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研究成果の概要： 

癌のテロメアパラドクスの解明に向けて、hnRNP A2、B1、B0 蛋白の比較解析を行った。B1 蛋白は A
２蛋白に比べ、癌細胞で発現が亢進するが、癌細胞の中でも特に、テロメラーゼによらないテロメ
ア伸長(ALT)を示す癌細胞でより高い事を示した。B1 と B0 蛋白は、より特異的に一本鎖テロメア
DNA と結合することを示した。各蛋白間の差は、そのアミノ酸構造とユビキチン化による蛋白代謝の差
によって生じる可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 

癌細胞が細胞老化を回避し無限に増殖する

には，細胞分裂毎に短縮するテロメアを伸長

するテロメラーゼをもつことが必須と考えられる。

しかし、臨床例では癌の約 15%はテロメラーゼ

活性が低い、ないし陰性で、テロメラーゼのみ

で癌細胞のテロメア長は説明できない。また、

テ ロ メ ラ ー ゼ に よ ら な い テ ロ メ ア 伸 長

(Alternative lengthening of telomeres: ALT）機

構も知られている。癌細胞はテロメラーゼ陽性

であってもテロメアは短く、生理的にテロメラー

ゼ活性をもつ生殖細胞とは異なる（癌のテロメ

アパラドックス）。 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (以

下 hnRNP) A2 蛋白と hnRNP B1 蛋白は、転写後

の pre-mRNA に結合する核内蛋白で、両者は

同一遺伝子に由来するスプライシング・アイソフ

ォームである。これまで我々は、hnRNP A2 およ

び B1 蛋白に特異的に反応するモノクローナル

抗体を作成し、hnRNP B1 蛋白が hnRNP A2 蛋
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白より腫瘍特異的に発現亢進することを明らか

にしてきた。さらに、生殖細胞に特異的なスプラ

イシング・アイソフォーム、hnRNP B0 蛋白をクロ

ーニングし、hnRNP B0 蛋白と B1 蛋白が hnRNP 

A2 蛋白より強く一本鎖テロメア DNA に結合し、

テロメア DNA 保護とテロメア伸長反応の促進に

関わることを明らかにしてきた。以上から hnRNP 

A2、B1、B0 各蛋白のテロメア調節機構との関わ

りを比較解析することにより、癌のテロメアパラド

ックスを解明する手がかりが得られるのではない

かと考えられた。 

 

２．研究の目的 

hnRNP A2、B1、B0 蛋白の比較解析を行うこと

により、癌のテロメア調節機構と生殖細胞の生理

的テロメア調節機構の違い（癌のテロメアパラド

ックス）を明らかにする。具体的には、(1) hnRNP 

A2 蛋白より hnRNP B1 蛋白が腫瘍に、また

hnRNP B0 蛋白が精巣に特異的に発現されるメ

カニズム、(2) hnRNP A2、B1、B0 蛋白とテロメア

DNA との相互作用の違い、(3) hnRNP A2、B1、

B0 蛋白の ALT 機構によるテロメア伸長への関

与を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1) hnRNP A2、B1、B0 蛋白発現の細胞特異性

（腫瘍・生殖細胞特異性）の解析 

①hnRNP B0 蛋白特異的に反応するモノク

ローナル抗体（抗 B0 抗体）作成を試みた。 

②抗 A2 および抗 B1 モノクローナル抗体と、

上記①の抗 B0 抗体を用いて、各蛋白発現の

細胞特異性（腫瘍・生殖細胞特異性）を免

疫組織化学ならびにウエスタン・ブロッテ

ィングにより比較解析した。 

 

(2)腫瘍細胞における一本鎖テロメア DNA 

と相互作用する蛋白の比較解析 

①テロメーラーゼを有する HeLa 細胞と 293

細胞の核内蛋白を抽出し、アイソトープラ

ベルしたテロメア配列オリゴDNAを用いて、

2次元電気泳動 South- Western ブロッテ

ィングにて解析した。 

②テロメラーゼによらないテロメア伸長

(ALT)を示すモデル細胞として、副腎癌由来の

細胞株である H295R 細胞を用い、その核内蛋

白を抽出し同様に解析した。 

 

(3) hnRNP A2、B1、B0 蛋白の生化学的特性

の比較解析 

①各蛋白の半減期（代謝）を、S35 で蛋白ラ

ベルした培養癌細胞から抗 A2 および抗 B1

モノクローナル抗体を用いて免疫沈降し、

比較解析した。 

②各蛋白の翻訳後修飾の差異を同調培養し

た癌細胞検体から、同様に免疫沈降後、2

次元電気泳動、抗リン酸化アミノ酸抗体、

抗ユビキチン抗体を用いて比較解析した。 

 

(4) hnRNP A2、B1、B0 蛋白とテロメア DNA

との相互作用の比較解析 

①各蛋白の cDNA を Pet-11 発現ベクターを

用いて大腸菌に導入し、組換蛋白を合成、

精製した。 

②各組換え蛋白と一本鎖テロメア DNA との

相互作用をゲルシフト(gel-retardation)にて

比較解析した。 

 

