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研究成果の概要（和文）：今回、頭頸部癌における選択的スプライシングを介した発癌機構を次世代シーケンサ
ー解析を用いて検討した。まずTCGAのデーターを用いて候補遺伝子を抽出し、頭頸部癌細胞株を用いて表現型を
検討した。その結果幾つかの遺伝子が候補遺伝子として選択された。次に上記の遺伝子導入株、ノックダウン株
を作成した後、RNA-Seq解析により、誘発されたスプライシング変異を同定した。その結果スプライシング関連
遺伝子の異常は多くの発癌遺伝子の異常スプライシングを誘導していることが判明した。スプライシング関連遺
伝子の異常は頭頸部癌の異常スプライシング発現を誘導し、発癌に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of carcinogenesis via ASEs in HNC using RNA 
sequencing and examined. First, we selected candidate genes from splicing-related genes using TCGA 
data, and examined the phenotypes of the candidate genes using HNC cell lines. As a result, several 
genes were selected as candidate genes. Next, after creating overexpression and knockdown cell 
lines, RNA was extracted, and ASEs induced were identified by RNA-Seq analysis. The results showed 
that splicing-related gene aberrations induced ASEs of many oncogenes. Abnormalities in 
splicing-related genes induce ASEs in HNC and may be involved in carcinogenesis.

研究分野： 頭頸部癌

キーワード： 選択的スプライシング　頭頸部癌　CPSF1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子変異以外の発癌機構として遺伝子発現の下流である転写後調節レベルの選択的スプライシングによる発癌
機構が明らかになってきている。このスプライシングによる発癌機構が頭頸部癌の発癌に重要な役割を果たして
いる可能性が十分あると考え今回の研究を行った。本研究によりスプライシング関連遺伝子CPSF1の遺伝子変異
は癌関連遺伝子のASEを幅広く誘発し、CPSF1の発現異常は、頭頸部癌においてASEを誘発することにより、発が
んに関与している可能性があることが判明した。さらなる研究により頭頸部癌の発癌機構解明、予後向上に貢献
できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
2015 年、がんゲノムアトラス（TCGA）研究ネットワークの研究者らにより、頭頸部癌のゲノ
ム変化における最新の包括的調査の結果が報告され、頭頸部癌の 70％以上において、成長因子
受容体（EGFR など）、シグナル分子（PIK3CA など）、細胞周期制御因子に関わる遺伝子に変
化があると報告された(Nature 2015)。この報告の中では多数の遺伝子変異が報告されているが、
治療標的となる癌遺伝子そのものの変異の報告は少なく、治療開発が難しい癌抑制遺伝子の多
数の変異が発見される結果であった。従って、頭頸部癌の発癌に関しては、多数のがん遺伝子・
がん抑制遺伝子の発現機能異常が制御される一元的なメカニズムの存在が示唆され、その解明
が必要である。1 つのメカニズムとして、転写後制御、中でも選択的スプライシングが注目を浴
びており、事実、転写後調節の大きな因子として、一部のスプライシング変異が発癌のトリガー
となっていることが報告された (Nat Struct Mol Biol. 2007)。すなわち、転写後調節に新たな治
療標的が存在することが示唆されている。現在、頭頸部癌においてほとんど報告がないスプライ
シング関連遺伝子中のドライバー遺伝子を発見できれば、そのドライバー遺伝子、もしくはドラ
イバー遺伝子異常によって引き起こされたスプライシング変異(図：?2)をターゲットとすること
により、発癌を抑制し、新しい治療標的となる可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は頭頸部癌における選択的スプライシングを介した発癌機構を次世代シーケンサ
ー解析を用いて解明し、新しい治療標的となりうるかどうか検討することである。 
 
３．研究の方法 
(1) スプライシング関連遺伝子の中から候補遺伝子を抽出し、ターゲット遺伝子を同定する。 
(2) 頭頸部癌細胞株を用いて候補遺伝子の表現型を検討する。 
(3) その遺伝子を導入した細胞株より RNA を抽出し、RNA-Seq 解析により、キーとなるスプライ
シング変異を同定する。 
(4) 同定されたスプライシング異常の発現を、TCGA データ、細胞株を用いた生物学的サンプル
で検証を行い、発癌メカニズムの解明を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) 選択的スプライシングに関連する候補遺伝子の検索 
候補遺伝子の検索： 
QuickGO を用いて、“spliceosome” 
に関連している遺伝子計319遺伝子
を抽出した。 
次いでこの遺伝子群の発現異常が
選択的スプライシングイベント
（ASEs：サンプル中の異常スプライ
シング数）と関連しているか確認す
るため、頭頸部癌臨床検体 46 サン
プルのRNA-Seqデータを用いてこの
遺伝子群の発現とサンプル間のヒ
ートマップを作成し ASEs との関連
を俯瞰した（図 1）。 
 ASEs は Guo らの RNA-Seq 解析パ
イプラインに従い計算された（Guo, 
Sakai, et.al. Cancer Res 2016）。その
結果、サンプル間のクラスターは ASE 発
現と強固で、遺伝子群の遺伝子発現と
ASEs は強く相関していることが確認で
きた。つまり、この遺伝子群の中に ASEs
を変化させ、発癌に強く関連するドライ
バー遺伝子が含まれている可能性が高
いと考えた。そこで、最も頭頸部癌と関わっている候補遺伝子を選択するために、TCGA の頭頸
部癌のデータを用いて、この遺伝子群の遺伝子異常（変異、コピー数、発現異常）を調べ、それ
らが高頻度に認められる 13 遺伝子を候補遺伝子として見いだした（表 1）。 
さらに遺伝子を絞り込むために、スクリーニングとして頭頸部癌細胞株に対し 13 遺伝子の

