞で mRNA 再スプライシングを抑制する因

子、そして癌細胞でのプロテオーム異常の原因となりうる mRNA 再スプライシングを促進する因子

を網羅的に探索する。RNA-seq による遺伝子発現変化からのアプローチの他、RNA 結合因子に

対する siRNA ライブラリーのスクリーニングを通して因子の探索と機能解明を行う。 

（２）mRNA 再スプライシング現象のグローバルな探索と癌の生物学的悪性化獲得との関わり：

RNA-seq 解析により mRNA 再スプライシングを受ける遺伝子を網羅的に明らかにし、それぞれ再ス

プライシングで欠損する領域がタンパク質の機能ドメインと関連するかを包括的に調べ、実際の治

療抵抗性獲得や転移能などの悪性化とどう関わるかの解析を行う。 



３．研究の方法 

（１）mRNA 再スプライシング制御因子の探索 

（１−１）mRNA 再スプライシングを制御する RNA 結

合蛋白質の探索 

我々は、がん細胞で発現上昇する再スプライシ

ング促進因子、またはがん細胞で発現低下する再

スプライシング抑制因子によって mRNA 再スプライ

シングが制御されていると予想した（表１）。mRNA

再スプライシング制御因子は、核内にあって直接

RNA に結合しているだろうと予測し、156 種の核タ

ンパク質に対する siRNA ライブラリーのスクリーニ

ングを行った。Hela 細胞を用いて siRNA ライブラリーのスクリーニングを行い、RNA を精製し nested 

RT-PCR により TSG101mRNA 再スプライシングに及ぼす効果を評価した。 

（１−２）ｐ53 シグナルで発現制御される分子の探索 

 また、ｍRNA 再スプライシングはｐ５３シグナルによって制御されることがよく知られている

（Moyret-Lalle et al., 2001.Cancer Res. 2001；Chua et al., 2016.Oncotarget）。そこで、乳がん由来

MCF-7 細胞に MDM2 の特異的阻害剤 RG7388 を作用させ、マイクロアレイにより発現変動する遺

伝子を探索した。発現変動する４８種の RNA 結合蛋白質に対してそれぞれ siRNA を作成し、

MCF-7 細胞を用いて TSG101mRNA 再スプライシングに対する効果を評価した。 

（２）mRNA 再スプライシングを受ける因子のグローバルな探索 

 最も mRNA 再スプライシング抑制効果の強い eIF4A3 の遺伝子のノックダウンを MCF-7 細胞で

行い、RNA-seq 解析を行った。ウィーン天然資源大学応用遺伝学・細胞生物学科の Peter 

Venhuizen 博士と Maria Kalyna 博士の協力を得て、RNA-seq のデータ解析を行い、発現変動する

エキシトロンの探索を行った。 

 

