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研究成果の概要（和文）：RNA結合蛋白、spliceosomeの一因子CIRPに結合するHepG2 transcriptome中のmRNAsを同定す
るために、crosslinking and immunoprecipitation(CLIP)を使った。DNA damage後、BRCA1の相同組み換えによるDNA修
復に関与する遺伝子のmRNAsにCIRPは結合した。核内のBRCA1-CIRP 複合体はmRNAsのprocessingとsplicingを効果的に
行ない、mature transcriptsの発現を亢進して、DNA damage抵抗性を発揮する。

研究成果の概要（英文）：CIRP is one of RNA binding proteins, and induced by stress responces, which 
include moderate cold stress, ultraviolet, and hypoxia. CIRP functions as oncogene, because CIRP induces 
mouse primary cell immortalization and transformation. To identify CIRP protein-bound mRNA transcripts in 
whole transcriptome of human hepatoblastoma cell line HepG2, we apply crosslinking and 
immunoprecipitation(CLIP). CIRP binds mRNA transcripts of Mre11, Rad50, Rad52, NBS, and ATM, that are 
involved in DNA repair by BRCA1-associated homologous recombination after DNA damage. However, CIRP does 
not complex with transcripts of Ku80, XRCC4-like, and DNA-PK, that are involved in DNA repair by 
non-homologous end joining (NHEJ). Spliceosome contains CIRP. CIRP binds phospho-BRCA1 in the nucleus. 
phospho-BRCA1-CIRP complex undergoes efficient mRNA processing and splicing, and enhances expression of 
mature transcripts, facilitating resistance against DNA damage.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： RNA結合蛋白　肝癌　mRNA processing　mRNA splicing　CLIP　spliceosome　BRCA1　homologous recom
bination

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1)タンパク質をコードしない RNA(ncRNA)は進化上高

度に保存され生物の複雑さを生み出す非常に重要な基

盤である。～２０塩基長の miRNA は mRNA の 3’-非翻

訳領域と相互作用して発現を抑制し、タンパク質をコー

ドする遺伝子の約 50%をターゲットとする。全体的な

miRNA の downregulation は癌の特徴であり、また、特

異的な腫瘍の型によってはある miRNA が特異的に異常

制御される。(Reuven-Agami,Nat-Rev-Cancer,2011) 
2)RNA 代謝のもうひとつの重要な player は RNA 結合タ

ンパク(RBP)である。RBP は miRNA の機能を決定する

因子である。miRNA の生合成、局在、分解、活性を調節

する。RBP の発現や活性の異常制御は癌で見られる。い

くつかの生理的条件下や外的刺激下において特異的な

miRNA と RBP との相互作用が見られる。この調節機構

は miRNA と RBP が共通のターゲット RNA に結合する

という活性に依存しており、空間的、時間的にコントロ

ー ル さ れ て い る 。 癌 の 発 生 や 進 展 に

miRNA-RBP-interplay が関与していると考えられる。

(Mircea Ivan,Frontiers-in-Mol-Neurosci,2011) 
3)Moderate-cold-shock や UV、hypoxia で発現が誘導さ

れる RBP、CIRP と RBM3 はマウスの primary cell の不

死化と transformation を誘導し癌遺伝子として機能する。

ヒト癌でCIRPとRBM3は発現が亢進する。CIRP、RBM3
は N 端の RNA-binding-domain(RMM-motif)と C 端の

glycine-rich-domain(RGG-motif)の２つの domain よりな

る。 
(ME-LLeonart,Biochim-Biophys-Acta,2011) 
よって以下の着想をえた。 
CIRP と RBM3 の RNA 結合部位の塩基配列を網羅的に