siRNA によるノックダウンを用いた増殖アッセイを行い、増殖抑制効果が高かった CPSF1 を最終
候補遺伝子として選択した。 
 

図1  頭頸部癌4 6 例における 3 1 9 遺伝子発現のヒ ート マッ プと ASEs 



(2) 頭頸部癌細胞株を用いた遺伝子の表現型の検討 
①遺伝子強制発現・誘導ノックダウン安定細胞株の作成：The pLenti-C-mGFP-P2A-Puro vector 
(OriGene)、Inducible target gene-shRNA vectors (Dharmacon)を用いてレンチウイルスを作
成し、細胞株へトランスフェクションし、Puromycin セレクション後、安定発現株を樹立しそれ
を用いて各種実験を行った。 
 
②細胞増殖試験：各細胞を 96-well 
plates に 3-5×103個播種し、24、
48、72 時間後に Vita Blue Cell 
Viability Reagent を用いて蛍光
を測定した。DOX により細胞増殖抑
制が認められた。また CPSF１遺伝
子導入株はコントロール株と比較
し、細胞増殖が引き起こされた。 
 
③コロニー形成試験：各細胞 500 個を 
6well 培養プレートに播種し 5%CO2 下、
37°C で 14 日間培養し、Diff-Quick kit
を用いてコロニーを染色、顕微鏡下にコロ
ニー数を測定した。Sh-CPSF1 導入株では 
DOX 刺激において細胞増殖の抑制が認め
られた。 
 
④アポトーシス試験：Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit (Sigma –
Aldrich) で細胞を染色し、 BD FACS 
Calibur を用いてアポトーシスを検出し
た。sh-CPSF1 細胞におけるアポトーシス
は、sh-control 細胞におけるアポトーシ
スと比較して、有意に増加した。 
 
 
 
 
 
(3) RNA-Seq 解析 
① 変動スプライシング変異の検出：上記細胞株より RNA を抽出し、RNA-Seq 解析により、ノッ
クダウン or 遺伝子導入前後で大きく変化しているスプライシング異常を前述の Guo のパイプ
ライン(Cancer Res 2016)を用いて解析した。RNA-SeqリードをMapsplice2を用いてGRCh37/hg19
にアライメントし output として junction データを得た。また RSEM を用いて遺伝子発現データ
を得た後、2群間で有意に変動しているスプライシング変異を同定した。 

 
その結果、CPSF1 の遺伝子変異は幅広く癌関連遺伝子の ASE を誘発した事が判明した。 
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② Single sample Gene Set 
Enrichment Analysis（ssGSEA）に
よる Enrichment 解析： RSEM デ
ータを用いて ssGSEA を行い、2群
間で有意に変化したPathwayを同
定した。 
その結果、CPSF1 は幅広く癌関連
遺伝子の ASE を変化させ、癌関連
の gene set を変化させているこ
とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
(4) スプライシング変異の検証 
① TCGA データを用いた検証：TCGA の
raw RNA-Seq data を Mapsplice2 で再
アライメントした junction data を用
いて上記の方法で検出したスプライシ
ング変異が、TCGA データでも検出でき
るかどうか検討した。UBE2C、TGFBI の
スプライシング変異がTCGAデータにお
いても有意に発現が上昇していること
がわかった。 
 
② 細胞株を用いた実験的検証：細胞株より RNA を抽出し、
cDNA を作成。スプライシング変異を同定可能な primer、
probe を設計し、それらを用いて qRT-PCR によりスプライ
シング変異の実験的検証を行った。CPSF1 ノックダウン細
胞株においてもスプライシング変異の抑制が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回の研究において、スプライシング関連遺伝子、特に CPSF1 遺伝子が、発癌遺伝子の ASE を

誘発し、発がんに関連していることが判明した。しかし、ASE 発現の複雑さ、複数の遺伝子にま
たがる ASE 発現への幅広い影響を考慮すると、CPSF1 の過剰発現によって生じる表現型効果を実
行する単一のスプライスバリアントを定義することはできなかった。頭頸部癌における CPSF1 に
関連する特定のスプライスバリアントの相対的な機能的寄与を解明するためには、さらなる研
究が必要と考える。 
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