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研究成果の概要（和文）：トランスポゾン・ミュータジェネシス法を用いることで、マウス個体レベルでがん原
因遺伝子を網羅的に探索できる。本研究では、ミュータジェネシスで同定したグリオーマの原因候補遺伝子の中
で、RNA結合タンパクLARP4Bに着目して解析を行った。トランスポゾン挿入変異から、LARP4Bはがん抑制遺伝子
として働くと予測された。実際、グリオーマでゲノム欠失や発現低下を認め、予後不良因子であった。さらに
LARP4Bの遺伝子導入により、グリオーマの増殖を強く抑制した。 またLARP4Bのノックダウンにより腫瘍形成が
促進された。以上から、 LARP4Bがグリオーマの新規がん抑制遺伝子であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Transposon-based insertional mutagenesis provides a method for an unbiased 
forward genetic screen for cancer genes in mice. Using this system, we identified an RNA-binding 
protein, La-related protein 4b (LARP4B), as a candidate cancer gene for GBM. The patterns of 
transposon insertions predict that Larp4b has a tumor suppressor function. LARP4B expression was 
consistently decreased in human GBM cell lines. Moreover, heterozygous deletion of LARP4B was 
detected in nearly 80% of GBMs in TCGA database. LARP4B loss resulted in low expression levels, and 
was associated with poor patient survival. LARP4B transduction into GBM cell lines strongly 
inhibited proliferation. Loss of function of Larp4b in mouse primary astrocytes promoted 
proliferation and led to tumor formation in combination with deficiency of p53 and Nf1. Taken 
together, these data provide strong evidence that LARP4B serves as a tumor suppressor gene in GBM.

研究分野：がん生物学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム中をランダムに動き回るトランスポ
ゾンを用いたミュータジェネシス法は、in 
vivoで表現型の原因遺伝子を探すツールと
して、発生研究を中心にさまざまな生物種
で利用されて来た。2005年に、魚類で同定
された Sleeping Beautyトランスポゾンを用
いてマウス個体で体細胞変異を誘導するこ
とで、がん化を誘導できることが報告され
た。申請者は、ミュータジェネシスを誘導
したマウスの脳室下帯から神経幹細胞を単
離し、in vitroで増幅し、免疫不全マウスに
移植することでグリオーマ幹細胞を作成し
た。形成した腫瘍において、変異遺伝子を
解析したところ、受容体型チロシンキナー
ゼ経路を構成する分子に加え、多数のがん
抑制遺伝子の候補を同定した。これらの候
補分子の大部分が、グリオーマにおける機
能は報告されていない。 
 
２．研究の目的 
がん抑制遺伝子の候補の中で、特に癌化と
の関連性についていずれの組織でも報告さ
れていない遺伝子に注目して機能解析を行
う。そして、新規がん抑制遺伝子の同定を
目的とする。 
  
３．研究の方法 
候補遺伝子の発現レベルをグリオーマ細胞
株、およびグリオーマ幹細胞で検討する。
次に TCGAデータベースを用いて、ヒトの
グリオーマにおけるゲノム欠失や変異の有
無を調べ、予後との相関を検討する。機能
解析実験として、候補遺伝子の発現が低下
しているグリオーマ細胞に遺伝子導入し、
増殖抑制効果を検討する。増殖抑制効果を
認めた遺伝子については、初代培養グリア
細胞でノックダウン実験を行い、増殖が促
進するか検討する。さらに移植実験により
in vivoで機能評価を行う。増殖抑制メカニ
ズムについて分子生物学的な解析を行う。 
 
４．研究成果 
トランスポゾン挿入変異のパターンから、が
ん抑制遺伝子であると予測された候補遺伝
子 88 個に注目して解析を行った。まず TCGA
データベースを用いて、577 検体におけるゲ
ノムコピー数の変化を解析したところ、54 遺
伝子にについて、ゲノム欠失を認めた。特に、
17 遺伝子においては、グリオーマの 20%以上
で欠失を認めた。これらの中には、既知のが
ん抑制遺伝子 PTEN や QKI に加えて、未知遺
伝子として VTI1A、DDX50、MLLT10、LARP4B
などが含まれていた。これら 4つの候補遺伝
子について、コピー数の減少は、発現レベル
の低下と相関し、予後不良因子であることが
明らかになった。次に、ヒト iPS 細胞から誘
導した正常な神経幹細胞をコントロールと
して、グリオーマ幹細胞とグリオーマ細胞株
における発現レベルを解析したところ、いず