４．研究成果 

（１）mRNA 再スプライシング制御因子の探索 

（１−１）mRNA 再スプライシングを制御する RNA 結合蛋白質の探索 

 Hela 細胞を用いて 156 種の核タンパク質に対す

る siRNA ライブラリーのスクリーニングを行った結

果、がん抑制遺伝子として知られる RBM4a がその

候補として同定された。RBM4a の mRNA 再スプラ

イシングに対する効果を異なるがん細胞（鼻咽頭

癌由来 TW01 細胞）、異なる siRNA を用いて解析

し検証した結果、ノックダウンの効率に対応して

TSG101 異常 mRNA が蓄積される事が確認出来た

（図２）。RBM4a はリン酸化により細胞内局在が変

化しその機能が制御されることが知られている。そこで、野生型 RBM4a、リン酸化型 RBM4a

（RBM4aSD）、脱リン酸化型 RBM4a（RBM4aSA）を乳がん由来 MCF-7 細胞に強制発現し、mRNA

再スプライシングに対する効果の違いを解析した。その結果、脱リン酸化型 RBM4aSA は非常に強

く mRNA 再スプライシング抑制効果を示したが、リン酸化型 RBM4aSD はほとんど mRNA 再スプラ

イシング抑制効果を示さなかった。これは当初の予想と異なり、RBM4a タンパク質の安定性にリン

酸化制御が強く関与するためと考えられた。実際、リン酸化型 RBM4aSD を強制発現し、プロテアソ

ーム阻害剤である MG-132 を作用させると、RBM4aSD タンパク質の蓄積と強い mRNA 再スプライ

シング抑制効果を示すようになった。 



（１−２）ｐ53 シグナルで発現制御される分子の探索 

 ｍRNA 再スプライシングはｐ５３シグナルによって

制御されることがよく知られている。まず、MDM2 特

異的阻害剤 RG7388 を MCF-7 細胞に作用させ

p53 を活性化させると、強く TSG101mRNA の再ス

プライシングが抑制される事を確認した。次にマイ

クロアレイを用い、RG7388 処理の有無により発現

変動する RNA 結合蛋白質の探索を行い、48 種の

候補遺伝子を選定した。我々は、そのそれぞれに

対して siRNA によるノックダウン実験を行い、強い

mRNA 再スプライシング抑制効果を持つ因子として eIF4A3 を同定した（図 3）。eIF4A3 はエクソン・

ジャンクション複合体（EJC）のコアタンパク質としてよく知られる。そこで、他の EJC コア因子につい

ても mRNA 再スプライシング制御効果の解析を行ったところ、Magoh と Y14 が eIF４A3 と同様に強

く mRNA 再スプライシング抑制作用を示し、EJC コア因子が mRNA 再スプライシング抑制因子とし

て作用することが明らかとなった。また、EJC はコア因子の外殻に様々なタンパク質が緩く結合しス

プライシング制御、mRNA 核外輸送、ナンセンス依存性 RNA 分解という多様な機能を担っている。

我々はそれらに関与する因子のノックダウンを行い、mRNA 再スプライシングとの関連を調べたとこ

ろ、スプライシング制御、mRNA 核外輸送、ナンセンス依存性 RNA 分解のいずれとも関係がないこ

とが明らかとなった。以上の結果から、我々は EJC コア因子がスプライシング停止シグナルという新

たな機能を持つのではないかと考えている。 

（２）mRNA 再スプライシングを受ける因子のグロ

ーバルな探索 

 オーストリア・ウィーン天然資源大学応用遺伝

学・細胞生物学科の Marya Kalyna 博士等は植

物細胞でのトランスクリプトーム解析から、エクソ

ン内に存在するイントロン（Exitron:エキシトロン）

を発見した。エキシトロンはヒトでも存在し、その

多くはがん関連遺伝子であった。エキシトロンは

その定義からわかる通り 1 個のエクソン内にあ

り、我々の発見した TSG101 と FHIT の mRNA 再スプライシングは複数のエクソンを跨いでいる。こ

の様な違いはあるが、どちらもがん細胞で多く観察されること、エクソン内にある弱いスプライス部位

が活性化されてスプライシングされるという共通点がある。そこで我々はエキシトロン・スプライシン

グも mRNA 再スプライシングによって引き起こされる異常スプライシングの 1 つではないかと仮定し、

共同研究を開始した。 

 MCF-7 細胞にコントロール siRNA と eIF4A3 に対する siRNA を作用させ、それぞれ RNA-seq 解

析を行い、発現変動するエキシトロンの探索を行った。その結果、362 遺伝子に計 453 個のエキシ

トロンを見いだした。さらに、78 のエキシトロンに変化があり、そのうち 71 このエキシトロンは eIF4A3

のノックダウンによりエキシトロン・スプライシングが上昇していることが明らかとなった（図 4）。その

内のいくつかの遺伝子は細胞のがん化や悪性化に関与することが知られており、エキシトロン・ス

プライシングがそれら遺伝子の機能にどの様な影響を及ぼすのか、今後慎重に検討を進める必要

がある。 

 以上の結果を総合し、本研究を通じて我々は成熟 mRNA 再スプライシング抑制因子としてがん

抑制遺伝子 RBM4a、EJC コア因子（eIF4A3, Magoh, Y14）を同定することが出来た。そして、それら

各因子が正常細胞において、成熟 mRNA が必要以上にスプライシングされてしまう（再スプライシ

ング）事を防ぐスプライシング停止シグナルとして機能し、mRNA のクオリティ・コントロールに寄与し



ている可能性を示した。 

 今後は、同定した各因子がどの

様に mRNA 再スプライシングを抑

制するのか、生化学的な作用機

序の詳細を明らかにすると共に、

mRNA 再スプライシング/エキシト

ロン・スプライシングを受ける遺伝

子の機能変化がどの様に、細胞

がん化・悪性化につながるのか慎

重に解析を進めていく必要がある

と考えている。 
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