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研究成果の概要（和文）：癌組織においては RBM5の発現量が低下していることが明らかとなっ

た。RBM5は p53の mRNAに結合して、p53の転写活性を制御していた。その結果、p53の標的遺

伝子の mRNAおよびタンパクの発現量を調節し、癌細胞増殖に関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The expression of the RBM5 mRNA is decreased in cancer tissues. 
Overexpression of RBM5 enhanced p53-mediated inhibition of cancer cell growth and colony 
formation. RBM5 affected p53 transcriptional activity and levels of mRNA and protein for 
endogenous p53 target genes. RBM5 influenced protein, but not mRNA, levels of endogenous p53 
suggesting that RBM5 contributes to p53 activity through post-transcriptional mechanisms. Our 
results show that RBM5 contributes to p53 transcriptional activity, and that growth suppression and 
apoptosis mediated by RBM5 are linked to activity of the tumor suppressor protein p53. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体において、炎症が発癌を誘導すると

いう現象が最も明確になっている臓器の１

つが肝臓である。肝癌発生の分子機序には

不明な点も多いが、B型および C型肝炎ウ

イルス(HBV および HCV)による慢性炎症

が誘導する多くの増殖と変異に関わる遺伝

子異常が段階的に集積して、最終的に肝細

胞癌が発症すると考えられる。このことは

慢性肝炎、肝硬変という過程を経て、高分

化型肝癌が発生し、次第に中分化型、低分

化型肝癌へと組織学的に進展していく多段

階発癌過程をとることにも合致している。 

 正常肝細胞より異形細胞が発生し、その

後早期癌、進行癌へと進展していく分子機

構を解明するには、既に報告のあるような
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遺伝子の cDNA レベルの検討のみならず、

今後はそれを制御するような non-coding 

RNA の癌化に伴う異常の検討も必要と思

われる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、慢性肝炎、肝硬変、肝癌患

者の結節性病変に対し狙撃生検を施行し、

その生検試料を用いて microRNA および

mRNA を採取した後、アレイ検索を行い、

発癌・進展の各段階におけるmicroRNAの

発現プロファイルの比較検討を行う。その

解析結果に基づき、癌化に伴い発現量の著

しく変化しているmicroRNAを選択し、in 

vitro、in vivo の機能解析により細胞の癌

化との関与を検討することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 エコー下狙撃針生検による凍結肝生検標

本より total RNAを抽出し、microRNA、

cDNAアレイによる発現プロファイルの解

析を行う。これらのデータマイニングによ

る発現比較解析を行い、発癌早期に関与す

る分子、さらに癌の進展に関与する

microRNAおよびmRNAのスクリーニン

グを行う。 

 スクリーニングされた候補の中から有意

なものを選択し、癌細胞を用いて機能解析

を行う。 

 

４．研究成果 

(1) microRNAおよび mRNAの変化 

 肝組織の total RNAによるmicroRNAア

レイとその後のデータマイニングからは、

慢性肝炎、肝硬変、肝癌と進展していく過程

で、統計的に有意な変化を示す microRNA を

見出すことはできなかった。しかし、cDNA

アレイとそのデータマイニングからは、背

景肝に比べて、癌組織において RNA結合タン

パクの一つである RBM5 の発現量が低下して

いることが示唆された。 

(2)RBM5の機能解析 

 RBM5 の癌細胞における機能解析を行うため、

最初にヒト RBM5の全長 cDNAを調整し、各種

発現ベクターを作成した。次に癌細胞に発現

し、癌細胞に与える影響を検討した。 

① RBM5の細胞増殖抑制効果 

RBM5を RBM5の発現ベクターにより癌細

胞に強制発現すると、細胞の増殖は抑制

され、コロニー形成能も低下した（図１、

２）。さらに、この増殖抑制効果は、癌

抑制遺伝子の p53と相加効果を示した。 

②  RBM5が p53の転写活性に与える効果 

 RBM5の p53の転写活性に与える影響をレポ

ーター遺伝子アッセイにて検討したところ、



RBM5の発現ベクターの量依存性に、p53の転

写活性を増加させた（図３）。 

 

 次に、癌細胞内の RBM5 mRNAをノックダウ

ンさせるために、RBM5の shRNA発現ベクター

をトランスフェクションさせた。RBM5の２種

の shRNA ベクターはいずれも、p53 の転写活

性を低下させた（図４）。 

 

③ RBM5 が p53 の標的遺伝子の発現に与え

る効果 

 RBM5 mRNA のノックダウンが p53 の標的遺

伝子の mRNA の発現量に与える影響を検討し

た。RBM5の shRNAベクターを癌細胞にトラン

スフェクトし、p21、mdm2、Noxaの mRNA量を

Real Time PCR 法により定量したところ、こ

れらの p53 標的遺伝子の mRNA 発現量は低下

した。一方、p53の mRNA量そのものには影響

を与えなかった（図５）。 

 次に RBM5 mRNAのノックダウンが p53の標

的遺伝子のタンパク発現量に与える影響を

検討した。p21および mdm2のタンパク発現量

をウエスタンブロット法により検討したと

ころ、これらの p53標的遺伝子のタンパク発

現量が低下した。また同様に、p53 のタンパ

ク量も低下していた（図６）。 

 

④ RBM5と p53 mRNAの結合の検討 

 上記のように RBM5は、p53 の mRNAの発現

量には影響を与えなかったが、タンパク量の

発現は減少させた。そこで、RBM5による p53

の転写後調節の可能性を検討した。 

 RBM5 の抗体により共沈してくる mRNA を

RT-PCR により検討した。図７のように、p53

の mRNAを結合することが報告されている HuR

と同様に、RBM5 は p53 mRNA に結合している

ことが示された。 



(3) 考察 

 RBM5は 815個のアミノ酸より構成される分

子量約 115kDa の核内蛋白質であり、各々２

個の RNA結合モチーフと核局在シグナルが存

在する（図８）。RBM5の遺伝子座は 3p21.3領

域にあり，肺癌，頭頸部癌，腎癌においては

LOH の好発部位として知られており，複数の

癌抑制遺伝子の存在が示唆されている。 

 RBM5が細胞増殖抑制、アポトーシスに関与

し、癌抑制遺伝子として機能する可能性が報

告されているが、その分子生物学的機序は十

分に解明されていない。 

 本研究により、RBM5は p53 の mRNAに結合

して、何らかの転写後調節により、p53 の転

写活性を制御している可能性が示唆された。 

 

(4)今後の展開 

 肝組織の total RNA による microRNA アレ

イとその後のデータマイニングからは、肝癌

発生に関与する microRNA を見出すことはで

きなかった。しかし、これは検討したサンプ

ル数が少なかったことが、統計学的に有意差

を示せなかった可能性がある。そこで、今後

はさらにサンプル数を増やして検討する必

要性があると考えられた。 

 cDNA アレイとそのデータマイニングから

は、癌組織においては RBM5 の発現量が低下

していることが明らかとなった。さらに、

RBM5が p53の転写活性調節因子の一つである

ことが示唆された。今後は RBM5 がどのよう

な転写後調節により、p53 の発現量、転写活

性を調節しているのか、その分子機序を解明

していきたい。 
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