Hepatoma-cell-line(HepG2)の transcriptome の中から探

索する。ヒト miRNA の data base と上記の塩基配列を

比較して、CIRP、RBM3 が結合する 3’-非翻訳領域の近

傍にある miRNA を選択する。その中から CIRPsiRNA、
RBM3siRNA で CIRP、RBM3 をノックダウンした場合

とそうでない場合の small RNA の転写レベルを next 
generation paired-end mRNA sequencingでモニターし、

miRNA の転写発現レベルが変化しているものをシーク

エ ン ス デ ー タ よ り 推 測 す る 。 こ の 結 果 よ り

miRNA-RBP-interplay による RNA 発現の調節機構と肝

細胞癌化の関係を調べる。 
２．研究の目的 
1)癌遺伝子である RBP、CIRP と RBM3 が RNA 結合能

を発揮してmiRNA-RBP-interplayを介して肝細胞の癌化

を誘導していることを明らかにする。2)非常に多くの

CIRP、RBM3 結合部位が 3’-非翻訳領域、5’-非翻訳領域、

CDS、intron に見られることが予想される。そのうちの

ごく一部が miRNA-RBP-interplay での RNA-regulation
に関与していることを明らかにする。非常に特殊な条件

でのみ、ある遺伝子は miRNA による調節をうけている

ということを明らかにする。 
3)RBP の機能はほどんどわかっていない。RBP と

miRNA との相互作用を transcriptome-wide で網羅的に

探索することは RBP が miRNA の processing などに関

与していることを明らかにでき、さらに、細胞癌化への

関与も解析できる。 
4)特異的 miRNA のターゲットの可能性のある遺伝子の

うち、一部が miRNA での調節をうけている。 
5)miRNA 量は不変なのに、特殊な状態ではある遺伝子の

発現は miRNA に排他的に調節されていることがある。 

6)RBPs の結合部位を癌細胞の transcriptome から

comprehensive に 同 定 す る 場 合 、 以 前 は

RIP-chip(RBP-immunoprecipitation-and-microarray-anal

ysis)を用いた実験が多かったが、本実験には PAR-CLIP

という方法を用いた。RIP-chip は indirect な結合や溶解

条件によって artifactual な結合がみられたりして

false-positive な結果が多かった。これに対して、

photoactivatable-ribonucleoside-enhanced-crosslinking-

and-immunoprecipitation(PAR-CLIP) は

photoactivable-nucleosideをRNAに低レベルのUVを短

時間浴びせることで取り込ませ有効な crosslinking が得

られる。また crosslinked-nucleoside が結合部位のシー

クエンスの signature になるので結合部位のシークエン

スが nucleotide-resolution で決定可能である。癌細胞の

transcriptome 中に網羅的に 10,000 以上は detect される

RBPs結合部位であるのでできる限り false-positiveが少

ないほうがよいので、本研究では PAR-CLIP を用いるこ

ととした。 

7)癌における miRNA-biogenesis、localization と RBPs

との関係はいままでもいろいろと研究されている。癌に

おける miRNA の global-downregulation は miRNA の

biogenesisに関与しているRBPsが copy-numberの異常

や mutation で量が少なくなるということが起きる。癌に

おいて特異的な miRNAs が downregulate されるのも、

いくつかの RBPｓが原因である。本研究では miRNAs

の生合成、局在、分解と RBPs との関係から細胞癌化を

見るのではなく miRNA-RBP-interplay in 3’-UTR で

miRNA と RBPs がｺﾝﾋﾞネｰｼｮﾝを組んで遺伝子の発現を

調節することにより細胞癌化を制御しているという仕

組みを明らかにすることをめざしている。 

8)RBPs はヒトゲノム上に数百種類は存在すると考えら

れている。しかし RBPs の機能はほとんどわかっていな

いのが現状である。また RBPs の本来の働きである

RNA-binding-capacity についても RBPs がどういう

RNAs の配列に結合するかがほとんどわかっていない。

PAR-CLIP 法をもちいることでひとつずつではあるが

RBPs の結合配列が明らかになる。ひとつの RBP が非常

に多くの RNA に結合するということが明らかになる。

多くの種類の RNA に結合する、さらにひとつの同じ

RNA でも多くの場所に結合する、ということが明らかに

なる。 

9)ひとつの miRNA の近傍にも多数の RBP 結合部位が存

在する。miRNA の発現量はもともとの遺伝子の発現量に

相関している。すなわち、ubiquitous に発現している

housekeeping遺伝子の intronsに存在するmiRNA-seeds

はやはり ubiquitous に発現していることになる。ある定

常状態にある細胞ではある miRNA の量はいつも

abundant である可能性はあることになる。この細胞がな



んらかのストレスをうけた場合（stress-response、

hypoxia、oncogenic-signaling、apoptosis、proliferation、

cell-cycle-control）miRNA の量は変化しないので、そこ

にストレスで誘導された RBPs が miRNA-seeds に近い

場所に結合して miRNA の結合を追い出したり、あるい

