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研究成果の概要（和文）： c-myc遺伝子の転写抑制因子であるFIR（FBP Interacting Repressor）をHeLa細胞に発現誘
導したところ、アポトーシスが誘導された。さらにヒト大腸癌組織ではN末端（exon2）が欠損したFIRスプライシング
バリアント(FIRΔexon2)が発現しておりc-mycの発現増大とアポトーシス誘導阻害が起こっている。本研究の意義は、F
IR発現ベクターとして用いた癌遺伝子治療の開発を目指し、同時に担癌患者の末梢血中FIRΔexon2のタンパク質、mRNA
レベルの検出を試みた。本研究により得られた成果をもとに、実用化へ向けて臨床試験に繋げたい。

研究成果の概要（英文）： Recently, an interaction between FBP-interacting repressor, FIR, and TFIIH/p89/XP
B helicase was found to repress c-myc transcription and so might be important for sippressing tumor format
ion. Further, enforced expression of FIR induced apoptosis. Deletion of FIR's amino terminal repression do
main rescued the
cells from apoptosis, as did co-expression of c-Myc with FIR. Thus repression of c-myc mediates FIR-driven
 apoptosis. A splicing variant of FIR unable to repress c-myc nor driving apoptosis was frequently discove
red in human primary colorectal cancers, but not in the adjacent normal tissues. In this study, adeno- or 
Sendai virus FIR expression vector was examined its anti-tumor efficacy. Additionally, FIR splicing varian
t was detected at their protein or mRNA level in the peripheral blood of colorectal cancer patients.
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１．研究開始当初の背景 
我々は、癌組織では c-myc遺伝子の転写抑

