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１. 研究の背景・目的 

私たちは癌細胞で見られ

る大規模なプロテオーム異

常は、ゲノム変異だけではま

ったく説明できないが、その

主たる原因がスプライシン

グ制御のグローバルな破綻

であるという仮説を提起し

た。その発端となったのは、

癌細胞でスプライシングさ

れた成熟 mRNAが、再びス
プライシングされ、異常な

mRNA産物が生成しているという発見であり、TSG101遺伝子をモデルとして、その現象
の証明に成功した[1, 2]。この『成熟mRNAの再スプライシング』現象は癌細胞でのスプ
ライシングのグローバルな破綻を矛盾なく説明できるだけでなく、正常細胞ではこの異常

な再スプライシングが抑制されているという mRNA 品質管理機構の存在を示唆し、生物
学的にも重要な知見である（図１）。 
最近、癌特異的な再スプライシングを証明するのに私たちが用いた TSG101 mRNAの
再スプライシング産物TSG101∆154-1054（以後TSG101∆）の癌に関連する機能が報告さ
れた[3]。また、この再スプライシング現象が、癌抑制因子 p53によって抑制されることが
わかり[3]、このプロジェクトは、きわめて重要な意義を有する新たな展開を迎えている。 

２. 研究の対象ならびに方法 

スプライシング産物は、ヒト培養細胞（HeLa, MCF7, TW01）を用い､内在性TSG101
遺伝子の転写物を、部位特異的なDNAプライマーを用いRT–PCRで解析した。ヒトRNA
結合蛋白質に対する siRNAライブラリーは、廣瀬哲朗教授（北海道大学）より分与してい
ただき、HeLa 細胞を用い､RNA結合蛋白質の発現抑制を行った。RBM4a 因子の過剰発
現は、上記の培養細胞をRBM4a発現プラスミドで形質転換した。培養細胞内でのmRNA

	
	

図１ 遺伝子発現系における mRNA 再スプライシング現象の意義 
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発現はノーザン・ブロッティングで、蛋白質の発現はウエスタン・ブロッティングで確認

した。 

３. 研究結果 

(1) mRNA再スプライシング抑制因子としてRBM4aを同定した 

私たちは 156種類のRNA結
合蛋白質の siRNA ライブラリ
ーを用いた網羅的ノックダウン

実験を行い、１つの因子

RBM4a のノックダウンが
TSG101 mRNA 再スプライシ
ングを顕著に活性化することが

わかった[f, g]。RBM4aは、癌抑制因子として知られており、実際に正常組織では高発現
し、進行癌では殆ど発現していない[4]。よってRBM4a蛋白質は正常細胞において異常な
mRNA再スプライシングを抑制している極めて有力な候補因子である。RBM4a蛋白質が
mRNA再スプライシング抑制因子であるかどうかを確認した（表１）。再スプライシング
活性が強い咽頭癌細胞（TW01）で、RBM4aを過剰発現させると、mRNA再スプライシ
ングが抑制された[f, g]。しかし正常な乳腺上皮細胞（HMEC）におけるRBM4aの発現を
siRNAでノックダウンしても、mRNA再スプライシングが誘導されなかった。この結果
は、正常細胞でmRNA再スプライシングを抑制している因子は RBM4a以外にも存在す
る事を示唆する。 

(2) mRNA再スプライシングを抑制しているRBM4a以外の因子が存在する 

p53野生型の細胞株でmRNA再スプライシングが起こり､p53変異型の細胞株でmRNA
再スプライシングが起こっていないケースがあるので､RBM4a蛋白質の発現は、p53の直
下で制御されているとは考えにくい。RBM4aの発現が、p53に依存しないならば、p53に
よって抑制される mRNA 再スプライシングには、RBM4a 以外の因子が関与しているこ
とが予想できる（図１）。p53の制御下にあるmRNA再スプライシング抑制因子を探索す
る必要がある。MDM2 阻害剤で p53 を安定化させると mRNA再スプライシングが顕著
に抑制されることがわかった。その条件でマイクロアレーを行い､発現変動の見られた

RNA 結合タンパク質やスプライシング関連因子を選び出した。それらの因子に対する
siRNAを用い､mRNA再スプライシングを指標としてスクリーニングを行った。予備的な
結果ではあるが､スプライシング完了後の成熟 mRNA に特異的に結合する複合体 EJC
（exon junction complex）の中核因子が同定された。 

表１ mRNA 再スプライシング抑制・促進因子の検証実験 
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４. 考察 

私たちの発見した癌特異的な mRNA 再スプライシング現象が、よく知られた癌抑制因
子である p53とRBM4aに深く関わる事実は、興味深く重要である。なぜなら、私たちは
正常細胞で異常な mRNA 再スプライシングを抑制しているという状況証拠を得ており､
その解明が発癌の抑制につながると考えられるからである。 
興味深いことに RBM4a因子は、グローバルに癌関連mRNA前駆体の選択的スプライ
シングを種々の様式で変化させることが知られている[4]。エクソン除外や遠位５’及び３’
スプライス部位選択を促進する場合は、塩基配列特異的に mRNA 前駆体の特定の部位に
結合することが必要であることが示されているが、mRNA 再スプライシング抑制のメカ
ニズムは当然のことながら未知である。mRNA再スプライシングのモデルであるTSG101 
mRNAへのRBM4aの結合が、癌細胞でのmRNA再スプライシングの抑制に必要かどう
かを、抗-RBM4a抗体を用いた免疫沈降後のRT–PCR、そして結合部位に変異を導入した
mRNA のスプライシング解析などで明らかにしたい。また他のスプライシング因子との
相互作用は、免疫沈降解析で調べることができる。 
マイクロアレーを用いた探索と siRNA を用いた mRNA 再スプライシング活性を指標
にしたスクリーニングで、RBM4a以外のmRNA再スプライシング抑制因子候補として、
EJCの中核因子が同定できた。EJCはスプライシング依存的に成熟mRNAに結合するの
で、EJC が再スプライシングを阻害するのは好都合である。EJC がスプライシング完了
のシグナルになっていると仮定すれば、EJCが結合しなければ､mRNAはスプライシング
が未完了と認識され､再スプライシングされるという合理的なシナリオである。EJC 中核
因子がどのようにmRNA再スプライシングの抑制に関わっているかをぜひ解明したい。 
最終的な課題でもあるが､mRNA再スプライシング制御によるトランスクリプトーム正
常化は、はたして発癌の抑制を関わっているだろうか？	 興味深いことに､癌細胞で

RBM4a を過剰発現させるとスプライシング因子 SRSF1 の発現抑制を起こし、細胞増殖
が低下する事実がある[4]。SRSF1 は、癌細胞で発現上昇しているだけでなく、過剰発現
で癌化を引き起こす癌遺伝子産物でもある[5]。mRNA 再スプライシング抑制と発癌抑制
の関係を明らかにするには､まず mRNA再スプライシング抑制因子（RBM4a と EJC中
核因子）の過剰発現による全転写物の変化を、次世代シーケンサーを用いて網羅的に解析

（RNA-Seq）する必要がある。この際､癌に関連する因子の変化も注目したい。さらには､
p53 の支配する遺伝子を調査すれば､細胞増殖の抑制につながるすべての過程が明らかに
なるだろう。これらの研究を通して､再スプライシングの正しい制御がmRNAの品質管理
を通してトランスクリプトームの正常化をもたらし、その結果、癌を抑制しているという

魅力的な仮説を検証していきたい。 
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