は translation-repression やｍRNA-degradation に向かわ

ないようにする機序が働くと考えられる。 

10)miRNA の配列はある遺伝子の 3’-UTR に非常に特異

的であるのに、その miRNA の量がある程度あってもそ

の遺伝子の translation-repression やｍRNA-degradation

が抑制されているようなことがある。これも、プラスの

因子として、RBPs というタンパク質が細胞内で作られ

るか、局在を細胞質に移し、miRNA 結合部位の近くに結

合したら、その抑制が解けるということがありうる。 

このように２重に miRNA の機能が調節されているとい

うことはこの RNA による遺伝子発現の制御が fine-tune

されているということである。4)CIRP や RBM3 に HuR

のような mRNA-stabilization 活性があるかどうかも同じ

実験に RNA-sequencing や pulsed-SILAC-proteomics を

組み合わせて解析することができる。さらに、mRNA の

シクエンスデータより alternative-exon-inclusion を算定

すると、mRNA-processing への関与もわかる。 

３．研究の方法 

(1)RNA-binding-protein(RBP) 、 CIRP と RBM3 の

transcriptome 内での RNA 結合部位の同定。（担当：東辻）

CIRP、RBM3 ともに肝癌細胞株、および、ヒト肝癌組織

において mRNA レベル、protein-level の両者で発現が亢

進していることを RT-PCR 定量、ウエスタンブロットに

て確認した。HepG2 を 4SU か 6SG でラベルする。UV

で crosslink して NP-40 で細胞溶解液を得る。

proteinG-magnetic-beads にカップリングした抗 CIRP

抗体、あるいは抗 RBM3 抗体で immunoprecipitate を行

う。beads を CIP 処理し、RI でラベルする。crosslink

された RNA-protein-complex を NuPAGE gel で分画にわ

け、15-20kDa の CIRP や RBM3 に相当するバンドを切

り出す。RNA を電気泳動的に elute し、さらに

proteinaseK 処理、phenol-chloroform 処理をする。

Small-RNA の プ ロ ト コ ー ル に の っ と っ て

small-RNA-sequencing を行う。おのおのの抗体に対し

て３回の実験を行い、CIRP あるいは RBM3 の結合部位

を computer 解析した。それぞれの実験で得られた RBP

結合部位のデータはRefSeq-annotationによって5’-UTR、

CDS、3’-UTR、introns に clusters を形成している。 

(2)3’-UTR は遺伝子発現の posttranscriptinal-regulation

のハブの役目を負っていると考えられるので、HEH293

の Argonaute タンパクの PAR-CLIP の data と 3’-UTR 付

近の CIRP、RBM3 結合部位を computer で比較した。（担

当：東辻）Ago タンパクは主に 3’-UTR の境界線付近に

結合することがしられている。CIRP や RBM3 の 3’-UTR

への結合は全体的に uniformly かもしれない、あるいは

stop-codon から polyadenylation-signal にかけて傾斜が

あるかもしれない。Ago タンパクの結合部位と共通かも

しれないし、全く Ago タンパクの結合部位を避けて結合

しているかもしれない。 

(3)3’-UTRでのCIRPやRBM3の anchor部位の近くにあ

る 保 存 さ れ た miRNA-target-sites(miRNA-seeds) を

PicTar あるいは TargetScanS によって、予測した。(担

当：東辻）このコンピューター解析により miRNA-seeds

と直接 overlap する CIRP や RBM3 の anchor 部位がい

くつか同定される。その数はかなりの数におよぶ可能性

はある。miRNA-seeds は CIRP や RBM3 の anchor 部位

と overlap している可能性もあるし、あるいは、

miRNA-seeds の近傍に位置している可能性もある。後者

の 例 と し て 、 HuR-binding-sites で あ る

AU-rich-sequence-context は miRNA-seeds からやはり

20-nt ほど離れていると報告されている。 

(4)CIRP や RBM3 の結合の preference を調べるために、

41-nt の中央付近の 7-nt の出現頻度を PAR-CLIP 法で解

析 し た 。 こ の 結 果 は

in-vitro-protein-binding-microarray-assay で解析された

in-vitro-CIRP-binding-sites、in-vitro-RBM3-binding-motifs

と一致するかどうかを検討した。（担当：東辻）(Nikolaus 

Rajewsky,et al.,Mol Cell.,2011) 

(5)RNA の secondary-structure は RBPs の結合の特異性

に相関している。CIRP や RBM3 の 3’-UTR 付近の結合

配列が hairpin-loop を形成するかどうかを computer で

fold させて、Base-pairing-probabilities を平均化して、

CIRP や RBM3 の anchor 部 位 の 近 傍 の

pairing-probabilities が大きいのか、小さいのかを計算す

る。Hairpin-loop が形成されるかどうかも予測する。(担

当：東辻）(Jack D.Keene,et al.,Mol Cell.,2011) 

