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１．研究の背景･目的                                         

 真核生物では、新たに転写されたmRNA前駆体の大多数はイントロンと呼ばれる介在配列

により分断されている。mRNAが蛋白質合成の鋳型である故に、スプライシング反応におい

てイントロンに分断されたエクソンを正しく認識しエクソン同士を正確に結合させられな

ければならない。癌はジェネティック及びエピジェネティックな異常の蓄積によって発

生・進展すると考えられているが、様々なスプライシング異常も同時に起きている。癌細

胞特異的に存在し、全身正常組織に存在しない異常蛋白質分子は腫瘍マーカーとして癌の

早期診断に有用であると共に、それが癌細胞の増殖・浸潤に関与していれば治療の標的分

子としても期待される。次世代シークエンス技術による網羅的な解析から、ある種の癌で

スプライシング調節に関わる複数の因子に変異が見つかる（K. Yoshida et al., 2011. 

Nature）等、近年癌特異的異常スプライシングが注目されている。 

 我々は最近、癌細胞で既にスプライシングが完結したはずの成熟mRNAが繰り返しスプラ

イシングされることにより異常転写産物が生じてしまうという『癌細胞における成熟mRNA

再スプライシング現象』を発見し報告した（T. Kameyama et al., 2012. Nucleic Acids Res.）。

mRNA 再スプライシング現象は最初癌感受性遺伝子 TSG101 で起きることを証明したが、後

に全く別の癌抑制遺伝子 FHIT においても生じていることを発見し証明した。TSG101 遺伝

子では潜在的なスプライス部位を用いて成熟mRNAが再びスプライシングされている。正常

細胞においても多段階で繰返しスプライシングが起きる現象が既に知られており、網羅的

RNA-seq 解析からまた最近注目を集めている（Suzuki et al., 2016. Int.J.Mol.Sci.; 

Sibley et al., 2015.Nature; Duff et al., 2015. Nature; Suzuki et al., 2013. FEBS 

Letters.）。ここで注目すべき点は正常細胞における多段階スプライシングの最終産物はあ

くまでもmRNAである。この最終産物の点において正常細胞で生じている現象は、成熟mRNA

が再スプライシングされてしまうことで異常産物を生成する癌細胞での現象と決定的に異

なる。このことから、正常細胞にはスプライシング反応が終結した成熟mRNAを認識し、過
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剰にスプライシングされ無い為のスプライシング反応終結機構が存在する事、癌細胞では

そのスプライシング反応終結機構が破綻している事が示唆される。成熟mRNA上には多数の

スプライス部位に成り得る配列（GU-AG）が存在する事から、このスプライシング反応終結

機構の破綻は大規模なトランスクリプトームの破綻を招き、細胞にとって重大な影響を及

ぼすことが予想される。そこで我々はスプライシング反応終結機構の実体は何か、成熟

mRNA再スプライシングを制御する因子の探索を行った。                                        

                                         

２．研究方法                                        

 mRNA 再スプライシング調節

因子の発現を考えると表１に示

すように、mRNA再スプライシン

グ促進因子であれば正常細胞に

比べ癌化した細胞及び高悪性度

（治療抵抗性獲得細胞）でより

高発現していると予測され、反

対に mRNA 再スプライシング抑

制因子であれば正常細胞に比べ

癌化細胞及び高悪性細胞で発現が低下していると予測される。また、想定されるmRNA再ス

プライシング制御因子はスプライシング反応中及び反応後に mRNA に結合しているはずと

考えられる（図1）。 

 そこで我々はTSG101遺伝子のmRNA再スプライシングが非常に低頻度でしか起きていな

いHela細胞を用い、RNA結合タンパク質に対するsiRNAライブラリーの網羅的スクリーニ

ングを行った。                                          

                                         

３．研究結果                                         

 我々はまずRNA結合タンパク質156遺伝子に対するsiRNAライブラリーの網羅的スクリ

ーニングを行いmRNA再スプライシング抑制因子の探索を行った（図1）。TSG101遺伝子の

mRNA 再スプライシングが非常に低頻度でしか起きていないHela 細胞に 156 種の siRNA を

それぞれトランスフェクションした後 RNA を精製、RT-PCR により TSG101 の再スプライシ

ング産物の増加が見られるものを探した。156 種の siRNA のスクリーニングの結果、７つ

のsiRNAによってTSG101の異常転写産物が誘導される事を見いだした（図２）。 

 各異常転写産物の配列を解析したところ、４つの異常スプライシングのパターンに分類
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された（図２）。まず、

siRNA#41、#51、#70、

#105 のトランスフェ

クションによって引き

起こされる異常産物１

はエクソン3を飛ばし

てエクソン2と4が連

結されるエクソンスキ

ッピングであった。ま

た、siRNA#32、#117に

よって引き起こされる

異常スプライシング産

物はエクソン３から７を飛ばすマルチエクソンスキッピング、siRNA80 によって引き起こ

される異常スプライシング産物はエクソン５と６をスキップするマルチエクソンスキッピ

ングであった。 

 一方、siRNA#51によって引き起こされる主要な異常スプライシング産物Xをシークエン

シングしたところ、901塩基欠損するTSG101Δ190-1090であり、これはまさにTSG101 mRNA

が再スプライシングされて出来た異常産物であると考えられた。                                        

 そこで、次にsiRNA#51の抑制する遺伝子（gene#51とする）について新たに２種類siRNA

を合成し、別の頭頸部がん由来細胞株である TW01 細胞にトランスフェクションし TSG101 

mRNAの再スプライシングが促進されるのかの確認を行ったところ、確かにこのgene#51遺

伝子のノックダウンにより

TSG101 mRNA の再スプライシ

ングが促進されていることが

明らかとなった（図３）。 

 現在、gene#51 遺伝子の過

剰発現実験を行うと共に、ど

のようなメカニズムで mRNA

再スプライシングを制御して

いるのか詳細な解析をさらに

進めているところである。                                        
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４．考察                             

 今回 RNA 結合タンパク質に対する siRNA ライブラリーの網羅的スクリーニングにより

TSG101 mRNAの再スプライシングを制御する因子の候補を得ることが出来た。Hela細胞及

びTW01細胞において、このgene#51遺伝子のノックダウンはTSG101 mRNAの再スプライシ

ングを促進していることから、このgene#51遺伝子はmRNA再スプライシング抑制因子とし

て機能していると考えることが出来る。 

 また、最近このgene#51遺伝子は正常組織では広範な発現が認められるが細胞のがん化

と共にその発現が低下することが報告されている。また、がん関連遺伝子の選択的スプラ

イシングに関与し、それによりがん細胞のアポトーシス誘導、細胞増殖抑制、転移能の抑

制に関与するという癌抑制遺伝子としての働きも注目されつつある。mRNA再スプライシン

グは細胞のがん化・悪性化と共に促進されるが、一方でgene#51遺伝子がん化によりその

発現が消失する。この癌抑制遺伝子gene#51の発現変化とmRNA再スプライシングの有無と

の相関はgene#51遺伝子がmRNA再スプライシング抑制因子であるということを支持する事

実であると考えられる。gene#51 遺伝子はスプライシング制御因子としてだけでなく、最

近は翻訳、miRNAによる遺伝子サイレンシングや核内外へのmRNA輸送にも関与するなど多

彩な機能を持つタンパク質であると言われている。今後、このgene#51遺伝子がどのよう

にmRNA再スプライシングを制御するのかの詳細を明らかにすることが重要な課題である。 
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