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研究成果の概要（和文）：RNA結合蛋白であるTIA1の食道扁平上皮癌促進作用は、セリン・スレオニンに富んだ
天然変性領域を持つアイソフォームTIA1a特異的であった。TIA1a特異的領域周囲の候補リン酸化部位に変異を導
入するとTIA1aの細胞内局在と細胞増殖が変化し、この領域を含むペプチドはTIA1aの細胞質局在を阻害した。
CHK1がキナーゼ候補と考えられた。一方、細胞質でTIA1aと結合するmRNA候補の3’UTR上で、TIA1aが他のRNA結
合蛋白と結合して共同または拮抗的に働くと考えられた。以上から、天然変性領域のリン酸化修飾が分子スイッ
チとなってTIA1aが細胞質に移行し、癌化促進作用を持つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：TIA1a is the isoform of TIA1, one of the RNA-binding protein (RBP), having a
 serine/threonine-rich intrinsically disordered region (IDR) and promoting esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC). Through changing amino acid of candidate phosphorylation sites around the TIA1a 
specific region within IDR, subcellular localization of TIA1a and cell growth were altered in ESCC 
cells. Blocking synthetic peptides inhibited TIA1a cytoplasmic localization. CHK1 was identified as 
candidate kinase contributing to TIA1a cytoplasmic localization. In addition, TIA1a bound 3'UTR of 
candidate TIA1a-binding mRNAs in the cytoplasm with other RBPs and regulated mRNA/protein levels of 
those targets jointly or competitively. These results demonstrated that the phosphorylation of 
specific sites within IDR may work as a molecular switch to promote cytoplasmic localization of 
TIA1a and accelerate its cancer-promoting function through binding and regulating target molecules 
in the cytoplasm of ESCC cells.     

研究分野： ゲノム医科学
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１．研究開始当初の背景 
RNA 結合蛋白（RBP）は、パートナー分子

（mRNA/miRNA/蛋白）と RiboCluster と呼ば
れる集合体を形成し、標的 RNA のスプライシ
ング、細胞内挙動、安定性、翻訳などを制御
して生理的な mRNA の品質管理と転写後制御
ネットワークの中心的役割（ハブ）を担うと
共に、様々な疾患の病態に関与する。424 種
（分類法によっては 1500 種）あるヒト RBP
の多くは様々な癌で発現異常を示し、標的調
節モジュール内の癌関連遺伝子群の発現異
常を介して病態形成に関わるとされる。癌化
パスウェイのハブの制御は、一度に多くの癌
関連遺伝子に影響を及ぼし得ることから、ド
ライバー変異の蓄積により治療抵抗性など
の悪性形質を獲得して進化していく癌に対
抗するためには、RBP は格好の分子標的と言
える。しかし、癌での個々の RBP の機能異常
の分子機序は多くが不明である。 
われわれは、RBP のひとつである TIA1 が、

食道扁平上皮癌（ESCC）の進行に伴い蛋白の
発現量や細胞内局在に変化を生じ癌促進的
に働くことを見出した。TIA1 には exon 5 で
コードされる 11 アミノ酸を含む TIA1a とこ
れを欠く TIA1b の 2種類のアイソフォームが
ある。この短い断片は、機能ドメイン間にあ
るヒンジ領域と呼ばれる機能不明の領域中
に存在するが、ESCC で見られた癌特異的な細
胞質局在と細胞増殖促進作用は、TIA1a にの
み認められた。ヒンジ領域は、セリン・スレ
オニン（Ser/Thr）に富み、「天然変性領域
(intrinsically disordered region、IDR)」
と呼ばれる不安定構造を形成すると予測さ
れ、ESCC において TIA1a はヒンジ領域を含む
IDR の修飾による構造変化がスイッチとなっ
て局在が変化し、癌特異的集合体を形成する
ことで機能モジュール内の癌関連分子群の
転写後調節を起こし癌化を促進すると仮説
を立てるにいたった。 

 
２．研究の目的 
ESCC の病態形成過程において、TIA1a のア

イソフォーム特異的癌促進作用の鍵となる
ヒンジ領域を含むIDRが受ける分子修飾とそ
の修飾因子、その結果起こる TIA1a の細胞内
局在変化の機序、細胞質内で集合体を作るパ
ートナー分子群とその調節標的 mRNA・機能モ
ジュール群、さらに各機能モジュールと表現
型との関連を調べることで、癌化パスウェイ
でのTIA1aに内在する分子スイッチの分子機
構の全容を解明することを目的とする。さら
に、解明された機序の各レベルでの機能阻害
による ESCC 細胞や非癌細胞への影響を比較
検討することで、TIA1a に内在する分子スイ
ッチ制御に着目した新規 ESCC 治療法の開発
に繋げる。 
 

３．研究の方法 
(1)TIA1a アイソフォームの分子スイッチ機
構の解明： TIA1 のヒンジ領域の有無により

ESCC で細胞内局在が変化する機序を解明し、
これを標的とする治療法を検討する。 
①ヒンジ領域周囲のSer/Thrのリン酸化に

よる立体構造変化が調節複合体により認識
され局在の調節を受ける機序の存在が予測
される（図 1）。細胞分画毎のウエスタンと細
胞染色やタイムラプス観察で細胞株の内因
性および強制発現TIA1aの局在を見る系を用
い、キナーゼ阻害剤及び siRNA パネルでのス
クリーニングと各 Ser/Thr のリン酸化・非リ
ン酸化状態を模倣する組換え蛋白発現から、
キナーゼ同定と修飾点確認を行う。 