(5)CIRP や RBM3 が HuR と 同 じ よ う に

mRNA-stabilization-effect を 3’-UTR の ARE-sequence

に結合するような機序を介していくつかの mRNA を安



定化しているかどうかを解析する。（担当：東辻）HepG2

においてCIRPあるいはRBM3のRNA-interferenceを用

いて CIRP や RBM3 のノックダウンを行う。

Small-RNA-next-generation-paired-end-mRNA-sequenci

ng を行い、遺伝子転写のレベルのモニターを施行する。

Sequencing-data から転写発現レベルの推測を行う。さ

らに、NanoString-nCounter-Assay によって mRNA の発

現レベルを解析する。HuR と同様の mRNA-stability 能を

CIRP や RBM3 が持っているならば PAR-CLIP のターゲ

ットは nontargets に比べてより destabilized しているこ

とになる。最も多い結合部位をもつターゲットはより大

きく downregulate されていることになる。 

(6)CIRPやRBM3のタンパク合成に対する影響を調べる。

（ 担 当 ： 東 辻 ）

pulsedSILAC(pSILAC)-proteomics-measurements とい

う方法で測定する。pSILAC では２４時間の間に新たに

合成されたタンパク質は stable-isotope でラベルされた

ア ミ ノ 酸 を 取 り 込 む 。 Medium-heavy-label し た

CIRP-knockdown あ る い は RBM3-knockdown と

heavy-label したなにもしていない状態との間の

mass-shift を測定することで何千というタンパク質の量

を比較することが可能になる。このうちのいくつか１０

０ ０ 種 類 ぐ ら い の タ ン パ ク 質 の 合 成 量 が

CIRP-knockdown や RBM3-knockdown の 時 に

mRNA-stabilization と同じ傾向にあるのかどうかを調べ

る。Intoronic-targets のタンパク合成は mRNA レベルの

reduction より顕著かどうかも判定する。 

(7)CIRPやRBM3は 3’-UTRだけではなく introns にも好

んで結合している可能性がある。我々の得たｍ

RNA-sequencing-data を CIRP や RBM3 に依存した

alternative-splicing をもつ遺伝子についてスクリーニン

グ す る 。（ 担 当 ： 東 辻 ） CIRP-knockdown や

RBM3-knockdownによるalternative-exon-inclusionの変

化を計算して、flanking-premRNA や exon 自身から 1-kb

以内にあるCIRPやRBM3の結合部位に関連したいくつ

かの reduced あるいは increased-exons を同定する。こ

のなかにPCR-assayで十分なalternative-splicingを示す

遺伝子が存在する。このなかで代表的な CIRP あるいは

RBM3 依存性の alternative-splicing を示す遺伝子につい

て具体的に PCR を用いて定量化する。 

(8)RBPs、CIRP や RBM3 がその miRNA-processing に

関与している miRNA を同定する。（担当：東辻） 

HepG2 で mock-transfected と CIRP-knockdown あるい

は RBM3-knockdown さ れ た も の の そ れ ぞ れ の

small-RNA-sequencing を行う。knockdown で最も強く

変動する miRNA を選択する。その変化が knockdown の

程度に比例して変動していることを確認する。その同定

された miRNA がどういう遺伝子の intron に存在するか

を miRNA-data-base で調べる。CIRP-knockdown や

RBM3-knockdownに逆相関する形でmiRNAが induction

