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研究成果の概要（和文）：我々は、ARE-mRNAの核外輸送・安定化システムの破綻による発がん機構を解明するために、
ARE-mRNAと結合するHuRと相互作用しているTransportin 2(TNPO2)、pp32、pp32r1について口腔がん細胞を用いて解析
を行った。TNPO2は少なくともいくつかのARE-mRNAの安定化に関わり、pp32はARE-mRNAの輸送・安定化を抑制し、pp32r
1はHuRの分解を抑制すること等が明らかになった。
以上の結果は、これらのタンパクが口腔がんのARE-mRNAの核外輸送・安定化に深く関わり、今後、これらのタンパクを
制御する新たながんの治療法が有望視される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of HuR binding protein, Transportin 2 (TNPO2),
 pp32, pp32r1 in order to understand the oncogenic mechanism mediated by the export and stabilization of A
RE-mRNA. TNPO2 had some relation with the stabilization of ARE-mRNA. pp32 inhibited the export and stabili
zation of ARE-mRNA, furthermore, pp32r1 suppressed the degradation of HuR in the cytoplasm of cells.
These results indicate that TNPO2, pp32, pp32r1 are the regulators of the ARE-mRNA stabilization and a new
 cancer therapy by controlling these proteins is promising.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんは遺伝子の病気として知られており、

