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研究成果の概要（和文）：近年、がん特異的なスプライシングががんの悪性化に関わっていることが明らかとなってき
ている。本研究により、明細胞型腎細胞がんにおいて、E3リガーゼArkadiaがスプライシング制御因子ESRP2をユビキチ
ン化しスプライシング能を増強することを生化学的に見出し、その結果、がん細胞の増殖が抑制されていることが明ら
かとなった。さらに、データベースのデータ解析により、明細胞型腎細胞がんにおいてArkadiaは予後良好因子である
ことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Tumor-specific alternative splicing is implicated in the progression of cancer, 
including clear-cell renal cell carcinoma (ccRCC). Using ccRCC RNA sequencing data from The Cancer Genome 
Atlas, we found that epithelial splicing regulatory protein 2 (ESRP2), one of the key regulators of 
alternative splicing in epithelial cells, is expressed in ccRCC. ESRP2 mRNA expression did not correlate 
with the overall survival rate of ccRCC patients, but the expression of some ESRP-target exons correlated 
with the good prognosis and with the expression of Arkadia in ccRCC. Arkadia physically interacted with 
ESRP2, induced polyubiquitination and modulates its splicing function. Arkadia and ESRP2 suppressed ccRCC 
tumor growth in a coordinated manner. Lower expression of Arkadia correlated with advanced tumor stages 
and poor outcomes in ccRCC patients. This study reveals a novel tumor-suppressive role of the 
Arkadia-ESRP2 axis in ccRCC.

研究分野： 分子病理学

キーワード： スプライシング　明細胞型腎細胞がん　ユビキチン化　タンパク質機能制御
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１．研究開始当初の背景 

 

 近年、次世代シーケンサーの普及や技術の

向上により、微量ながん患者検体から RNA シ

ーケンスできるようになった。こうしたディ

ープシーケンスの結果から、がんなどの疾患

についてもRNAに関する研究がなされるよう

になってきている。従来では個別に解析する

しかなかったRNAスプランシングについても

網羅的な研究が急速に進んでいる。がん患者

検体を用いたRNAシーケンスの解析研究から、

がん特異的なスプライシングが同定された

研究もある。明細胞型腎細胞がんでは、

Fibroblast Growth Factor Receptor 2

（FGFR2）のアイソフォームについて、非が

ん組織部では IIIb 型であるのに対して、が

ん組織部では IIIc 型であることを見出し、

がんマーカーになるという報告がある（Zhao 

et al. Clin. Cancer Res. 2013）。通常、上

皮系の細胞では IIIb 型が発現しており、間

葉系の細胞では IIIc 型が発現している。こ

のスプライシングに関わる分子のうちの一

つとして Epithelial Splicing Regulatory 

Protein（ESRP）が同定された（Warzecha et 

al. Mol. Cell 2009）。 

 いくつかのがん種でESRPががんの予後に関

わっているという報告があるものの、報告に

よって予後良好因子であるのか、予後不良因

子であるのかが異なり、議論を呼んでいる。 

 乳がんにおいて、ESRP は CD44 のスプライ

シングに関わり、がん幹細胞のポピュレーシ

ョンを増やし、がんの悪性化に関わり、乳癌

の肺転移を促進するという報告がある（Tae 

et al. Nat. Commun. 2012）。一方で、他の

グループや当研究室は、乳がんにおいてがん

の転移メカニズムのうちの一つであると提

唱 さ れ て い る Epithelial-Mesenchymal 

Transition（EMT、上皮間葉転換）に伴い、

ESRP の発現が低下し、間葉系のスプライシン

グへと移行することで、がんの悪性化に関与

していることを報告している（Warzecha et 

al. EMBO J. 2010, Horoguchi et al. Oncogene 

2011）。膵臓がんでは、ESRP1 の発現が高いと

がんの悪性度が低く、より悪性度の高いがん

では、ESRP1 の発現が低下していることや、

ESRP1 ががん転移を抑制することが報告され

ている（Ueda et al. Oncogene 2013）。この

ように ESRP はがんの悪性化に深い関わりが

ある。これまでの報告では、SNAI1、ZEB1、

ZEB2 が転写レベルで ESRP の発現を抑制する

ことがわかっている（Reinke et al. J. Biol. 

