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研究成果の概要（和文）：がん細胞のDNAに起こる突然変異はさまざまな遺伝子の発現パターンを変化させて、がん細
胞の増殖能力や生存能力を異常なまでに活性化する。本研究では、がん細胞で最も高頻度に起こるRAS遺伝子の突然変
異が細胞死を促す遺伝子の転写を抑制する分子機構を解析した。その結果、Erk2タンパク質のリン酸化酵素活性が転写
抑制に必要であることを見出した。また転写が抑制されるときには、遺伝子周辺でヒストン修飾などのクロマチン環境
が大きく変化するが、これは遺伝子の転写が抑制されたことが引き金となって起きていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Cancer is caused by DNA mutations. Some mutations cause alterations in gene 
expression, which result in abnormal growth and viability in cancer cells. We uncovered the molecular 
mechanism of transcriptional repression induced by an oncogenic RAS mutation, one of the most recurrent 
mutation in cancer. Phosphorylation activity of protein kinase Erk2 is required for RAS-induced 
transcriptional repression. Moreover, transcriptional repression triggers alteration of chromatin 
environment including histone modification.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 転写　エピジェネティクス　RAS
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１．研究開始当初の背景 
RAS シグナル伝達経路は様々な遺伝子の転
写量を調節することにより細胞の増殖と生
存を制御している。多くのがん細胞では RAS
遺伝子に活性化型の突然変異が起こり、この
変異 RAS タンパク質が発する過剰な増殖・
生存シグナルが細胞の発がんや悪性化を引
き起こしている。例えば RAS 遺伝子の活性
化変異は、がん化に抑制的に働く Fas 遺伝子
の転写を抑制することが知られている１）。 

Fas の転写が抑制される分子機構を明ら
かにしようとする試みは、海外の複数の研究
グループによりなされている １ ） ２ ）。
Wajapeyee らは、Zfp354B タンパク質が Fas
遺伝子プロモーター領域に DNA メチル化酵
素を誘導し、メチル化量を増加させることに
よって転写を抑制するモデルを提唱した３）。
しかしながら、このモデルを検証するために
我々が行った実験の結果、Fas のプロモータ
ー領域は RAS シグナルが活性化する以前の
時点で高度にメチル化されており、RAS シグ
ナルに応答したメチル化量の変化は認めら
れなかった。また、DNA メチル化量が極め
て少ない Uhrf1 遺伝子ノックアウト細胞で
もFasの転写抑制は観察された。このことは、
Fas の転写抑制には DNA メチル化は必要で
なく、DNA メチル化に非依存的な転写抑制
機構が存在することを示していた（未発表）。 

そこで我々は、RAS シグナルの活性化が
引き起こす転写の変化とエピゲノムの変化
を解析し、これまでに次の 3つの知見を得た。 
(1) shRNAライブラリのスクリーニングによ
り、Fas の転写を抑制する制御因子を探索し、
複数の候補遺伝子を得た。Fas タンパク質は
細胞表面の受容体をコードしており、Fas 発
現量の高い細胞をフローサイトメトリーに
より分取できる。そこで細胞に shRNA ライ
ブラリを導入し、Fas を転写抑制できない
（Fas タンパク質を高発現した）細胞を単離
した。この細胞がもつ shRNA とその標的遺
伝子を決定し、転写抑制に必要な候補遺伝子
を得た。 
(2) RAS シグナルに応答して転写抑制される
遺伝子群を同定した。RAS シグナルの活性化
が引き起こすトランスクリプトームの経時
変化を RNA-seq により解析した。発現変化
のパターンにより遺伝子を分類し、RAS シグ
ナルに応答して転写抑制される遺伝子群を
同定した。 
(3) RAS シグナルが引き起こすエピゲノムの
変化を明らかにした。RAS シグナルに応答し
て転写抑制される遺伝子の周辺では、ヒスト
ン H3 リ シ ン 27 ト リ メ チ ル 修 飾
（H3K27me3）が増加することを見出した。
このエピゲノム変化を経時的に観察すると、
はじめに転写量が変化し、次に H3K27me3
修飾量が変化していた。これは、ヒストン修
飾の変化が転写の変化を引き起こすという
これまでの概念を覆すものであった４）（論文
発表済み)。 

 
２．研究の目的 
がん原遺伝子 RAS に起こる活性化型の突然
変異が、がん抑制性の遺伝子群を転写抑制す
る分子機構を解明することを目的として本
研究を遂行した。RAS 遺伝子に起こる活性化
型の突然変異はFas遺伝子をはじめとするが
ん化に抑制的に働く遺伝子群の発現を転写
レベルで抑制するが、その分子機構は不明で
ある。そこで、転写抑制にはたらく制御因子
を同定し、その活性が RAS シグナルに応答
して変化する仕組みを解明する。また、転写
抑制にともなって起こるエピゲノム変化の
分子機構とその役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Fas 遺伝子を転写抑制する制御因子の同
定と転写抑制機構の解析 
RAS の活性化型変異体を発現し、Fas が転写
抑制されている NIH3T3 細胞に shRNA ライブ
ラリを導入した。数日間の培養後、Fas タン
パク質発現量が増加した細胞（Fas の転写抑
制が起こらなくなった細胞）をフローサイト
メトリーにより分取し、この細胞がもつ
shRNA とその標的遺伝子を、Fas 遺伝子の転
写抑制に必要な遺伝子として同定した。 

