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研究成果の概要（和文）：選択的スプライシング調節因子SRSF遺伝子群より転写される、premature stop codon (PTC)
を含むPTCバリアントRNAの細胞内機能の解析を行った。大腸がん細胞株HCT116において酸化ストレス応答性PTCバリア
ントの同定、さらにヒト大腸がん組織において高発現するPTCバリアントのスクリーニングを行った。また核内におい
て、PTCエクソンに特異的に結合するRNA bindingタンパク質を質量分析法により網羅的に解析した。

研究成果の概要（英文）：Aberrant alternative splicing participates in many genetic and acquired diseases i
ncluding cancer. Oxidative stress specifically facilitated premature stop codon (PTC)-containing isoforms 
production in colon cancer cell line. Several RNA-binding proteins associated with PTC isoforms and regula
ted its RNA sutability in the nucleus.
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１．研究開始当初の背景 

選択的スプライシングは、mRNA 前駆体から

成熟 mRNA にプロセスする過程で、エクソン

を含む(inclusion)か、あるいはスキップす

る(skipping)かによって決定される。限られ

た遺伝子領域から複数の転写産物（RNA）を

生成し、生物の多様性を生み出すこの機構は、

組織・発達段階特異的であると同時に、環境

変化（ストレス）に応答して、極めて広範囲

に遺伝子発現プログラムを変化させる。 

申請者は、ヒト白血球の選択的スプライシ

ング反応を網羅的に解析し、急性心理的スト

レスにより、p53 の活性化に必須な領域（exon 

63）を欠損した SMG-1 mRNA バリアントが生

成されることを報告した（Neurosci Lett 

2011）。また近年、癌遺伝子や癌抑制遺伝子

の選択的スプライシング異常は、細胞のがん

化をはじめとして様々な疾患と関連するこ

とが報告されている。しかしながら、消化器

がんと選択的スプライシングの関連は、未だ

十分には明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

選択的スプライシングの主要な調節因子

であるヒトのSR (Ser/Arg)タンパク質ファミ

リ ー  (Ser/Arg-rich splicing factor 

(SRSF))遺伝子群は多くの組織に恒常的にか

つ普遍的に発現しており、発現量だけで組

織・病態特異的で複雑なスプライシング反応

と疾患の関連性を説明することは難しい。こ

れらの因子をコードする遺伝子ファミリー

は共通して途中にストップコドン premature 

termination codon (PTC)を含んだ転写産物

（PTC バリアント）を生成するが、その細胞

内機能は未だ明らかにされていない。本研究

では、酸化ストレスによって特異的に誘導さ

れる SRSF 遺伝子の PTC バリアント RNA の新

しい細胞内機能と消化管の発がんとの関連

を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）ストレス応答性の PTC バリアントのス

クリーニング 

 SRSF遺伝子ファミリーのPTCバリアント及

びレファレンス配列を特異的に認識するプ

ライマーを設計し、酸化ストレス（過酸化水

素、ＵＶ-Ｃ、アルセナイト等）処理による

発現変動をリアルタイムPCR法を用いて解析

する。 

 

（２）PTC バリアントの翻訳効率の解析 

 中途ストップコドンを含むPTCバリアント

から翻訳されるタンパク質を、特異的な抗体

を用いたウエスタンブロット法、及びリボゾ

ームとRNAの結合を分画するポリゾームプロ

ファイリング法により解析する。 

 

（３）PTC バリアントと相互作用する因子の

同定 

 PTC バリアント RNAを in vitro 転写を用い

てビオチン化ラベルし、磁気アビジンビーズ

を用いて相互作用する可能性のあるRNA結合

タンパク質を、質量分析法により網羅的に解

析する。 

 

（４）大腸癌における PTC バリアントの発現

解析 

 24例の大腸がんTissueパネルを用い、SRSF

遺伝子ファミリーのPTCバリアントの発現量

をリアルタイムPCR法及びノーザンブロット

法を用いて解析する。 

 

４．研究成果 

（１）ストレス応答性の PTC バリアントの同

定 

 大腸がん細胞株 HCT116 において 10種類の

ヒト SRSF 遺伝子のうち、4種類の PTC バリア

ントが酸化ストレスにより顕著に誘導され

ることを見出した。さらに、TRA2B 遺伝子は

酸化ストレス（アルセナイト・過酸化水素及



びヒートショック）に応答し、プロモーター

領域の heat shock element (HSE)を介して転

写を活性化することを見出し報告した（J 

Gastroenterol., 2013）。さらに、TRA2B をノ 

ックダウンした大腸癌細胞では、アポトーシ

スが顕著に誘導されることを見出した（図

１）。 

 

（２）PTC バリアントより翻訳産物の機能解

析 

ヒト SRSF3 遺伝子より、酸化ストレスによ

り選択的に生成される PTCバリアント RNAか

ら翻訳される truncated なタンパク質は、大

腸癌細胞において炎症性サイトカインの転

写調節に関与した（Am J Physiol Cell 

Physiol., 2013）。 

 

（３）PTC バリアントと相互作用する因子の

網羅的解析 

 ビオチンラベル化したPTCバリアントを用

いた質量分析法により、PTC エクソンに特異

的に結合が認められた 9種類の核内 RNA結合

タンパク質を同定し、順次ウエスタンブロッ

トにより確認した。 

 

（４）がん組織における PTC バリアントの発

現 

 ヒト大腸がんパネル及び、大腸がん組織切

片を用いPTCバリアントの発現量を正常組織

と比較検討した。大腸がん組織においては

TRA2b4 RNA を含む数種類の PTCバリアントが

有意に発現亢進しており、大腸がん悪性化に

関与する可能性が示唆された（現在論文投稿

中）。 
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図１．SRスプライシング因子Tra2βをノックダウンした大腸癌細胞では
細胞死が誘導される（A: TUNEL染色、B: カスパーゼ活性）
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