Chem. 2012, Horiguchi et al. Oncogene 

2011）。しかしながら、ESRP の機能制御につ

いては未解明である。我々は、予備検討から、

E3 リガーゼである Ring Finger Protein 111

（RNF111）が ESRP1 および ESRP2 に結合する

ことを見出し、RNF111 が ESRP1 および ESRP2

をユビキチン化することを見出している。こ

のことに着目し、ユビキチン化というタンパ

ク質修飾が ESRP の機能を制御しているか検

討を行う。 

 

２．研究の目的 

 

我々は、予備検討から、E3 リガーゼである

RNF111がESRP1およびESRP2に結合すること

を見出し、RNF111 が ESRP1 および ESRP2 をユ

ビキチン化することを見出している。このこ

とに着目し、ユビキチン化が ESRP のスプラ

イシング能に関与しているのか、タンパク質

修飾によるスプライシング機能制御がある

かどうかについて明らかにする。 

 また RNF111 による ESRP のスプライシング

能の制御とがん種、がんの悪性度、予後等と

の関連があるかどうか調べ、ESRP のスプライ

シング能とがんの予後の関係について明ら

かにするとともに、ESRP によるスプライシン

グががんにおいてどのような役割を果たし

ているのか明らかにする。 

 



３．研究の方法 

 

（１）明細胞型腎細胞がんで、ESRP1 の発現

低下と FGFR2IIIb 型から IIIc 型へのスイッ

チングが報告された（Zhao et al. Clin. 

Cancer Res. 2013）。この論文で解析してい

る明細胞型腎細胞がんのトランスクリプト

ームおよびクリニカルデータは The Cancer 

Genome Atlas（TCGA）に登録があり、オープ

ンであることから、同じデータを取得し、エ

キソンレベルでの発現変動や予後との関連

の有無について解析を行った。 

（２）明細胞型腎細胞がんの細胞株である

OS-RC-2 細胞を入手し、ESRP2 または RNF111

（Arkadia）ノックダウン下で RNA シーケン

スを行い、トランスクリプトーム解析を行う

とともに、フェノタイプの解析を行った。 

（３）ヒト胎児腎臓細胞株である HEK293T 細

胞を用いて、分子機序の詳細について生化学

的手法により検討した。 

 

４．研究成果 

 

（１）TCGA から入手した明細胞型腎細胞がん

のレベル 3の RNA シーケンスのデータ解析よ

り、明細胞型腎細胞がんにおいてがん部で

ESRP1 の発現が低下しているものの ESRP2 の

発現は残存が認められ、その発現量は

FGFR2IIIb 型のスプライシングとも相関は認

められなかった。ESRP2 の機能として細胞運

動抑制が報告されている（Warzecha et al. 

2012）。明細胞型腎細胞がん細胞株である

OS-RC-2 細胞で ESRP2 のノックダウンを行う

と細胞運動の亢進が認められ、ESRP2 が機能

的であることがわかった。 

（２）TCGA の明細胞型腎細胞がんの RNA シー

ケンスのデータ解析から、ESRP2 の発現は予

後と相関しなかったが、ESRP2 のターゲット

エキソンの発現の高さと予後は相関した。こ

のことから、ESRP2 の機能を制御している因

子がある可能性があると考え、ESRP2 のター

ゲットエキソンの発現と相関する因子を調

べたところ、E3 リガーゼ Arkadia の発現と相

関することを見出した。 

（３）上記 TCGA のデータ解析で見出された

ESRP2 のターゲットエキソンと Arkadia の発

現量の相関が、細胞株でも見られるか検討し

た。293T 細胞と OS-RC-2 細胞で Arkadia のノ

ックダウンを行い、ESRP2 のターゲットエキ

ソンの発現を調べたところ、減少が認められ

た。このことから Arkadia が ESRP2 のスプラ

イシングを制御している可能性が示唆され

た。Arkadia は E3 リガーゼであるため、直接

ESRP2 を制御しているのであれば、両者は結

合している可能性があると考え、両者の結合

を検討したところ、Arkadia と ESRP2 の内因

性の結合を認めた。 

（４）E3 リガーゼである Arkadia が ESRP2 を

ユビキチン化していることを見出した。次に、

Arkadia による ESRP2 のユビキチン化が

ESRP2 のスプライシング能に影響を与えてい

るか検討するために、ESRP2 のリジン残基を

アルギニン残基に置換した変異体を複数作

製した。各種変異体を 293T 細胞に過剰発現

させ、Arkadia をノックダウン下で ESRP2 の

ターゲットエキソンであるENAHエキソン11a

の発現を調べたところ、ESRP2 の２番目と３

番目のRRMドメインにあるリジン残基をアル

ギニン残基に置換した変異体でArkadiaノッ

クダウンの影響が消失した。このことから、

Arkadia が ESRP2 の２番目と３番目の RRM ド

メインをユビキチン化することでESRP2のス

プライシング能を増強していることがわか

った。 

（５）Arkadia による ESRP2 のスプライシン

グ能の制御が細胞内でどのような意義があ

るのか網羅的に調べるために、Arkadia また

は ESRP2 ノックダウン下で RNAシーケンスを

行った。その結果、Arkadia と ESRP2 が協調

して細胞増殖を抑制していることがわかっ



た。TCGA の明細胞型腎細胞がんのデータを解

析したところ、Arkadia の発現が高いと予後

が良いことがわかった。 

以上の検討から、明細胞型腎細胞がんでは、

Arkadia が ESRP2 のスプライシング能を増強

し、がん抑制的に作用していることが明らか

となった。 
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