 ②ヒンジ領域配列を含む合成ペプチドに
よる細胞内局在に働く相互作用因子のブロ
ックやRiboClusterでの相互作用部位を標的
にしたペプチドでの集合体形成のブロック
の作用を検討する。 
 
(2)TIA1a の細胞質での癌促進性転写後調節
作用の分子機序解明： TIA1a の標的 mRNA 群
で構成される機能モジュール群、集合体内の
パートナー分子、および相互作用分子とその
部位の同定によりTIA1aの癌促進作用の分子
機構を解明し、その治療法を検討する。 
 ①TIA1またはTIA1aでのRNA結合蛋白免疫
沈降（RIP）-seq アッセイで TIA1a が結合す
る標的 mRNA や相互作用 miRNA を同定する。
CLIP(crosslinking immunoprecipitation)や
PAR((Photoactivatable-Ribonucleoside- 
Enhanced)-CLIP などのクロスリンクを併用
する方法を用いることで標的 mRNA を網羅的
に同定し、パスウェイ解析により標的遺伝子
群で構成機能モジュール群を決定する。 
 ②TIA1 は、mRNA の 3’UTR 内の A、U に富
むARE配列を認識モチーフとすることが知ら
れているが、申請者らは予備検討でこの配列
が無い 3’UTR 以外の領域にも TIA1 が結合す
ることを見出している。このため、in vitro
結合アッセイで、各標的の部分 RNA 断片への
TIA1a の結合の有無を見ると共に、クロスリ
ンク後 RNaseT で処理して蛋白との結合によ
り消化されない部分を単離し次世代シーケ
ンサーで配列を決定して、新規 TIA1 認識モ
チーフを同定する。 
  
４．研究成果 
(1)TIA1a アイソフォームの分子スイッチ機
構の解明 



 ①細胞質への局在の増加を伴う TIA1 蛋白
発現量の増加は、ESCC 以外に子宮頸癌でも確
認された。 
強制発現させたTIA1aのリン酸化の程度を、

未処理、Doxorubicin 処理、Arsenite 処理の
各群で、細胞質分画と核分画にわけた
Phos-tag SDS-PAGE で検討すると、いずれの
群でも細胞質でよりリン酸化が進んでいた。
TIA1a特異的なIDRを形成する11アミノ酸を
含むヒンジ領域周囲で、リン酸化の部位を複
数の予測プログラムを用いて解析すると、4
部位が候補となった。4 部位の Ser/Thr を全
て Aspartic acid (D)に変えたリン酸化型変
異体ではより細胞質への局在が認められ、細
胞増殖促進作用も野生型（WT）と差がなかっ
た。一方、4部位のSer/Thrを全てAlanine (A)
に変えた非リン酸化型変異体ではより細胞
質への局在が抑制され、細胞増殖作用は WT
と比べても抑制されていた（図 2）。このこと

から、4 つのうちいくつかの部位のリン酸化
状態が、細胞内局在と細胞増殖促進作用に関
与していると考えられた。 
 また、キナーゼ阻害剤や siRNA でのノック
ダウン（KD）により、TIA1a の細胞質内局在
を抑制するリン酸化酵素候補を探索した結
果、CHK1 をノックダウンした時のみ TIA1a は
細胞質から核に移行し、阻害剤でも同様の所
見が認められたことから CHK1 が局在調節に
関わる可能性が高いと考えられた。 
②ヒンジ領域配列を含む合成ペプチドに

よる細胞内局在に働く相互作用因子のブロ
ックにより局在の一時的な変化が観察され
た（図 3）。同じペプチド処理により、細胞増
殖への影響は確認されなかったが、これは効
果時間が短かったためと考えられ、さらにペ
プチドの配列や構造の修飾が必要と考えら
れた。 

 
(2)TIA1a の細胞質での癌促進性転写後調節
作用の分子機序解明 
①RIP-seq アッセイで TIA1a が結合する複

数の標的 mRNA または相互作用 miRNA 候補を
同定できた。さらに、候補 mRNA に関して、
TIA1 の強制発現細胞株あるいは KD 処理によ
る発現量の変化を確認することにより、調節
標的を絞り込んだ（投稿準備中）。CLIP や
PAR-CLIP を用いてもバックグラウンドの低
下は得られなかった。 
一方、相互作用蛋白は、通常の免疫沈降で

は TIA1a 特異的な候補が得られなかったが、
Halo タグ付加組み換え蛋白を用いて特異性
を高めた結果、複数の RBP が候補として得ら
れた。これらの結合は RNaseT1 処理を行うこ
とで解離したことから、TIA1a と他の RBP は
RNA を介しての間接的相互作用による複合体
形成を行うことが示唆された。しかし、これ
ら RBP と TIA1a の共局在や、これら RBP の癌
部での発現と病態との関係は明らかでなか
った。相互作用RBPの中の1つのHuRは、TIA1a
と共通の mRNA（CCNA2、SKP2、CDK6、等）と
結合することが確認された。 
②得られた候補標的 mRNA の 5’UTR、Open 

reading frame (ORF)、 3’UTR の各領域全体
ならびに分割したRNAをin vitroで合成し、
in vitro pull-down アッセイで結合部位を決
定した。共同あるいは拮抗的に働きうる HuR
を含む複数の RBPの TIA1a 近傍への結合が確
認できるとともに、結合領域の予測プログラ
ムでも重複した配列が同定された。 
一方、HuR と TIA1 の一方または両方を KD

すると、CCNA2、SKP2、CDK6、等の mRNA なら
びに蛋白レベルでの発現量の増加あるいは
減少するが確認され、TIA1 と HuR が相補的あ
るいは排他的にこれらの分子の活性を調節
していることが確認され、クロストークによ
る調節機構の破綻が癌の進展に関連するこ
とが示唆された。 
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