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研究成果の概要（和文）：胃癌切除標本を抗RNF135特異抗体を用いて免疫組織染色を行った。176例中171例
（97.2%）の腫瘍において、RNF135の発現を認めた。RNF135高発現例は低発現例と比較し生存期間は有意に短
く、RNF135発現レベルは独立予後規定因子であった。ヒト胃癌細胞株MKN45、MKN74のRNF135発現をsiRNAでノッ
クダウンした。RNF135ノックダウン細胞株はコントロールと比較して、腫瘍細胞のG2/M期での細胞周期停止が誘
導され、有意に細胞増殖が抑制された。
　以上の結果から、胃癌においてRNF135は臨床的意義を有するだけでなく、腫瘍の増殖に関与し、治療標的とな
りうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of Ring finger protein 135 (RNF135) in the 
progression of gastric cancer. In the immunohistochemical analyses, the RNF135 was expressed in 171 
(97.2%) of 176 gastric cancers. The patients with a RNF135-high tumor had a significantly lower 
overall survival rate than the patients with a RNF135-low tumor. Multivariate analysis identified 
the RNF135 status as an independent prognostic factor. We further investigated the roles of RNF135 
in vitro using a small interfering RNA (siRNA). RNF135 gene silencing significantly inhibited the 
proliferation of human gastric cancer cells, MKN45 and MKN74, through the G2/M cell cycle arrest. 
Our findings indicate that RNF135 might have a clinical significance in gastric cancer and play an 
important role in regulating the proliferation of gastric cancer cells.

研究分野：消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はユビキチンシステムにおいて中心的役割を担うE3ユビキチンリガーゼに着目し、胃癌進展におけるその
異常の意義・役割を検討した。E3ユビキチンリガーゼであるRNF135はヒト胃癌組織で過剰発現しており、独立し
た予後規定因子となるなど臨床的意義を有することが判明した。また、発現レベルは胃癌細胞の増殖能と関連す
ることが明らかとなった。本研究の成果はユビキチンシステム異常を介した消化器癌進展の解明、新たな癌治療
開発の礎となるものと考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
ユビキチン修飾系はタンパク質翻訳後修飾系であり、細胞周期・シグナル伝達・転写調整
などあらゆる生命現象を制御しており、その異常は癌を含め様々な疾患と関連することが
示されてきた。最近では、RING	finger	protein	135	(RNF135)等の E3 ユビキチンリガーゼ
が乳癌や脳腫瘍等の悪性腫瘍で過剰発現していることが確認された。種々の研究で、これ
らの発現・機能異常は腫瘍細胞内での DNA 修復や種々のシグナル伝達、細胞周期制御、上
皮間葉転換に深く関与し、腫瘍進展に重要な役割を担うことが示唆されている。しかしな
がら、現在までのところ、消化器癌における RNF135 等の E3 ユビキチンリガーゼ異常の意
義は不明である。	
 
２．研究の目的 
本研究では、胃癌を対象として、ユビキチン修飾系異常を介した癌の進展機序を包括的に
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
◎臨床検体を用いた検討	
術前未治療の胃癌症例176例の切除標本を抗RNF135特異抗体を用いて免疫組織染色を行っ
た。腫瘍における RNF135 陽性率を算出し、臨床病理学的因子、予後との関連を検討した。	
◎ in	vitro 実験系での腫瘍における RNF135 の役割の解明	
ヒト胃癌細胞株の RNF135 発現を RNA 干渉法を用いてノックダウンし、細胞増殖アッセイ
（CellTiter-Blue	Cell	Viability アッセイ）、フローサイトメトリーを行った。	
	
４．研究成果	
◎臨床検体を用いた検討	
176 例中 171 例（97.2%）の腫瘍において、RNF135 の発現を認めた（図 1）。腫瘍における
RNF135 発現割合が 50％以上を高発現群（n	＝	101、57.4%）、50％未満を低発現群（n	＝	75、
42.6%）とし、臨床病理学的因子との関連を検討したところ、RNF135 発現レベルは組織型
と有意な関連を認めた（表 1）。	

RNF135 発現と術後全生存との関連を検討
した。高発現群は 5 年全生存率 57.9%と低発
現群 76.3%に比べ有意に予後不良であった（図 2A、P	=	0.01）。また、疾患特異的生存率に
おいても高発現群は低発現群に比べ有意に予後不良であった（図 2B、P	=	0.027）。多変量
解析の結果、RNF135 発現は独立予後規定因子であった（表 2、ハザード比 1.711、95%信頼
区間 1.027-2.851、P	=	0.039）。	

Ki67 免疫組織染色を行い、RNF135 発現と腫
瘍細胞増殖能との関連を検討した。RNF135 高発
現腫瘍は低発現腫瘍と比較して、Ki67 陽性率は高率な傾向にあった（23.4%	VS.	20%、P	=	
0.076）。	
	 以上のことから、RNF135 は胃癌患者の予後、胃癌細胞の増殖に関連し、RNF135 発現は臨
床的意義を有することが示唆された。	
	
◎in	vitro 実験系での腫瘍における RNF135 の役割の解明	
胃癌細胞株 MKN1、MKN7、MKN45、MKN74、KatoIII の RNF135 発現を real-time	PCR を用いて検討



した（図 3A）。発現レベルが高い MKN45、MKN74 の RNF135 発現を siRNA を用いてノックダウン
した（図 3B）。細胞増殖アッセイを行
ったところ、いずれの細胞株において
も、RNF135 発現ノックダウン細胞では
コントロール細胞に比べ、有意に増殖
が抑制された（図 4）。FACS による細
胞周期解析の結果、RNF135 発現ノック
ダウンにより G2/M 期細胞の割合が有
意に増加した（図 5）。	
	 以上の結果から、RNF135 は細胞周期
調整などを介して胃癌細胞の増殖能
に関与することが示唆された。	

	
これらの結果から、RNF135 は腫瘍細胞の増殖能に関与し、胃癌患者の予後に影響を与える

可能性が示唆された。RNF135 は新たな癌治療の標的となりうると考えられる。	
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