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研究成果の概要（和文）：RAS遺伝子群の変異は癌の6～96%で観察されるが、細胞増殖や細胞周期に与える影響
の全貌は理解させていない。これまでにNRAS-G12D-変異をもつ白血病細胞THP-1を用いて、NRASをドキシサイク
リンにて発現調整できる細胞を樹立した(B11細胞)。NRASシグナルの全貌を解明する為、CRISPR libraryをB11に
導入し、NRAS非依存性の増殖する細胞を樹立した。結果、21個のNRAS下流で働く候補分子を同定し、確認実験の
結果、DOHHとTAF6がドキシサイクリンNRAS依存性に発現が誘導されることが確認された。

研究成果の概要（英文）： Mutations in RAS family are observed in 6-96% of cancer. However, the role 
of the magnitude of RAS activation in proliferation and cell cycle progression is not fully 
understood. To define the role of oncogenic NRAS dose in malignant behavior, we used a genetically 
engineered THP-1 cell line where the expression of NRAS-G12V is under the control of a 
doxycycline-responsive element. We established modified cell lines, named B11. To identify whole 
downstream of NRAS signals, CRISPR libraries were introduced into B11 and removing doxycycline to 
collect clones that can proliferate without NRAS signaling. As a result, 21 from the activation 
library. NRAS activation with Dox can induce the mRNA expression for DOHH and TAF6 in B11. DOHH and 
TAF6 are newly identified as a downstream of NRAS signaling  

研究分野： 腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RASシグナルの下流として考えられているRAF-MEK-ERK-pathwayを阻害することで、一部の癌細胞では治療効果が
期待できる。しかしながら、すべてのRAS変異癌細胞を制御する包括的な治療法の確立には至っていない。網羅
的な解析を行えるCRISPR library によるスクリーニングを使用することで、NRASのシグナル経路に関わる新た
な遺伝子を同定した。今後、更に詳細な検討が必要とされるものの、RAS経路の全貌を明らかにできる手法の確
立に成功したと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 RAS 遺伝子は多くの癌において変異が見られ、膵臓癌の約 90%、大腸癌の約 50％で癌

の増殖に関与している。これまでに RAS シグナルの下流として考えられていた

RAF-MEK-ERK-pathway を阻害することで、一部の癌細胞では治療効果が期待できる。し

かしながら、すべての RAS 変異癌細胞を制御する包括的な治療法の確立には至っていな

い。さらに、興味深いことに、RAS は同じ癌遺伝子によるシグナルにも関わらず、増殖で

はなく細胞老化も誘導することが知られている 1。今日においても、新たな RAS シグナル

に関与する論文が多く発表されており、これらのことは RAS シグナルの多様性と、未知

のシグナル制御が存在する可能性を強く示している。RAS シグナルの多様性を再評価し、

治療の対象となる RAS 発現量依存的協調分子を同定することが重要である。 

２．研究の目的 

 RAS の増殖シグナルを効率的に阻害する為には、RAS 経路の全貌を明らかにするこ

とが必要である。常に同じシグナルを活性化するとは限らない多様性のある RAS シグナ

ルにおいて、シグナル経路の差に応じた生存に必要な分子の同定は可能であるのか、最終

的には「癌細胞の RAS シグナルパターンを適切に評価し、生存に必要な分子を同定する

ことで、RAS 変異がある癌の治療に応用が可能ではないか」と考えている。 

そこで、網羅的な解析を行える CRISPR library によるスクリーニングを使用すること

で、癌遺伝子の全貌を解明が可能であると考えられる。本

研究では CRISPR システムを用いて NRAS のシグナル経

路に関わる新たな遺伝子の同定を目的とした。 

３．研究の方法 

 RAS には NRAS、KRAS、HRAS の 3 種類が報告されているが、NRAS と KRAS は癌遺

伝子としての作用が強く、働きも似ている為、NRAS を用いて研究を遂行することした。 

 これまでに部位特異的に遺伝子編集ができる CRISPR-Cas9 とドキシサイクリン(Dox)