４．研究成果 

(1) hnRNP A2、B1、B0 蛋白発現の細胞特異性

（腫瘍・生殖細胞特異性）の解析 

①図１に示す如く、B0 蛋白で欠失する Exon９

の前後にまたがるペプチド（B0 特異的ペプチ

ド）を合成し、これを用いてマウスを免疫

し、抗ペプチド・モノクローナル抗体の作

成を３度試みた。しかし、マウス血清中に

hnRNP B0 蛋白に対する抗体価は上昇せず、

抗 B0 モノクローナル抗体は得られなかった。 

          B0 特異的ペプチド 

図１ hnRNP A2、B1、B0 蛋白の構造と B0

（B0a, B0b）特異的なペプチド設計 

 

②種々の腫瘍組織でhnRNP B1 蛋白がhnRNP 

A2 蛋白より発現亢進することを再検証した。さ

らに、同一細胞起源の良性、悪性腫瘍での発

現の差を明らかにするために、大腸の Cancer 

in adenoma を用いた検討を行った。図２に示す

ように、hnRNP B1 蛋白の発現は癌で腺腫に比

べより著明に亢進し、免疫染色上は、癌と腺腫

の境界が明瞭であった。このことはウエスタ

ン・ブロットによる定量的な解析において

も確認された。hnRNP B1 蛋白の発現を病理

組織標本における良悪性の判定にも有用と

考えられる。精巣における B0 蛋白発現は抗

B0 抗体が得られなかった為、解析できなか

った。また、以前の結果と同様に hnRNP B1

蛋白が精母細胞の減数分裂の過程で豊富に

発現され、hnRNP A2 蛋白よりダイナミックに変



 

 

化することがしめされた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１大腸の Cancer in adenoma における

hnRNP B1 蛋白の発現（抗 B1 抗体を用いた

免疫染色。矢印は癌と腺腫の境界部） 

 

(2) 腫瘍細胞における一本鎖テロメア DNA 

と相互作用する蛋白の比較解析 

テロメーラーゼを有する HeLa 細胞と 293

細胞では、一本鎖テロメア DNA と結合する

主要な核内蛋白は hnRNPA2 であった(図 3)。

一方、ALT を行う H295R 細胞では、hnRNP B1

蛋白の発現が豊富で、一本鎖テロメア DNA

と優位に結合することが明らかになった。

また、検出された hnRNPA2 および B1 蛋白に

は、等電点が酸性で、分子量のやや大きな

位置に数個スポットが飛び石状にみられた。

hnRNP A2およびB1蛋白が何らかの修飾を受

け、等電と分子量が変位したと考えられる。 
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図 3 一本鎖テロメアDNAと結合する HeLa

細胞の核内蛋の一次元ならびに二次元

South-Western ブロッティング 

(T6：TTAGGG) 6, rT6:(CCCTAA）6) 

 

(3) hnRNP A2/B1 各蛋白分子の生化学的特

性の比較解析 

①hnRNPA2B1 蛋白は hnRNPA2 蛋白に比べ、

蛋白の半減期が短く、細胞周期に同調して分

解される機序があることが、HeLa細胞を用いた

検討より明らかになった。 

②二次元電気泳動により検出される hnRNPA2

および B1 蛋白の変位スポットは、主にユビ

キチン化によって生じる可能性が高いこと、そ

れは両蛋白間で差があることが明らかになった。

ユビキチン化は、hnRNP B1 蛋白に特異的な N

末端の 12 アミノ酸中の３個のリジン残基に関連

していると考えられる。 

 
(4) hnRNP A2、B1、B0 蛋白とテロメア DNA と
の相互作用の比較解析 

組換え hnRNP A2、B1、B0(B0a, B0b)蛋白

を作成し、一本鎖テロメア DNA との相互作

用を検討した。一本鎖テロメア DNA は 4 種

の蛋白とも相互作用し、ゲル中の泳動がシ

フト（遅延）し、さらに特異抗体（抗 A2 抗

体＝4G8、抗 B1 抗体＝2B2）を作用させるこ

とにより、スーパーシフトした（図４）。そ

の作用は hnRNP A2、B0a 蛋白より hnRNP B1、

B0b 蛋白の方が強く、B1 蛋白特異的な N 末

端の 12 アミノ酸（エキソン２）が、一本鎖テロメ

ア DNA と特異的に結合することが示唆された。

また、一本鎖テロメアDNA との相互作用には、

2量体形成が必要であり、興味深いことに 4

種の蛋白（hnRNP A2、B1、B0a, B0b)の組合

せパターンにより相互作用に違いが生じる

可能性が示唆された（データ未提示）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４一本鎖テロメア DNA 32p-(TTAGGG)6 と

組換え hnRNP B0b 蛋白との相互作用

(gel-retardation 解析) 

 

＊癌細胞で発現亢進する hnRNP B1 蛋白と、
生殖細胞に特異的に発現される B0 蛋白の比
較により，癌細胞と生殖細胞のテロメア維持
機構の違いを明らかにすることが当初の主
眼であった。しかし、抗 B0 蛋白に対するモ
ノクローナル抗体が得られなかったため、計
画を一部変更して研究を行った。 
今回の成果が、将来の癌のテロメア調節機

構に着目した新たな抗癌治療法の開発に役
立つことを期待したい。 
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