制因子 FIR(FBP interacting repressor)の転

写抑制部位が欠損した複数のスプライシン

グ変異体（FIRΔs）が高発現し、そのために

癌では正常型 FIR の機能が阻害され、その結

果 TFIIH/p89/ERCC3/XPB の DNA ヘリカーゼ機

能を抑制できずに c-myc遺伝子の持続的な賦

活 化 が 惹 起 さ れ る こ と を 研 究 し た

(Matsushita K et al. Cancer Res 2006)。

癌組織で高発現が確認されている蛋白質や

ペプチドを高感度に血液中に検出すること

ができれば、従来のバイオマーカーよりも感

度・特異度ともに優れた癌早期診断法を開発

することを目指した。そのための方法論（質

量分析装置や血清の前処理技術）も整備・確

立されている。 

２．研究の目的 
癌組織中に高発現している FIR や FIRΔs、

（FIR のスプライシング変異体）およびこれ

らに結合する蛋白質複合体等の超微量核蛋

白質を血液中に検出して、新規の腫瘍マーカ

ー候補を同定することを目的とした。さらに、

FIR によるアポトーシス誘導は「がんにおけ

る c-myc遺伝子依存 (oncogene addiction)」

を遮断することがその主な原因と考えられ

ることから、FIR によるアポトーシス誘導を

利用した、FIR 遺伝子導入による癌治療の可

能性についても検討した。 

３．研究の方法 
(1)癌においてスプライシング変異により転

写されたイントロンの検出。大腸癌において

は、各種のスプライシング因子の発現が増大

（あるいは減少）している。そこで、癌化に

重要な癌遺伝子のスプライシングも変化し

ているのではないか、と考え、その発現を調

べた。その結果、c-myc 遺伝子のイントロン

が転写されていた。すなわち、これら特定の

遺伝子のイントロンの転写産物がペプチド

に翻訳されて安定に発現していること、およ

び血中に検出することできれば、従来よりも

感度、特異度の優れた新しい腫瘍マーカー候

補となる。我々は癌組織においてイントロン

が特異的に転写、翻訳される遺伝子を中心に、

「イントロンの転写産物がペプチドに翻訳

されて安定に発現していること、および血中

に検出すること」を検討した。 

(2).FIRおよびFIRΔexon2に結合する化合物

を「NPDepoArray」を用いて 23,275 種類の化

合物バンクの中からスクリーニングした（理

化学研究所基幹研究所 長田裕之研究室と

の共同研究、未発表データ）。その結果、FIR

のみに特異的に結合する化合物９種類、FIR

Δexon2 に結合する化合物 4 種類をすでに同

定している（うち FIR と FIRΔexon2 の両方

に結合する化合物 1 種類）。これら化合物の

細胞に与える影響を調べることにより、抗癌

剤候補の同定が期待できる。同定されたこれ

らの基本的な性質（細胞増殖に与える影響や

毒性、マウスへの副作用など）を検討した。   

(3)．c-myc 転写抑制因子 FIR を各種細胞株

に遺伝子導入し、細胞抑制効果及び細胞死

（アポトーシス）誘導メカニズムの解析をさ

らに詳細に行う；さらに FIR は U2 snRNP 複

合体の主な構成因子である SF3b(SAP)155 と

結合する。FIR pre-mRNA のスプライシング

には FIR-SAP155 複合体が必要であることか

ら（FIR による auto-splicing の可能性）、

大腸癌では、「FIR-SAP155-c-myc」のフィー

ドバックサーキットが存在することを見出

した。すなわち SAP155 には遺伝子の選択性

があり、細胞周期の G1-S 期を cdk2/cyclinE

の発現を抑制することにより抑制する、

p27Kip1 をスプライシングし短縮型の p27*

の発現を増大させる。このような新規の細胞

死誘導のメカニズムをさらに解析していき

たい。本邦の課題である創薬研究開発型のテ

ーマであり、国際特許の取得も順調に進捗し

ており、今後の展開が期待できる。 

(4) FIRあるいはFIRΔexon2の個体に対する

与える影響を調べる（コンディショナルFIR

ノックアウトマウス、FIRΔexon2トランスジ

ェニックマウスの作成）（松下）；c-Myc蛋

白は癌遺伝子c-mycによりコードされ、細胞

増殖と細胞死の両者に重要な影響を与える

蛋白質である。即ち癌遺伝子c-mycを抑制す

ることにより癌治療にも応用可能である。そ

こでさらにFIRおよびFIRΔxon2の機能を調

べるために、FIRあるいはFIRΔexon2の個体

に対する影響を調べるため遺伝子改変マウ

スを作成する。既にFIRexon2トランスジェ

ニックマウスは作成済である。FIRノックア

ウトマウスは腸管のFIR遺伝子のみをノック

アウトできるコンディショナルFIRノックア

ウトマウスを作製に成功した。 

(5) FIR と FIRΔexon2 蛋白質の X線結晶構造



解析の違いから、FIRexon2蛋白のみの核内

輸送を阻害する低分子物質（ペプチド含む）

をコンピューターシュミレーションにより

設計する(松下);もし FIRΔexon2 が c-myc遺

伝子の発現増大を誘導し、細胞の癌化を導く

なら、細胞質で産生さ FIRΔexon2 の核内輸

送のみを選択的に阻害する物質は抗癌剤の

候補である。そのために FIR あるいは FIRΔ

exon2 の可溶化蛋白質を大量精製し X 線結晶

解析により、転写抑制部位であるそれぞれの

蛋白質のアミノ末端の構造を決定する。 

４．研究成果 

(1)FIR遺伝子を用いた癌治療への応用；癌移

植動物モデルを用いてFIRアデノウイルスお

よびセンダイウイルスベクター（DNAVEC社、

つくば市）による癌抑制効果の検討を行った。

いずれのベクターを用いても、FIR発現ベク

ターでは癌細胞のマウス移植モデルにおい

て著明な細胞増殖抑制効果を認めた。さらに

センダイウイルスベクターは国産の特許を

有するため将来の臨床応用を考慮した時に

有利である。さらにマウスを用いた動物実験

では、種々の癌細胞に対してFIRセンダイウ

イルスベクターが移植癌細胞の増殖を有意

に抑制することがわかっている。同時に、各

種抗癌剤との併用実験も行い、FIRセンダイ

ウイルスベクターとの相乗効果、相加効果な

どを確認している。 

 

(2)FIR遺伝子を用いた癌診断への応用；FIR

およびFIRバリアントに対する自己抗体の検

出とそれぞれのmRNAの癌患者末梢血中の検

出：FIR自己抗体検出のためのELISAキットの

作製を行った。抗FIRマウスモノクローナル

抗体を産生するメラノーマ細胞を用いたマ

ウスハイブリドーマ細胞は既に樹立済みで

ある。この抗FIR抗体を用いて、末梢血中の

抗FIR抗体を検出するためのELISAキット作

製し、癌患者の血清中に抗FIR抗体免疫複合

体あるいはFIR断片ペプチドが検出されか検

討中である。FIRおよびFIRバリアントに対す

るそれぞれのmRNAが大腸癌患者末梢血中に

存在するかどうかを調べたところ、大腸癌患

者では健常人コントロールに比較して有意

にmRNAが増大していた。 

 

(3) FIR遺伝子のスプライシングの解析によ

りFIRΔexon2 mRNAの核外輸送のみを選択的

に阻害する。FIRΔexon2蛋白の核内輸送を選

択的に阻害することと同様に、FIRΔexon2 

mRNAの核外輸送のみを選択的に阻害する低

分子物質も抗癌剤の候補である。本研究では

その物質を見出す手始めとしてFIR遺伝子の

スプライシングに関与するスプライシング

ファクターの同定を試みる。我々はすでに癌

と非癌組織から抽出された蛋白質のプロテ

オミクスにより、癌特異的に発現変化が見ら

れるスプライシングファクターを多種類同

定した。 
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