を受けている。 

(9)miRNA-CIRP-interplay あ る い は

miRNA-RBM3-interplayによって影響を受けるmiRNAを

PAR-CLIP のシークエンスデータと miRNA-seeds のシ

ークエンスデータを比較することで見つけ出す。（担

当：東辻）HepG2 で上記の miRNA を siRNA-oligos で

knockdown した場合、HepG2 の phenotype がどのよう

に変わるか。1)細胞増殖アッセイ、2)ソフトアガーアッ

セイ（コロニーフォーメーションアッセイ、コロニーフ

ォーカスアッセイ）、3)アポトーシスアッセイ、4)マイグ

レーションアッセイ、5)インベイジョンアッセイ。 

(10)RBPｓが knockdownした場合、HepG2の phenotype

はどのように変化するか。（担当：東辻）1)細胞増殖アッ

セイ、2)ソフトアガーアッセイ（コロニーフォーメーシ

ョンアッセイ、コロニーフォーカスアッセイ）、3)アポト

ーシスアッセイ、4)マイグレーションアッセイ、5)イン

ベイジョンアッセイ。 

 
４．研究成果 
(1)CIRP は種々のヒト肝癌細胞株およびヒト肝癌サンプ

ルで mRNA レベル、あるいは蛋白レベルで過剰発現し

ている。  
(2)CIRP は spliceosome の構成因子のひとつである。 
(3)PAR-CLIP 法を用いて、ヒト肝癌細胞株である HepG2 
transcriptome中でCIRP蛋白と結合する transcriptsを同

定した。 
(4)DNA damage response において、 homologous 
recombination(HR)を介して、BRCA1 蛋白と一緒に DNA 
repair を行なうタンパクである Mre11, NBS, ATM, 
Rad50, Rad52 の mRNA transcripts が CIRP protein と結

合することがわかった。 
(5)DNA damage response において、non-homologous 
end joining(NHEJ)を介して、DNA repair を行なうタンパ

ク群、DNA-PK, XRCC4-like, Ku80 の mRNA transcripts
は CIRP protein とは結合しなかった。 
(6)32℃という Mild cold stress において、CIRP は RNA
レベルで発現が亢進する。ヒト肝癌細胞株 HepG2 は



37℃ に 比 べ て 、 32℃ の ほ う が DNA damaging 
agents(cisplatin, etoposide, mitomycinC, adriamycin)付
加後の clonogenic cell survival assay において、生細胞

の割合が多い。 
(7)CIRP を過剰発現したヒト肝癌細胞クローンのほうが

DNA damage 後の clonogenic cell survival assay におい

て、抵抗性が亢進している。 
(8)CIRP shRNA を発現させ、CIRP 発現を抑制したヒト

肝癌細胞株クローンは DNA damage に対する感受性が

亢進している。 
(9)上記の細胞クローンに CIRP shRNA-resistant cDNA
を発現させると、DNA damage に対する感受性が低下す

る。 
(10)32℃ に お い て 、 CIRP タ ン パ ク は

phospho-BRCA1(Ser1524)と細胞核内で複合体を形成

する。 
(11)上記の共局在は DNA damage response で見られる

BRCA1 focus formationやRad50 focus formationとは共

局在していない。それ以外の核内の部位に共局在してい

る。 
(12)(4) で 同 定 さ れた mRNA transcripts の mRNA 
processing と splicing は 32℃や CIRP 過剰発現時におい

ては、効果的に施行され、mature transcripts が発現亢進

し、タンパクレベルでもその発現は増加する。 
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