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緒 言 

 

癌の発生、進展、転移、薬剤耐性にはRNAの安定化やスプライシングの制御、分解などのRNA regulationの破綻

が関与しており、このようなRNAの機能はRNA結合蛋白（RNA bindig protein, RBP）の関与が不可欠である。な

かでも、RBPの一種であるheterogeneous ribonucleoproteinファミリー分子（hnRNPs）はmicroRNAs（miRs）と

結合して miRs の輸送や安定化に寄与すること、これらの hnRNPs の発現は癌の発育・浸潤と関連していることが報

告されている。しかしながらどのhnRNPsが癌の発育に関連深いのか、またそのhnRNPの結合パートナーとなるmiRs
やmRNAは明らかではなかった。本研究では、癌の発育に深く寄与するhnRNPsとしてhnRNP A0を新たに同定し、

このhnRNP A0が癌細胞のアポトーシスを抑制して腫瘍促進的に働きかけていること、また、大腸癌細胞株や大腸癌

検体の癌組織におけるhnRNP A0の発現異常を明らかにした。さらに、hnRNP A0に結合するmiRNAsやmRNAを

網羅的に明らかにした。 
 

方 法 

 
ヒト大腸癌細胞株であるHCT116にBioneer社より購入したsiRNAをLipofectamine RNAiMAX（Invitrogen社）

を用いて導入した。細胞増殖能への影響はスルフォローダミンB（SRB）アッセイにより評価した。また、蛋白質量の

変化はウェスタンブロッティング法、mRNA の発現量変化は RT-PCR 法により定量化した。hnRNP A0 と結合する

miRNAおよびmRNAは抗hnRNP A0抗体（Novus社）を用いたRNA免疫沈降により回収したRNAを用いてマイ

クロアレイ解析（Toray Industry社）、およびトランスクリプトーム解析（Life Technologies社）を行うことにより網

羅的に同定した。死細胞は In Situ Cell Death Detection Kit and TMR red（Roche Diagnostic社）を用いて染色した。

データはANOVAおよびStudent-t検定により検定し、p値が0.05未満を有意な差と判定した。 
 

結 果 

 

1．hnRNPs発現抑制による細胞増殖能への影響 
大腸癌の進展におけるhnRNPsの作用を明らかにする目的で、hnRNPsを発現抑制した大腸癌細胞株HCT116細胞

を作製した。SRB assayで細胞増殖能の変化を調べた結果、hnRNP A0を発現抑制した細胞では最も強力に細胞増殖

能が低下していた（図1A）。続いてhnRNP A0の生体における増殖促進効果を評価するため腫瘍細胞移植モデルを構

築し、腫瘍内でhnRNP A0を抑制したところコントロールの腫瘍に比較して有意な腫瘍面積の低下が確認された（図

1B）。そこで、アポトーシス関連分子であるCaspase-3およびPARPの断片化をWestern blotting法で検討した結果、

コントロールRNAを導入したHCT116細胞に比較して、hnRNP A0発現抑制細胞では断片化caspase-3およびPARP
の発現が有意に増加していた（図1C）。また、TUNEL染色にても同様に、hnRNP A0発現抑制細胞においてTUNEL
陽性細胞が増加していた（図 1D）。したがって、hnRNP A0 は大腸癌細胞のアポトーシスを阻害し、その進展を促進

しているものと考えられた。 
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図1．hnRNP A0は大腸癌細胞にアポトーシスを誘導する 
A）20種類のhnRNPsの発現を抑制し、HCT116 細胞における細胞増殖能変化について検討した（n = 5）。 
B）hnRNPA0発現抑制による腫瘍抑制効果をヌードマウスを用いたHCT116移植モデルで検討した（n = 5）。 
C）hnRNP A0発現抑制時のアポトーシスマーカー分子の発現をウェスタンブロッティングにて検討した（n = 3、 

HCT116細胞）。 
D）hnRNP A0発現抑制時のDNA断片化をTUNEL染色により評価した（n = 3、 HCT116細胞）。スケールバ

ーは100μmを示す。 
 

2．大腸癌細胞株および大腸癌検体におけるhnRNP A0の発現異常 
大腸初代培養細胞CoEpiC 細胞と大腸癌細胞株HCT116 細胞からRNA を抽出しReal-time PCR にてhnRNP A0

の発現を検討した。その結果、CoEpiC細胞に比較して、HCT116細胞では有意にhnRNP A0の発現が高かった（図

2A）。また、大腸癌手術検体の組織切片からRNAを抽出しReal-time PCRにてhnRNP A0の発現を検討したところ、

大腸癌組織で有意にhnRNP A0の発現が高かった（図2B）。 
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図2．hnRNPA0は大腸癌において発現が亢進している 
A）非腫瘍性細胞（CoEpiC）および大腸癌細胞HCT116 におけるhnRNP A0 のmRNA の発現量変化を

