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研究成果の概要（和文）：　癌では核内遺伝子のmRNAの転写ともにリボソームRNA（rRNA）の発現も亢進してい
る。癌におけるmRNAとrRNAの発現亢進メカニズムに共通する経路を調べた。FIR(Far-upstream element-binding
 protein-interacting repressor)（別名PUF60）と相互作用するタンパク質群にrRNA,スプライシング因子
（hnRNPs), mRNA結合タンパク質が多いことを報告してきた。FIRとそのスプライシングバリアントFIRΔexon2
（癌で高発現している）がmRNAとrRNAを同時に発現調節していることを明らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：In cancer, both the transcription of nuclear gene mRNA and the expression of
 ribosomal RNA (rRNA) are increased. The purpose of this study was to investigate the common pathway
 underlying the mechanism of increased expression of mRNA and rRNA in cancer. The idea of the 
research is that there are many rRNA, splicing factors (hnRNPs), and mRNA-binding proteins in the 
group of proteins that interact with the protein FIR (Far-upstream element-binding 
protein-interacting repressor) (also known as PUF60) involved in transcription and splicing. This is
 what I have learned from what I have reported over many years of research. We aimed to clarify that
 FIR and its splicing variant FIRΔexon2 (highly expressed in cancer) simultaneously regulate the 
expression of mRNA and rRNA.

研究分野：臨床検査医学、ゲノム医療、遺伝医療、がんの分子生物学

キーワード： がん　mRNA　rRNA　発現亢進　バイオマーカー　質量分析　NGS

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の目的であるがん細胞におけるmRNAとrRNAの亢進機序の解明、特に共通経路の存在について研究はほと
んど行われていない。そのため、本研究は学術的独自性と創造性が極めて高いと考えている。疾患における診断
や治療標的となるバイオマーカー探索は世界中で競争が激しい。一方、リボソームタンパク質に注目したバイオ
マーカーはほとんど報告されていない。その理由は質量分析による詳細な検討が最近まで行われてこなかったこ
とが一因である。さらには、臨床検体を用いたリボソームタンパク質などのRNAの転写後調節に関わるタンパク
質は数百におよび解析が困難である。本研究の視点により、新しい学術領域が広がると考えられる。

※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。
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様 式 C―１９、F―１９－１、Z―１９（共通） 

 