れの遺伝子も、グリオーマで発現が低下して
いることが明らかになった。そこで LARP4B
に着目して解析を行った。 
 
LARP4Bは、La-related protein 4Bと呼ばれ、
RNA 結合蛋白である。RNA シャペロン活性を
持つ La モチーフと、RNA 結合ドメインから構
成される。LARP ファミリーには、LARP4B 以
外にも、LARP1, 1B, 3, 4A, 6, 7 などが存在
するが、LARP4B 以外は、グリオーマ細胞で発
現低下を認めず、予後とも相関シなかった。
次に、LARP4B を 6 つのグリオーマ細胞株、お
よび2つのグリオーマ幹細胞に遺伝子導入し
たところ、7 つの細胞で増殖を強く抑制する
ことが明らかとなった。増殖抑制のメカニズ
ムを検討するために、細胞周期を調べたとこ
ろ、G2-M 期の細胞の割合が増加し、分裂期停
止の表現型を示すことが明らかになった。さ
らにAnnexin-V陽性細胞の割合が増加したこ
とから、アポトーシスが誘導されていること
が明らかとなった。 
 
次に遺伝子発現解析を行った。細胞増殖の負
の制御因子として、CDK インヒビターが知ら
れている。そこで、INK、Cip、Kip ファミリ
ーの発現を調べたところ、CDKN1A のみが特異
的に発現上昇することが明らかになった。一
方、アポトーシスに関与する遺伝子として、
BAK と BAX の発現を調べたところ、BAX の発
現が上昇していた。CDKN1A と BAX はいずれも
p53 の直接の標的であることが分かっている。
そこで、LAPR4B が p53 を活性化することで
CDKN1AやBAXの発現を上昇させている可能性
について、p53 のドミナントネガティブ（DN）
変異体を用いて解析した。その結果、DN変異
体によるレスキュー効果はごく僅かであり、
p53 の寄与は少ないと考えられた。 
 
LARP4B は、RNA 結合タンパクであり、RNA と
の結合を介して増殖を抑制している可能性
がある。その可能性を検討するために、RNA
結合領域を欠損した変異体を作製した。その
結果、増殖抑制能が大きく失われたことから、
RNA との相互作用が必須であることが明らか
になった。それでは、LARP4B はどのような
RNA と相互作用するか検討するために、
HEK293 細胞において LARP4B と結合する RNA
のデータベースを利用した。興味深いことに、
CDKN1AとBAXのいずれも含まれていた。実際、
免疫沈降と RT-qPCR 実験から、グリオーマ細
胞においても、LARP4B が、CDKN1A と BAX の
mRNA と会合していることが明らかになった。
LARP4BはRNAの安定性を高めることが分かっ
ており、LARP4B は、CDKN1A と BAX mRNA の安
定性を高めて、発現を上昇させることで、グ
リオーマ細胞の増殖抑制とアポトーシスを
誘導していると考えられた。 
 
最後に、LARP4B のノックダウンによって細胞
増殖が促進されるかを検討した。初代培養し



たアストロサイトに、p53DN と Nf1 に対する
shRNA を導入して不死化した細胞を利用した。
この不死化アストロサイトで LARP4B をノッ
クダウンしたところ、in vitro での増殖能が
高まった。次に LARP4B ノックダウン細胞を
マウスの皮下に移植したところ、腫瘍形成が
促進された。さらに、脳への移植実験から、
LARP4B のノックダウンによりマウスの生存
が短くなることが明らかになった。以上から、
LARP4B は、グリオーマにおいてがん抑制遺伝
子として機能していることが明らかになっ
た。 
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