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研究成果の概要（和文）：我々は新たな分子標的薬剤の開発を目指し、網羅的な遺伝子発現解析によって、不死化癌細
胞特異的に高発現していたTRA2Bを標的候補として策定した。本研究ではTRA2Bが癌と関わりの深い遺伝子群について、
発現レベルのみでなくスプライシングパターンについても調節していることが示された。このことから、TRA2Bがこれ
らの遺伝子群を制御することによって、癌細胞の生死に直接的に関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have selected that TRA2B, a splicing factor, was a candidate gene participated 
in cancer-specific immortalization. TRA2B expression levels significantly differed among cancer cells and 
immortalized normal ones. 
In this study, we revealed that cancer-related genes, such as MAD2L1 and tumor suppressor gene LATS2 have 
altered their expression levels in response to TRA2B knockdown. Furthermore, we found that TRA2B might reg
ulate alternative splicing of 19 cancer-related genes. These results suggested that TRA2B was a possible u
pstream regulator of these genes, and may affect cancer cell growth via the regulation of these gene expre
ssions and splicing pattern.
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１．研究開始当初の背景 
癌治療における分子標的薬剤の進歩は目覚
しく、現在も新たな標的の探索や薬剤開発が
盛んに進められている。しかし、慢性骨髄性
白血病に対するイマチニブや肺癌における
ALK 阻害剤などは非常に稀な成功例に過ぎな
い。これまで、増殖や転移、浸潤など癌の悪
性形質にかかわる既知パスウェイの因子を
標的とした創薬ストラテジーによって、新規
の創薬標的探索が主に行われてきたが、この
従来の方法では有効な標的を抽出するに至
っていないのが現状である。真に有用なター
ゲット因子を策定するためには、既知情報に
頼ったスクリーニングではなく、これまでに
類の無い観点から探索する必要があるもの
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
既知パスウェイの構成因子をターゲットと
した標的探索ではなく、癌細胞や癌組織など
多数のサンプルを用いた網羅的遺伝子発現
解析によって、癌特有の悪性形質である不死
化 に 関 与 す る 因 子 と し て 、 TRA2B 
（transformer 2 beta homolog, Drosophila） 
を同定した。この TRA2B に関しては、現在ま
で癌との関連性研究の報告は少なく、癌細胞
内での役割について明確にはなっていない。
そこで、本研究では、TRA2B を分子標的とし
た新規薬剤構築の第一歩として、TRA2B の癌
不死化メカニズムにおける機能似ついて解
析する。また、これまでに報告されている
TRA2B の選択的スプライシング制御機能に着
目し、TRA2B が産生する癌細胞特異的スプラ
イシングバリアントの探索と、その機能解析
を進め、癌不死化との関連について検証する。 
 
３．研究の方法 
（1）培養癌細胞株を用いた TRA2B ノックダ
ウン実験を行い、網羅的遺伝子発現解析とネ
ットワーク解析からTRA2Bによって制御され
ている遺伝子群を抽出する。それらの遺伝子
と TRA2B の制御関係について、定量的遺伝子
発現解析やタンパク質発現解析、プロモータ
ー解析などによって検証し、不死化との関わ
りについて明らかにする。 
（2）エキソンアレイによる全遺伝子のエキ
ソンレベルでの発現解析および高機能シー
クエンサーによる大量並列シークエンスデ
ータを基にした網羅的遺伝子発現解析と塩
基配列解析から、TRA2B によって選択的スプ
ライシングを制御されている遺伝子群を抽
出する。さらに、それらのスプライシングバ
リアントについて、定量的遺伝子発現解析や
タンパク質発現解析、RT-PCR 解析などを用い
て検証し、TRA2B の癌細胞不死化における機
能について明らかにする。 
 
４．研究成果 
TRA2B の新規標的候補としての可能性につい
て検討するため、ノックダウン実験を行った

ところ顕著な増殖抑制効果が得られた（図 1）。 

図 1. 
 