１． 研究開始当初の背景 

(1) mRNA とリボソーム RNA (rRNA) の転写、リボソームタンパク質 (RP) 合成、ｍRNA の発現

調節、およびリボソーム生合成 (RiBi) の制御は、細胞の生存に必須である [1]。しかしなが

ら、がんや細胞の分化、特に神経発達における rRNA やｍRNA の発現調節がどのようにリンクし

て行われているかは多くが不明である。ヒトでは、RNA の合成には 3 つの RNAP が関与する。

すなわち rRNA は RNAPI、mRNA は RNAPII、tRNA は RNAPIII である。従って、これらの

RNAPI/II/III の調節メカニズムを調べれることにより、rRNA と mRNA の発現調節のヒントにな

ると考えた。TFIIH のプレックストリン相同性 (P62 PH) サブユニットは、RNAPI、RNAPII、お

よび RNAPIII の共通アミノ末端テール (NTT) である RPB6 と相互作用することが知られてい

る[2、3]。 したがって RBP6 は mRNA と rRNA の転写を統合するために共通な重要分子である。 

本研究では、がんにおける mRNA および rRNA 転写における RNAPI と RNAPII の共役機構が未解明

であることから、その一端を解明することを目的とした。正常状態では、核小体の RNAPI は 

rRNA 遺伝子の転写を直接活性化する。しかし RNAPII は非定型的な条件下で rRNA および mRNA 

の転写に関与すると考えられる [4]。リボソームは、タンパク質と RNA の複合体を形成する大

小のサブユニット (60S および 40S) で構成されている [5]。 40S リボソームの小さいサブユ

ニットには 1 つの rRNA (18S) と 33 の RP が含まれるが、大きい 60S サブユニットには 3 

つの rRNA (28S、5.8S、および 5S) と 47 の RP が含まれている [6]。 アクロセントリック

染色体の短腕 (13、14、15、21、および 22) には、タンデムリピートクラスターとして配置さ

れた 47S rDNA が含まれている[7]。 ヒトの疾患では、これらのアクロセントリック染色体間

の融合により、47S rDNA を含む短腕が失われるロバートソン転座 (RT) が引き起こされる [7]。 

RT では、不十分な rRNA 合成と RiBi の障害により「ribosomopathy」が誘発され、多くの場合

悪性腫瘍を伴う [7、8]。 

(2) ヒト c-myc 遺伝子のプロモーター上に存在する the far upstream element (FUSE) に、一

本鎖 (single-strand) 核酸 (DNA/RNA) である FUSE 結合タンパク質 (FUBP) 1 が結合する。 

FUBP1 は、c-myc の転写を活性化する [9]。 酵母 Two-hubrid 法により、FUBP1 は、FUBP1 

interacting repressor (FIR) と呼ばれる転写阻害活性を持つタンパク質に結合することが示

された [10]。 FIR は、7 つのサブユニットコアからなる転写因子 (TF) IIH の P89 サブユニ

ット（DNA ヘリカーゼ）を抑制する [9]。 3 つの TFIIH サブユニット P62、P89 およびサイク

リン H は FIR と共免疫沈降した [9]。 FIR は、ポリ (U) 結合スプライシング因子 60 (PUF60) 

のエクソン 5 欠損スプライシング変異体 [11] であり、P89/TFIIH の DNA ヘリカーゼ活性を

抑制することで c-myc 転写を抑制すると考えられる [12]。 特に、FIR のドミナントネガティ

ブなスプライシング形態である FIRΔexon2 は、正常細胞ではほとんど発現されないが、c-myc
活性化を伴う癌では高発現している[13-15]。 FIR ファミリーは、いくつかのスプライシング 

バリアント型 (FIR、PUF60、および FIRΔexon2 など) で構成され、3 つの RNA 認識モチーフ 

(RRM)、RRM1、RRM2、および RRM3 (U2AF 相同モチーフ、UHM) を含む [12、16]。 rRNA 合成が

不十分な難病では、FIR 二量体化に必要な RRM1 および RRM2 部位に生殖細胞系列変異が検出さ

れ、FIR 二量体化が rRNA 合成に必要であることが示唆されている[16]。 PUF60 のエクソン 5 

は、スプライシング補因子相互作用と協働することにより、 PUF60 から FIR への相互選択的

スプライシング スイッチを介した神経新生の制御にとって極めて重要である [17]。 

２．研究の目的 

背景に述べた内容から、PUF60/FIR は分化細胞においてはスプライシング異常によりがん化を、

生殖細胞系列遺伝子のバリアント（RRM に多い）では神経発達遅延を惹起する。本研究は、

PUF60/FIR が rRNA やｍRNA の発現調節にどのように関与するのかを調べることを目的とした。

FIR スプライシング フォームが、がんにおける mRNA および rRNA 転写を潜在的に共活性化す

るかどうかを検討した世界的にもユニークなものである。本研究は、FIR-TFIIH/P62 相互作用の

観点から、癌における rRNA と mRNA の転写間の共役の重要性を実証しることを目指した。FIR お

よび FIRΔexon2 が共通の転写経路を通じていくつかの核遺伝子 mRNA および核小体 rRNA の 

転写に関与していることを解明することを目的とした。本研究は、癌および難治性疾患における
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共通かつ新規の核小体 rRNA および mRNA 転写経路が FIR/FIRΔ エクソン 2 によって制御されて

