
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６１０１

若手研究(B)

2013～2012

選択的ポリアデニレーションを介した新たな発癌機構の解明

A new mechanism of alternative polyadenylation-dependent carcinogenesis

１０６２４０３３研究者番号：

西田　憲生（NISHIDA, Kensei）

徳島大学・ヘルスバイオサイエンス研究部・助教

研究期間：

２４７９０７０５

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     3,200,000 、（間接経費） 円       960,000

研究成果の概要（和文）： ヒト大腸癌細胞HCT116を用いたリアルタイムＰＣＲ法を用いた遺伝子発現解析の結果、酸
化ストレス下において、JUN遺伝子の3’UTR長が、ストレスと共に短縮化することを同定した。また、エキソンアレイ
を用いて網羅的解析により、腫瘍抑制遺伝子依存的に3’UTR長が調節される遺伝子を同定した。複数の癌細胞株を用い
てスクリーニング解析では、CCND1のポリアデニレーション部位のスクリーニングにより近位ポリアデニレーション部
位を用いている細胞株は、乳がん細胞株MB453のみであった。

研究成果の概要（英文）：Alternative polyadenylation events in HCT116 human colon cancer cell lines were an
alyzed using exon array and reral-time RT-PCR. We revealed that arsenite stress shorten the length of 3'UT
R in JUN gene. We identified that eleven genes whose 3'UTRs were shortened in the cells knockout of a tumo
r suppressor gene. MB453 breast cancer cell lines preferred to use the proximal polyadenylation site of CC
ND1.
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１．研究開始当初の背景 
 ポリアデニレーションは、mRNA プロセッシ
ング過程において、pre-mRNA に polyA を付加
する反応である。近年、ゲノムワイドな網羅
的解析の結果、通常とは異なる部位に polyA
付加反応がおき、3’UTR の長さが異なる mRNA 
isoform を生成する選択的ポリアデニレーシ
ョンが、全遺伝子の約 50％に存在することが
明らかになった。3’UTR は、microRNA や RNA
結合タンパク質により制御される機能領域
を多く含む。幼若な癌細胞では、複数の癌遺
伝子で3’UTRの短いmRNA isoformが増加し、
mRNA の安定性、翻訳効率が上昇することが報
告されており、3’UTR に存在する機能領域の
欠如が、癌細胞の異常増殖に関わると想定さ
れている。このように、3’UTR 長の調節によ
る遺伝子制御機構は、多くの遺伝子に普遍的
に認められ、特に、細胞分化や癌細胞におけ
る新たな遺伝子制御の基本メカニズムとし
て注目されている.しかしながら、発癌制御
に関わる選択的ポリアデニレーションの詳
細なメカニズムは全く分かっていない。選択
的ポリアデニレーションによる癌遺伝子制
御機構に着目した研究は、今後大きく発展す
ると考えられ、本研究では、癌遺伝子 Cyclin 
D1 をターゲットとし、選択的ポリアデニレー
ションを介した大腸癌発癌の新規メカニズ
ムの解明を目的とした。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、選択的ポリアデニレーション
を介した遺伝子発現調節メカニズムの解明
と発がんとの関連について明らかにするこ
とを目的とした。具体的には、１）酸化スト
レス化における 3’UTR の調節機構、２）選
択的ポリアデニレーション反応のターゲッ
ト遺伝子の探索、３）癌遺伝子 Cyclin D1を
標的とした選択的ポリアデニレーションを
介した新たな発癌メカニズムの解明を目的
とした. 
 
３．研究の方法 
（１）酸化ストレス下における 3’UTR 長の
変化 
 大腸癌細胞株 HCT116 細胞に亜ヒ酸ナトリ
ウム 100μＭを添加し、経時的にサンプルを
回収したのち、RNA iso plus を用いて total 
RNA を抽出した。total RNA から cDNA を作製
し、JUN 遺伝子の 3’UTR 領域に予想される
polyadenylation sites の上流と下流の計３
箇所プライマーを設計し、リアルタイム PCR
法（ABI7500 system）にて遺伝子発現解析を
おこなった。 
 
（２）エキソンアレイを用いた選択的ポリア
デニレーションを持つ遺伝子のスクリーニ
ング 
 ＤＮＡ障害の条件において、3’end 
processing 反応は抑制されることが報告さ
れている。このため、選択的ポリアデニレー

ション反応制御機構の存在について、検討を
行った。HCT116 を用いて、腫瘍抑制遺伝子
の有無の２条件のサンプルから total RNA 抽
出し GeneChip® Human Exon 1.0 ST Array を
用いて、全遺伝子の exon 発現情報を
GeneSpring software で解析を行った。得ら
れたデータより、3’UTR 長に変化のあった遺
伝子を抽出し、3’UTR 領域にプライマーを設
計しリアルタイムPCR法を用いてvalidation 
を行った。 
 
（３）CCND1 の選択的ポリアデニレーション
反応機構の解明 
 3’RACE 法を用いて CCND1 のポリアデニレ
ーション部位の同定を行う。また、複数の細
胞 株 な ら び に 組 織 の 違 い に よ る
CCND1-3’UTR 長の変化をリアルタイムＰＣ
Ｒ法を用いて検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）HCT116 細胞に亜ヒ酸ナトリウムを添加
すると JUN 遺伝子レベルは、添加後３０分以
降に著しく上昇した。3’UTR 長の変化をリア
ルタイムＰＣＲ法で測定すると、酸化ストレ
ス負荷に伴い、3’UTR 長が短くなることが確
認された。3’UTR 長は、mRAN の安定性にも
寄与することから、細胞分画を行い、詳細に
検討すると核内においても 3’UTR 長が短く
なっていた。また、mRNA の安定性は、3’UTR
長の長さに関係しないことも確認された。以
上のことから、JUN 遺伝子の 3’UTR 長の変化
は、選択的ポリアデニレーション反応が関与
していることが示唆された。（図１） 
図１：Jun 遺伝子の 3’UTR 長の長さの変化 

縦軸：RUD, relative usage of distal polyA 
 
（２）HCT116 を用いて、腫瘍抑制遺伝子の有
無の条件で抽出した RNA を Exon array を用
いて解析したところ、腫瘍抑制遺伝子依存性
に 3’UTR 長が変化する遺伝子を１２遺伝子
抽出した。このうち、３遺伝子については、
リアルタイム PCR 法にて validation に成功
した。これらの遺伝子のうち、3’UTR 長が短
くなり mRNA の発現量が増加するものが２つ
であった。この二つの遺伝子うち一つは、こ
れまで発がんにおける機能解析が十分にさ
れておらず、現在、その機能解析を行ってい
るところである。（図２） 
 



 
図２ 腫瘍抑制遺伝子依存性の 3’UTR 長の
調節機構の存在が示唆される遺伝子 
 
（３）CCND1 の選択的ポリアデニレーション
の変化を複数の細胞株でリアルタイムＰＣ
Ｒ法を用いて検討を行った。（図３）多くの
細胞株では、distal polyA 部位を選択的に
用いているが、特定の乳がん細胞株は、
proximal polyA site を選択的に用いている
ことが明らかとなった。現在は、乳がん細胞
株をもちいて、CCND1 の選択的ポリアデニレ
ーション反応を制御している因子の同定を
行っている。 

 
図３：乳がん細胞株および、大腸癌細胞にお
けるCCND1の選択的ポリアデニレーション部
位の違い 
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