遺伝子（DNA）が何らかの影響で変異を受け

ることにより活性化または不活化され、それ

らの変異が蓄積して細胞ががん化する。しか

しポストゲノム時代を向えた現在、様々な

RNA と発がんとの関わりが指摘され始めてお

り、例えば miRNA などの non-coding RNA が

発がんと密接な関係を持っていることなど

が明らかになった。 

このような背景の中、ある特定のmRNAに、

それらの運命を左右するようなシグナルが

存在することが明らかになり、注目されてい

る。AU -rich element（ARE）は oncogene や

cytokine など、細胞の増殖に関わる遺伝子の

mRNAの非翻訳領域に存在し、それを持つmRNA

は合成後すぐに分解されるが、細胞に heat 

shock 等の刺激が加わると安定化される。ARE

はこれらの分解と安定化を制御するシグナ

ルで、ARE に主に AUF1、TTP を代表とする、

RNA 結合タンパクが結合すると分解が促進さ

れ、一方でHuRが結合すると安定化に向かう。

最近 ARE-mRNA の安定化についてはさらに解

析が進み、heat shock 時には、HuR に pp32

と核外輸送を担うタンパク CRM1 が結合し、

CRM1 依存的にこれらのタンパク複合体と共

に ARE-mRNA が一時的に核から細胞質側に輸

送され安定化されることが解明された。さら

に HuR には核外輸送担体の Transportin 2 

(TNPO2)が結合することも証明され、HuR およ

び ARE-mRNA の核外輸送に重要な働きをして

いることも突き止められた。 

我々は、アデノウイルスのがん遺伝子産物

E4orf6 の研究から、ARE-mRNA の核外輸送及

び安定化が細胞がん化に寄与することを見

出した。このメカニズムはウイルスによる細

胞がん化だけではなく口腔がんを含む多く

のがんの発生原因であることもわかり、我々

は ARE-mRNA の核外輸送及び安定化システム

の破綻による、新たな発がん機構を提唱して

いる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、口腔がん細胞で起こっている

ARE-mRNA 輸送・安定化のメカニズムを

ARE-mRNA と相互作用している RNA 結合タン

パク HuR や、pp32 などを介した解析を展開

することにより解明し、またそれらを制御す

ることにより新しいがんの治療法を開発す

ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
口腔がんでの ARE-mRNA の輸送が破綻して

いる原因として一番関わりが深いと考えら

れるのが、ARE と直接結合して ARE-mRNA を核

外輸送している HuR である。本研究では HuR

結合タンパク、TNPO2、pp32 ファミリーに関

して検討した。 

(1)TNPO2、pp32、CRM1 のノックダウン 

それぞれのタンパクの mRNA を細胞に siRNA

を導入する RNAi 法によりノックダウンを行

い、ARE-mRNA の定量をリアルタイム RT-PCR

法で検討した。 

(2)TNPO2 に関する検討 

①TNPO2 の発現 

がん細胞および正常細胞で発現している

TNPO2 mRNA の量をリアルタイム RT-PCR 法で

検討した。 

②TNPO2 のノックダウン 

がん細胞および正常細胞を用いてTNPO2のノ

ックダウンを行い、細胞に蓄積している

ARE-mRNA を定量性リアルタイム RT-PCR 法で

測定し、それらの蓄積を検討した。 

(3)pp32 に関する検討 

①pp32 と HuR の結合 

両タンパクの結合をHuR抗体を用いた免疫沈

降法により解析した。 

②pp32 ノックダウン 

RNAi 法により pp32 をノックダウンし、細胞

質の HuR 量、ARE-mRNA の核外輸送および安定

化を検討した。 

(4)pp32r1 に関する検討 

①pp32r1 と HuR の結合 

両タンパクの結合を pp32r1 抗体を用いた免

疫沈降法により解析した。 

②pp32r1 が足場非依存性増殖に与える影響 

pp32r1 発現がん細胞が足場非依存性増殖能

を持つか soft-agar colony formation assay

で検討した。 

③HuR 分解に与える pp32r1 の影響 

pp32r1 発現がスタウロスポリンの刺激によ

るHuR分解に与える効果をウエスタン法で確

認した。 

 
４． 研究成果 

(1)HuR 結合タンパクの解析 

ARE-mRNA の輸送及び安定化の破綻解明のた



めに、ARE に直接結合する HuR に associate

するタンパク、CRM1、TNPO2、pp32 をノック

ダウンし、c-myc、COX2 などの ARE-mRNA の定

量を行った。その結果、これらのタンパクの

ノックダウンは ARE-mRNA に影響し（図１）、

c-myc mRNA の蓄積には TNPO2、pp32 が、COX2 

mRNA には TNPO2、pp32、CRM1 が重要であるこ

とがわかった。 

(2)TNPO2 の解析 

①TNPO2 の発現 

TNPO2 mRNAの発現をがん細胞や正常細胞を用

いて行った。口腔がん細胞の Ca9.22 や前立

腺がんの PC3、乳がんの MCF7、肺がんの H1299

で発現が高く、正常細胞（BJ、MRC5）やその

他のがん細胞では発現が低かった（図２）。 

②TNPO2 のノックダウン 

口腔がん細胞 HSC3 の TNPO2 をノックダウン

して ARE-mRNA の定量を行ったところ、COX2 

mRNA の量が低下した。一方、正常細胞 BJ を

用いて同様の実験を行ったところ、COX2 mRNA

の量が増加した（図３）。これらの結果は、

口腔がん細胞ではTNPO2により少なくともい

くつかの ARE-mRNA が安定化されていること

を示している。 

 

 

(3)pp32 の解析 

①pp32 と HuR の結合 

これまで HeLa 細胞を用いた実験で、HuR の結

合タンパクとしていくつかのタンパクが同

定され、pp32 もその一つとして知られている。

そこで、293（ヒト腎細胞がん）、PC3（前立

腺がん）、HT1080（線維肉腫）、HSC3（舌がん）

を用いて HuR 抗体で免疫沈降を行い、HuR に

共沈するpp32をウエスタン法で確認した（図

４）。その結果全てのがん細胞で両タンパク

が結合することが明らかになった。 

②pp32 ノックダウン 

pp32 が HuR や ARE-mRNA に与える影響を検討

するため、pp32 のノックダウンを行いいくつ

かの解析を行った。 

1)HuR の局在 

HeLa細胞のpp32をノックダウンするために、

pp32 siRNA を導入した。またコントロールと

してランダムな配列を持つsiRNAを導入した。

その結果、図５に示すように pp32 をノック

ダウンした細胞では細胞質側のHuR量がコン

トロールに比べて増加した。従って、pp32 の

発現は細胞質に発現するHuR量を減少させる

ことがわかった。 

 



2)ARE-mRNA の局在 

同様の細胞を用いて c-fos mRNA の局在を検

討した。その結果、pp32 をノックダウンした

細胞では c-fos mRNA が細胞質に局在するこ

とが明らかになった（図６）。HuR 同様に細胞

質に輸送されたと思われる。 

3)ARE-mRNA の安定化 

同様のノックダウンを行い、actinomycinD で

転写を停止させた後、30 分ごとの c-fos mRNA

の定量を行い、c-fos mRNA の半減期を検討し

た。その結果、コントロールでは 25 分だっ

た半減期は、pp32 をノックダウンすることに

より 53 分になり（図７）、pp32 のノックダウ

ンが c-fos mRNA を安定化することがわかっ

た。 

(4)pp32r1 の解析 

①pp32r1 と HuR の結合 

pp32同様、pp32と相同性の高いpp32r1もHuR

と結合することが予想される。そこで免疫沈

降法により結合を確認した。その結果、

pp32r1抗体で沈降したサンプルの中にHuRも

共沈することがわかり（図８A）、両タンパク

が結合することが示された。さらに、HuR が

pp32 の結合を介して pp32r1 と結合している

可能性があるため、pp32 と pp32r1 の結合を

確認した。しかし、pp32r1 抗体で免疫沈降し

ても pp32 が共沈することはなく（図８B）、

これらのタンパクは結合しないことが解明

された。これらの結果より、HuR と pp32r1 が

直接結合することが示唆された。 

 

②pp32r1 と足場非依存性増殖能 

pp32r1 がん細胞に与える影響を検討するた

めに、pp32r1 を強制発現させ、soft-agar 

colony formation assay で足場非依存性増殖

能を検討した。その結果、コントロールの空

ベクターを発現した細胞と比べて、pp32r1 の

発現ベクターを導入した細胞はsoft-agar中

顕著に大きなコロニーを形成した（図９）。

この結果は、pp32r1 ががん細胞を悪性化する

ことを示している。 

 

③HuR 分解と pp32r1 

pp32 は致死的ストレスが加わると、HuR と共

に細胞質に移動し、HuR が casapase の働きに

より二つの分子 HuR CP1 と HuR CP2 に分解さ

れ、free になった pp32 が apoptosome に移動

しアポトーシスが誘導されることが報告さ

れている。そこで、pp32r1 は HuR の分解にど

ういう影響を持つか検討した。口腔がん細胞

の SAS に pp32r1 を発現し、スタウロスポリ

ンの刺激を加え、HuR の分解産物 HuR CP1 の

量をウエスタン法で検討した。その結果、

pp32r1 を発現した細胞では、pp32 を発現し

た細胞に比べて HuR CP1 の量が減少し（図１

０）、pp32r1 の発現は HuR の分解を抑制する

ことが明らかになった。この pp32r1 による

HuR の分解制御は、pp32r1 の持っている発が

ん活性と深く関わっていると思われる。 



 

本研究では、HuR に結合する TNPO2、pp32、

pp32r1 について解析を行った。pp32 は

ARE-mRNA の輸送・安定化を抑制することが解

明され、pp32r1 は HuR の分解を抑制すること

が明らかになった。今後、pp32 の強制発現、

pp32r1 ノックダウンなどががんの治療法と

して有望であること思われる。 
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