いる可能性を提案している点で、世界的にも極めてユニークである。 

３． 研究の方法 

がんにおける mRNA とリボソーム RNA (rRNA) 転写の相互作用は不明の点が多い。 RNAP I 

と II は共通の N 末端テール (NTT) を持ち、転写因子 TFIIH の P62 と相互作用する RNA ポ

リメラーゼサブユニット RPB6 は、mRNA と rRNA 転写間のリンクの共通ターゲットでと考えら

れる。 FUBP1 相互作用リプレッサー (FIR) の影響を受ける mRNA と rRNA は、RNA シーケン

シングと qRT-PCR 分析によって評価する。c-myc 転写抑制因子である FIR とそのスプライシ

ング変異体 FIRΔexon2 が P62 と相互作用することを検討する。タンパク質相互作用は、等温

滴定熱量測定によって調べる。 FIR には P62 と相互作用する RPB6 と相同な高度に保存された

領域が含まれていた。 FIRΔexon2 は、P62 結合および mRNA と rRNA の共活性化する転写に

関して FIR と競合すると考えられる。 FIRΔexon2 と相互作用する低分子量化学物質 BK697 

は、rRNA 抑制により腫瘍細胞の増殖を阻害しました。本研究では、FIRΔexon2 による TFIIH/P62 

を介した癌関連 mRNA および rRNA 転写の新規共活性化経路を提案する。 P62-RBP6 相互作用

に影響を与える FIR と FIRΔexon2 の立体構造の違いを示すには、さらなる研究で X 線結晶

構造解析による直接的な証拠が必要である。 

４． 研究成果 

本研究は、FIR とそのスプライシングバリアントである FIRΔexon2 の新機能として mRNA 

と rRNA の共活性化機構の可能性を実証した。 FIR は TFIIH の P89 および P62 で免疫沈降

するため [7]、FIR は TFIIH を介して RNAPII 媒介転写に影響を与える可能性がある。 RNA 

配列分析によって明らかになったように、FIR は、FIR mRNA 転写を含むさまざまな RNAPII で

転写される癌関連遺伝子の mRNA 発現に影響を与えた。リボソーム発現の乱れを示す CHARGE 症

候群および Verheij 症候群では、FIR の二量体化に不可欠な RRM1 および RRM2 に FIR の生殖系列

変異体が報告されている。さらに多数の rRNA プロセシングタンパク質は、FIR および 

FIRΔexon2 の発現変化によって大幅に変化した。本研究の結果から、FIRおよびFIRΔexon2は、

RT-PCR によって決定された HCT116 細胞における RPL19、RPL23A、RPL30、RPL36、RPL37、RPL37A、

RPL38、RPS6、RPS10、RPS14、RPS15A、RPS16、RPS19、RPS21、および RPS29 の rRNA 発現に影響

を与えた。 FIR および FIRΔexon2 は、さまざまな癌関連 mRNA の転写に関与していた。

P89/TFIIH は一般的な TF （転写因子）であるため、FIR および FIRΔexon2 は他の核遺伝子

の転写に影響を与える可能性がある。 FIRΔexon2 mRNA とそのタンパク質の発現は HeLa 細胞

で初めて同定されたため [13]、本研究の RNA シーケンスにより、HeLa 細胞における FIR/PUF60 

自体、FTH1、MT1E、および MTRNR2L2 の発現が FIR および FIRΔexon2 によって大きく影響さ

れることが判明した。FIR と FIRΔexon2 は一緒になって、共通の TF を介して癌関連遺伝子

の mRNA 転写を活性化する可能性が考えられた。 

(1) FIR および FIRΔexon2 は、さまざまな rRNA の転写に影響を与えた。FIR の選択的スプ

ライシング変異体である FIRΔexon2 は、がんの c-myc を活性化する [9]。一方、FIR の生

殖系列変異は、ヒトの疾患において「ribosomapathy」を引き起こす。リボソームを構成するリ

ボソームタンパク質（RP）は、核小体の RNAPI によって rDNA から転写された rRNA から生成さ

れる。 FIR が動的 rRNA 転写に関与する場合、rDNA 上の共通転写因子への FIR の効果的な

アクセスが重要であると考えられた。 FIR と FIRΔexon2 の両方の過剰発現またはノックダ

ウンの影響を受けた rDNA は、染色体 17、12、19、5、2、6、9、および 1 上に位置していた。

これらの結果は、FIR および FIRΔexon2 が、FIR および FIRΔexon2 以外の特定の染色体上

の核小体 rRNA 遺伝子を標的としていることを示唆している。  

