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研究成果の概要（和文）：グリオブラストーマ(GBM)でEJC関連因子の高い発現の意義を明らかにするために免疫
染色し、発現量が高い群と低い群で生存率に差があるかを検討した結果、高発現群では低発現群と比較して有意
に全生存期間が短いことが明らかとなった。また、Tet-ONシステムを利用して薬剤誘導による過剰発現(OE)系を
作製し、影響を受ける遺伝子を検索したところ、多数の遺伝子の変動を検出できた。これらの遺伝子の機能をデ
ータベースなどにより検索したところ、GBMに関連する遺伝子が多数を占めていた。この結果は、EJC関連因子が
GBMに関わる遺伝子群のマスター因子であることを示唆するものと思われる。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the significance of high expression of EJC-related 
factors in glioblastoma (GBM), immunostaining was performed to examine whether there is a difference
 in survival rate between the group with high expression level and the group with low expression 
level. As a result, in the high expression group, it was revealed that the overall survival time was
 significantly shorter than that of the low expression group. In addition, using the Tet-ON system, 
drug-induced overexpression system was created in GBM cells and genes affected were searched. As a 
result, we were able to detect a large number of gene fluctuations. We searched the functions of 
these genes by database and others, and the genes related to GBM occupied. This result seems to 
suggest that the EJC related factor is the expression regulator of the gene group related to GBM.
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１． 研究開始当初の背景 
（１）グリオブラストーマは難治性の悪
性脳腫瘍である 
グリオブラストーマ（神経膠芽腫、以下
GBM）は神経膠細胞の悪性化により発症
し、手術による摘出、放射線照射、化学
療法が行われるが、5 年生存率が約 10%
と予後が極めて悪いことで知られてい
る。その再発は残存腫瘍の増殖、浸潤、
脳内での転移によるが、再発防止あるい
は延命のための治療法開発が急務とさ
れている。これまで見いだされてきた
GBM の予後マーカーや治療標的は他の癌
種において見いだされてきたものが多
く、本研究では GBM 特有の標的遺伝子の
検索および同定を目指した。 
 
（２）EJC(exon junction complex)は
mRNA 結合因子である 
EJC は mRNA のエクソンのつなぎ目に形
成される複合体で、Magoh、Y14、Casc3、
Upf3、eIF4A3 などで構成されて、様々な
因子が結合している。われわれのグルー
プは、この複合体が mRNA の輸送、分解、
翻訳にかかわることを報告してきた(連
携研究者ら, 2001,Cell)。 
海外の複数のグループから、EJC の各因
子の欠損が遺伝疾患に関与することが
報告されてきた。マウスやヒトでの症状
からEJCの各因子は胎児期の中枢神経系
の正常な発達に必要な因子であること
が示されている(Albers ら, 2012, Nat 
Genet など)。 
われわれのグループは、EJC 因子の欠損
がさまざまな腫瘍細胞の増殖をM期に停
止させ、アポトーシスを誘導することを
明らかにし(研究代表者、連携研究者ら, 
2013, Exp Biol Med)、抗がん剤の新規
標的因子として国際特許を出願・取得し
てきた(WO2011007801A1)。さらに、FACS
解析によりEJCが M期進行に必須の因子
であることと中心体成熟への直接的な
関与を報告し(研究代表者、連携研究者
ら, 2014, Histochem Cell Biol)、各 EJC
因子の細胞内リン酸化修飾部位と意義
を明らかにしてきた(研究代表者、連携
研究者ら, 2015, Exp Biol Med, 連携研
究者ら 2018, Sci Rep)。 
 

２． 研究の目的 
EJC(Exon Junction Complex)は mRNA の
つなぎ目に形成される複合体で、mRNA
の代謝や輸送に関わる。申請者らは、EJC
が mRNA の代謝と同時に中心体成熟に関
わることを報告してきた。この複合体の
異常は、遺伝子発現よりも中心体異常を

引き起こすため、染色体の不安定性に関
与すると考えている。EJC とその関連因
子を標的として、さまざまな遺伝子発現
データベースを検索していく過程で、神
経膠腫の中でも悪性度の高いGBMにおい
て発現が変動しているものがあること
を突き止め、さらに予後のデータと連結
することにより、それらの発現異常が予
後マーカーとして有用である可能性を
見いだした。 
そこで、EJC 関連因子の診断マーカーと
しての有用性を患者由来検体を利用し
て検討し、さらに EJC 関連因子の発現が
GBM において果たす役割を解明し、より
有効な診断・治療標的を探索することを
目指した。 