このことから、TRA2B が新規抗癌標的となり
うることが示唆された。また、増殖抑制効果
と、TRA2B のノックダウン効率との間に相関
がみられたことから、TRA2B が癌細胞の生死
を規定する重要な因子であると考えられた
（図 2）。 

 
図 2. 
 
次に、TRA2B と機能的関連のある因子を策定
するため、TRA2B ノックダウン細胞に対し、
マイクロアレイによる遺伝子発現解析を行
った。その結果、様々な遺伝子に発現変化が
認められ、特にスピンドルチェックポイント
の機能因子である MAD2L1 の発現低下や癌抑
制遺伝子LATS2の発現が亢進していることが
明らかとなった。これらに関しては
real-time RT-PCR法とウェスタンブロッティ
ング法により、mRNA レベルだけでなくタンパ
ク質レベルで発現変動していることが示さ
れた。さらに、MAD2L1 ノックダウン実験では、
TRA2B の遺伝子発現に変動が見られないこと、
様々な癌細胞やがん組織におけるTRA2Bの遺
伝子発現と MAD2L1 発現との間に相関関係が
認められることから、TRA2B が MAD2L1 発現を
制御していることが示唆された（図 3）。 
一方、マイクロアレイによる全遺伝子発現デ
ータに対するネットワーク解析においても、
TRA2B ノックダウンによってさまざまな細胞
周期チェックポイントパスウェイが有意に
変動していることが示唆された。 
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図 3. 
 
これらの結果から、TRA2B が MAD2L1 や LATS2
などの様々な遺伝子の発現調節を介し、癌細
胞の不死化に関わるパスウェイ制御を行っ
ていることが示唆されたが、その制御機構に
ついては不明な部分が多く、今後の研究課題
である。そこで、TRA2B が選択的スプライシ
ングを制御する因子であることに着目し、
TRA2B によって産出されるがん特異的なスプ
ライシングバリアントが癌細胞の増殖や細
胞周期制御など、不死化に関わるパスウェイ
因子の発現調節に関与している可能性につ
いて検討することとした。TRA2B をノックダ
ウンした癌細胞から RNA を抽出し、エキソン
アレイおよび高機能シークエンサーを用い
て、TRA2B によってスプライシング制御され
る癌関連遺伝子について、がん特異的なバリ
アントの策定を試みた。エキソンアレイによ
る全遺伝子のエキソンレベルでの発現変動
解析を行ったところ、TRA2B によってスプラ
イシングパターンを制御されている可能性
のある遺伝子が多数検出された（図 4）。 
 

図 4. 
 
一方、ネットワーク解析の結果から、TRA2B
ノックダウンによって影響を受ける細胞周
期制御などのパスウェイを構成する因子の
うち、特に癌との関連が示唆されている遺伝
子についてキャプチャーアレイを作成し、高

機能シークエンサーを用いてがん特異的バ
リアントの策定を行った。その結果、すでに
癌との関連が示されている CD44 を含め、19
の癌関連遺伝子において新規バリアント候
補を検出することができた。現在はこれらの
バリアント候補についてのバリデーション
を進めており、癌細胞の不死化との関連につ
いて、配列解析やクローニングなどのバイオ
インフォマティクスと分子生物学的手法を
用いた機能解析を進める予定である。 
本研究において、TRA2B が分子標的薬剤の新
たなターゲットとなりうることが示された。
TRA2B は、様々なシグナル伝達経路を構成す
る因子を対象とした創薬ストラテジーによ
って選択されていた受容体型チロシンキナ
ーゼなどの標的とは異なり、これまでに類の
ない斬新な標的候補といえる。さらに、TRA2B
が制御する、がん特異的スプライシングバリ
アントは、その具体的な機能などについては
今後の研究課題となるが、癌の不死化に関与
している可能性がある。正常な選択的スプラ
イシング機構の破綻が、癌化もしくは癌の悪
性化と関連があるという報告はこれまでに
もなされているが、本研究成果は 1スプライ
シングファクターによって同様な影響が出
る可能性を示唆しており、今後のがん研究、
特に創薬標的策定研究において、スプライシ
ング制御機構の重要性を示すものと考えら
れる。 
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