(2) FIR および FIRΔexon2 による rRNA 発現の大部分は、c-Myc 活性化とは別の変化であっ

た。c-Myc は、rDNA プロモーターに結合し、RP の刺激を介してタンパク質合成を制御するこ

とにより、RNAPI の活性化を強化する。 RP は小型リボソーム サブユニット (RPS) と大型リ

ボソーム サブユニット (RPL) で構成される。 多くの rRNA は、c-Myc に依存しないメカニ

ズムを介して FIR または FIRΔexon2 のノックダウンによって発現が変化した。 これらの結

果は、FIR および FIRΔexon2 が c-Myc 経路以外に少なくとも部分的に rRNA 発現に関与し

ていることが考えられた。 
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(3) FIR および FIRΔexon2 の RRM2 と RRM3/UHM の間のアミノ酸配列は RPB6 と高い相同性

を持っていた。FIR および FIRΔexon2 は c-Myc の活性化とは独立して rRNA および mRNA 

の遺伝子を転写するため、RNAPI/II の共通の転写分子が活性化される必要がある。 

RNAPI/II/II の RPB6 は、TFIIH の P62 サブユニットの PH ドメインと相互作用し [3]、FIR 

には、RRM2 と RRM3/UHM の間に RPB6 と高度に保存された酸性文字列領域 (376-

KKEKEEEELFPESERPEM-394) が含まれていた。 RRM1、RRM2、RRM3/UHM の中心領域の X 線解析

の電子マップへのタンパク質構造の割り当ては、割り当てられた原子幾何学形状を含む電子密

度マップで示された。 RRM1、RRM2、

および RRM3/UHM ドメインは電子

密度マップによく適合した。 した

がって、X 線結晶解析により、これ

ら 3 つのドメインの相対的な位置

が明らかになった。 しかし、一部

の領域の構造はまだ解明されてい

ない FIR はグルタミン酸 (E) に

富む酸性アミノ酸配列において芳

香族 (F) および疎水性 (L) アミ

ノ酸とともに RPB6 と相同な配列

を有していることから、FIR は 

TFIIH の P62 と相互作用する候補

分子である。 

(4)FIR は、TFIIH の P62 と直接

相互作用したが FIRΔexon2 とは相互作用しなかった。TFIIH の P62 ドメインは RNAPI およ

び RNAPII と共通の RPB6 サブユニットを介して RNAPI および RNAPII の両方と相互作用す

る [3]。そのため rRNA 転写は FIR-P62 相互作用によって干渉される可能性がある。 

FIRΔexon2 (exon2 を欠いた FIR のスプライシング バリアント型) は、FIR のドミナントネ

ガティブ型として多くの癌細胞で過剰発現している。 本検討では、FIR siRNA による P62 の有

意な抑制が確認されたが、FIRΔexon2 siRNA による抑制は見られなかった。 本検討に用いた

等温滴定熱量測定 (Isothermal titration calorimetry: ITC) 測定は、以前に記載されてい

るように行った [18]。 FIR siRNA による P62 の抑制は、FIR と P62 の間の相互作用を示し

ており、これは ITC 測定では FIR と TFIIH の P62 の滴定曲線によって裏付けられた。しか

し、ITC 測定では P62 は FIRΔexon2 との相互作用が認められなった。これらの結果は、P62 

の安定した発現には FIR が必要であることを示唆している。なお P62 結合部位は RRM2 と 

RRM3/UHM の間に存在した (U2AF 相同モチーフ)。さらに、FIR と P62 の相互作用能力は、

FIR および FIRΔexon2 の相互作用能力と比較して潜在的に異なっていた。 以上から、

FIRΔexon2 ではなく FIR が、分化した細胞における核小体 rRNA の転写により強い影響を与

えることが考えられた。c-Myc は RNAPI による rRNA 遺伝子の転写を刺激するが、FIR また

は FIRΔexon2 による多くの rRNA の変化は c-Myc の活性化とは無関係であった。これらの

ことから、FIR は c-Myc 非依存的に、RNAPI と RNAPII の共通の NTT である RPB6 と相同な

配列を通して、TFIIH の P62 と相互作用する可能性が考えられた。以上より、FIRΔexon2 で

はなく FIR が P62/TFIIH と相互作用し、FIR および FIRΔexon2 を介した mRNA および rRNA 転

写の新規な共活性化経路を示した。 
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