 
３． 研究の方法 
（１）データベース解析結果のバリデー
ションを行う  
脳腫瘍の予後診断におけるEJC発現の有
用性を、実際の標本を使用し、免疫染色
により明らかにする。 
サンプルは、日本人かつ神経膠芽腫と診
断された患者由来の組織を用いる。 
標的とする遺伝子は、データベース検索
から腫瘍組織で発現が変動し、予後に関
与する可能性が見いだせたEJCコア因子
とする。それぞれの発現および局在情報
と予後との相関を Kaplan-Meier プロッ
トにて解析する。 
 
（２）EJC の発現変動が膠芽腫細胞に与
える影響を網羅的に解析する 
これまでの研究成果から、EJC の中で
CASC3 以外の因子のノックアウトまたは
ノックダウンは腫瘍細胞に致死効果を
もたらすことが明らかとなっている。そ
こで、EJC の発現の影響を培養細胞レベ
ルで解析するために Tet-ON システムを
利用して薬剤誘導による過剰発現(OE)
系を作製した。ウエスタンブロットで発
現誘導を確認後、DNA マイクロアレイに
よりトランスクリプトーム解析を行な
い、影響を受ける遺伝子を検索した。 
さらに局在について、免疫染色にて検討
をおこなった。 

 
４． 研究成果 
（１）EJC の発現量が GBM 患者の予後に
影響することを明らかにした。 
GBMではEJC関連因子においてmRNA量が
増加していることを見いだした。この結
果は、正常組織で発現が低い EJC 関連因
子が腫瘍では発現が高いこと、細胞分裂
に EJC が寄与することから、増殖する腫
瘍細胞はEJCの発現を獲得することが必
要と考えられる。そこで GBM 腫瘍組織お
よび周辺部よりタンパク質を抽出し、ウ
エスタンブロットを行ったところ、腫瘍



組織での高発現を見いだした（未発表デ
ータ）。この実験結果は、がん化にとも
なうEJCの活性化がGBM細胞の増殖に必
須であることを強く示唆する。 
次に、EJC 関連因子の高い発現の意義を
明らかにするために免疫染色し、発現量
が高い群と低い群で生存率に差がある
かを検討した。 
46 名の腫瘍組織標本について、ある EJC
関連因子で染色し、発現量と予後との関
係をKaplan-Meierプロットしたところ、
高発現群では低発現群と比較して有意
に全生存期間が短いことが明らかとな
った（p=0.0081）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
この結果は、何らかの原因で GBM におい
て EJC が高発現すること、または高発現
してしまうような場合には患者の予後
が悪いことが推測される。 
 
（２）EJC の発現変動が膠芽腫細胞に与
える影響を網羅的に解析する 
上記の臨床データのメカニズムを培養
細胞レベルで明らかにするために
Tet-ON システムを利用して薬剤誘導に
よる過剰発現(OE)系を作製した。ウエス
タンブロットで発現誘導を確認したと
ころ、薬剤添加後 1日目から誘導が開始
され、3 日目まで明らかな発現が認めら
れた。この外から発現誘導をかけた EJC
に対して内在性の遺伝子発現は特にタ
ンパク質レベルで低下しており、EJC の
ような生体に必須な遺伝子については
発現量を一定に保つ仕組みがあると予
想された。このことからも、腫瘍組織に
おいてEJCを高発現させる機構について
は今後とも検討する必要があると考え
られる。 
発現誘導をかけた細胞について、全 RNA
を抽出し、DNA マイクロアレイによりト
ランスクリプトーム解析を行ない、影響
を受ける遺伝子を検索したところ、多数
の遺伝子の変動を検出できた。これらの
遺伝子の機能をデータベースなどによ
り検索したところ、GBM の悪性化に関連
する遺伝子が多数を占めていた。この結
果は、EJC 関連因子が GBM の悪性化に関
わる遺伝子群の発現マスター因子であ
ることを示唆するものと思われる。 

また、EJC 関連因子について核内への局
在についても確認を行なったところ、こ
れまでの報告通り転写の活性化部位で
ある核スペックルに局在していること
が確認された。 
以上の結果をまとめると、今後マイクロ
アレイのデータよりGBMの悪性化に関与
する遺伝子群を同定することによって
臨床データで得られた予後への影響を
分子レベルで解析し、GBM 悪性化の新し
い分子機序を推定していけることが期
待される。なお、本研究の遂行中に肝臓
がんにおいてEJCが予後マーカーとなる
可能性が他の研究グループから論文発
表されており（Liang R et al. Oncol 
Rep.2017）、本研究についても論文発表
を急ぎたい。 
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