発現誘導ベクターを同時に用いて、内因性の NRAS をノックアウトしながら、外因性に

Tet 誘導型の変異 NRAS を発現できる THP-1 細胞株の樹立に成功した。このことにより、

ドキシサイクリン濃度を尺度にして発現量の調整が可能となった(図１)。今回樹立された



NRAS 発現調整細胞は、ドキシサイクリンの適量添加により、NRAS シグナルを活性化し、

細胞増殖を誘導することができる。また、高発現により付加的と思われるシグナルを活性

化し、細胞周期の低下に陥っていると思われる。この NRAS 発現調整細胞株は RAS シグ

ナルの多様性を研究する上で、非常に有用であると考えられる。 

 CRISPR library は約 7 万種類のガイド RNA から構成される非常に強力な変異誘導シス

テムであり、かつ、細胞死を誘導するようなガイド RNA の同定も効率的に行うことが可

能である。 

具体的には、NRAS 発現調整可能細胞に CRISPR library を用いてランダムなノックアウ

ト 2 や活性 3 を誘導し、ドキシサイクリンが添加されていない状態で、細胞が死から免れ

るガイド RNA の同定を試みる。 

CRISPR screening で得られた候補分子を細胞株において CRISPR で Knockout と

Activation を用いて、細胞増殖に与える影響を検討する。可能なものは阻害剤を用いて、

細胞増殖能について検討する。  

NRAS 分子の下流を直接・複数阻害することによって、腫瘍細胞の増殖を完全に抑制

できるようにする。 

４．研究成果 

 1. CRISPR library screening による NRAS非依存的増殖可能細胞の樹立 

NRAS 発現調節可能細胞は、ドキシサイクリンの存在下で NRAS シグナルが ON にな

ることで細胞増殖を引き起こす。NRAS シグナルによる細胞増殖機能が働いていない状態

を起こすべく、NRAS 発現調節可能細胞からドキシサイクリンを添加していない状態で、

CRISPR activation library にてランダムな遺伝子の活性化を行いプレートに播種したとこ

ろ、5 クローン(SAM-1、2、3、4、5)のクローンが樹立された。PCR にて増幅させたガ

イド RNA(gRNA)を含む領域を TA クローニングし、シークエンスをしたところ、合計 21

個の NRAS 関連候補遺伝子を得た (Table 1)。 

 

 



   

2. 候補遺伝子に対する NRASシグナル非存在下における細胞増殖誘導能の検証 

  同定された 21 個の NRAS 関連候補遺伝子を NRAS 発現調節可能細胞に導入した。ドキ

シサイクリン未添加の状態で播種してから 3 日後、細胞数をコントロールと比較した。ド

キシサイクリン未添加の NRAS 発現がない状態で、DOHH、KRT32、TAF6 は統計学的に

有意な細胞増殖を認めた(図 2)。コ

ントロールと比して DOHH：1.59

倍、TAF6：1.25 倍、KRT32：1.22

倍であった。 

3. 候補遺伝子に対する定量的

PCR 

 NRAS 発現調節可能細胞をドキ

シサイクリン未添加の状態で 3 日

間培養した細胞と、ドキシサイクリン存在下の細胞を比較した。DOHH と TAF6 はドキシ

サイクリン存在下である NRAS 発現下では発現が上昇し、ドキシサイクリン未添加である

NRAS 未発現下では統計学的に有意な差を認めた(図 3)。 

図 2 



 

4. Q-PCRで有意な発現を認めた候補遺伝子に対する Western Blotting 

NRAS 発現調節可能細胞をドキシサイクリン未添加の状態で 5 日間

培養し、ドキシサイクリン( + )のものにはドキシサイクリンを添加

した後、48 時間後に回収した細胞を使用した。DOHH、TAF6 はど

ちらもドキシサイクリンを添加していない状態と比較して、ドキシ

サイクリンを添加した状態での発現増加が見られた(図 4)。 
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