RT-PCRにて評価した（n = 3）。B）大腸癌手術検体の腫瘍部位及び正常粘膜部位よりにおけるhnRNP A0
のmRNAの発現量変化をRT-PCRにて評価した。 

 
3．hnRNP A0と結合するmiRNAおよびmRNAの網羅的探索 
大腸癌細胞においてhnRNP A0と結合するmiRNAおよびmRNAを網羅的に探索するためRNA－免疫沈降法によ

りhnRNP A0と結合するRNAを回収した。続いて回収したRNAを対象にマイクロアレイ解析およびトランスクリプ

トーム解析を行い、hnRNP A0と結合するmiRNAsおよびmRNAを同定した（表1，2）。 
結合が確認されたmiRNAを合成してHCT116細胞にトランスフェクションし、細胞増殖能への影響をSRBアッセ

イにより評価した。しかしながらこれらの miRNAs を過剰に発現させても増殖能に大きな影響はなかった（図 3C）。
一方、hnRNP A0と結合が確認されたPAQR7、OPN3、RAB3GAP1、NUDT12 mRNAの発現を抑制したところ細

胞増殖能の抑制が認められた（図3A）。また、これらのmRNAを抑制したHCT116細胞ではhnRNP A0発現抑制時

と同様に断片化 caspase-3およびPARPの発現が有意に増加していた（図3B）。以上から、hnRNP A0はmiRNAに

よる干渉はほとんど受けずに、PAQR7、OPN3、RAB3GAP1、NUDT12 mRNAを介して大腸癌細胞のアポトーシス

を抑制することで癌細胞の増殖を亢進しているものと考えられた。 
 

表1．hnRNPA0と相互作用するmiRNAs 
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表2．hnRNP A0と結合し、発現が制御されるmRNAs 

 

 
 A     B 

 
図3．hnRNP A0はNUDT12、OPN3、PAQR7、RAB3GAP1の発現制御を介してアポトーシスを制御する 

A）hnRNP A0と結合するmiRNAsをHCT116細胞内で過剰発現させ細胞増殖能への変化をSRBアッセイにより検討

した（n = 5）。B）hnRNP A0 と結合する mRNAs の発現を制御したときのアポトーシスマーカー分子の発現変化を

Western blottingにより検討した（n = 3）。 
 

考 察 

 
本研究によりhnRNP A0と結合するmiRNAを57種類、hnRNP A0により制御されるmRNAを26種類同定した。

また、hnRNP A0はPAQR7、OPN3、RAB3GAP1、NUDT12 mRNAを介して大腸癌細胞にアポトーシスを抑制す

ることを初めて証明した。さらに、これらの細胞増殖への作用はhnRNP A0と結合するmiRNAsに干渉を受けること

なく生じていた。 
hnRNPファミリーはhnRNP A0を含むおよそ20種類のRNA結合蛋白から構成されており、様々な臓器の細胞核

内でRNAの成熟に関係すると同時に、細胞質でmRNAと結合しその翻訳を調節している［1，2］。種々の癌細胞にお

いて、hnRNP ファミリーの発現異常が認められ、主に細胞質で増加していることから［3］、癌関連遺伝子の mRNA
の翻訳を制御することで、癌の発生・進展を促進していると考えられている［4，5］。本研究の成果から、hnRNP A0
がこれらファミリー分子の中でも最も強力に癌細胞の増殖を促進する作用を持つこと、およびその作用メカニズムとし

て PAQR7、OPN3、RAB3GAP1、NUDT12 mRNA の発現制御を介したアポトーシスの制御機構が存在することが

明らかになった。 
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一方で、これまで癌細胞における miRNA-蛋白相互作用としては、miR-328 による hnRNP E2 の機能障害［6］、
miR-18aによるhnRNP A1のオートファジー経路を介した分解［7］、miR-26a、584によるhnRNP A1-CDK6 mRNA
との競合拮抗［8］などが報告されている。今回、miRNA による癌細胞の増殖や細胞死の制御においても同様の機序

が存在するものと考え、癌細胞の生存に必須の hnRNP A0 にも生じうるのかを評価したが、今回の検討ではmiRNA
によるhnRNP A0を介した細胞増殖能への干渉作用は確認できなかった。しかしながら、hnRNP A0が結合している

miRNA の中には、miR-200b-3p や let7 ファミリーなど細胞の分化や組織の発生と関与が報告されている miRNA も

含まれており［9，10］、miRNAがhnRNP A0が持つ抗アポトーシス作用以外の機能を制御している可能性も否定で

きない。今後、これらを明らかにすることで、種々の細胞活動や癌の発生・進展における、hnRNPsの作用の意義がよ

り鮮明になり、RNA結合蛋白を標的とした新規の大腸癌治療の開発につながるものと期待される。 
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