上述のスクリーニングにより得られた
Mapk1（Erk2）遺伝子が、本当に Fas の転写
抑制に必要かを調べる確認実験では、異なる
6 種類の Mapk1 shRNA を作製し、Fas の転写
抑制に与える影響を調べた。Mapk1 をノック
ダウンするとFasの転写抑制が起こらなくな
り、ノックダウン効率と転写抑制の効率とが
負の相関関係にあることを確認した。さらに、
shRNA のオフターゲットの可能性を否定する
ために shRNA 抵抗性の Mapk1 cDNA を作製し
た。この cDNA は Mapk1 shRNA の効果をレス
キューできることを確認した。 

RNA polymerase II（RNP2）のリン酸化状
態の解析では、リン酸化状態に関わらず RNP2
を認識するポリクローナル抗体を使用し、
SDS ポリアクリルアミド電気泳動による易動
度の違いを利用してリン酸化状態を調べた。 

Erk2 のリン酸化酵素活性が Fas 遺伝子の
転写抑制に必要か調べる実験では、Erk2 の
ATP 結合部位（K52）と酵素活性中心（T183, 
Y185）の変異体 cDNA を作製した。内在性 Erk2
をノックダウンした NIH3T3 細胞にこの変異
体 cDNA または野生型 cDNA を導入し、Fas の
転写抑制に与える影響を解析した。Erk2 のク
ロマチン結合能の解析では、HA 標識 Erk2 を
発現した NIH3T3 細胞を作製し、HA 抗体を用
いたクロマチン免疫沈降（ChIP）を行った。 
 
 (2) RASシグナルの活性化により転写抑制さ
れる新規標的遺伝子の同定 
NIH3T3細胞および活性化型RAS遺伝子を発現
した NIH3T3 細胞のトランスクリプトームを
RNA-sequencing により解析した。これら 2つ
のトランスクリプトームの比較により、RAS



シグナルに応答して転写抑制される約100個
の遺伝子を抽出した。次に野生型 Mapk1 cDNA
および不活性化型 Mapk1 cDNA を発現した細
胞の RT-qPCR 解析を行い、これら 100 個の遺
伝子の中から Erk2 のリン酸化酵素活性に依
存して転写が抑制される 30 個の遺伝子を同
定した。 
 (3) 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る
H3K27me3 修飾変化の分子機構と役割の解明 
CRISPR-Cas9 の実験では、NIH3T3 細胞に
CRISPR発現ベクターとsgRNA発現ベクターを
導入し、安定発現株を作製した。その後、PCR
によるスクリーニングを行い、Ephx1 遺伝子
の転写開始点付近が欠失した細胞のクロー
ンを得た。Ephx1 遺伝子の発現が喪失してい
ることは RT-qPCR により確認した。また、
Ephx1の転写が、Ephx1遺伝子領域のH3K27me3
修飾に与える影響を、抗 H3K27me3 抗体を用
いた ChIP 解析により調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1) Fas 遺伝子を転写抑制する制御因子の同
定と転写抑制機構の解析 
がん原遺伝子 RAS の活性化型の突然変異が、
Fas 遺伝子をはじめとするがん抑制性の遺伝
子群の転写を抑制する分子機構を解明する
ために、shRNA ライブラリのスクリーニング
を行い、Fas 遺伝子の転写抑制に必要な遺伝
子を探索した。その結果、RAS シグナルの下
流で働くタンパク質リン酸化酵素Erk2がFas
遺伝子の転写抑制に必要であることが明ら
かになった。 

Erk2 タンパク質は基質タンパク質をリン
酸化することでさらに下流にシグナルを伝
達するのと同時に、細胞質から核内へ移行し
てクロマチンに結合し、遺伝子の発現を直接
制御することが報告されている５）。また、Erk2
のクロマチン結合能は Erk2 のリン酸化活性
非依存的に起こる５）。そこで、リン酸化酵素
活性を失った Erk2 変異体 cDNA を作製し、こ
れがFas遺伝子の転写を抑制できるか検証し
た。その結果、Fas遺伝子の転写抑制にはErk2
のリン酸化酵素活性が必要であることが明
らかになった。すなわち、RAS シグナルは下
流のリン酸化酵素 Erk2 を介してさらに下流
の基質タンパク質をリン酸化することで、
Fas 遺伝子の転写を抑制すると考えられた。 

Erk2 は多くの基質タンパク質をリン酸化
することが知られている。本研究では、Erk2
が RNP2 をリン酸化して、標的遺伝子を転写
抑制している可能性を検証した。活性化型
RAS 遺伝子を発現した NIH3T3 細胞では、RNP2
のリン酸化状態が亢進しており、RAS シグナ
ルによって RNP2 がリン酸化されていること
が示唆された。そこで ChIP 解析により、転
写抑制される標的遺伝子領域に Erk2 が直接
結合しているか検証した。しかし本研究では、
Erk2 とクロマチンとの結合を示す証拠は得
られなかった。Erk2 は核質で遊離の RNP2 を

リン酸化して、そのクロマチン結合能と標的
遺伝子の発現パターンを変化させているの
かもしれない。 
 
(2) RAS シグナルの活性化により転写抑制さ
れる新規標的遺伝子の同定 
RAS-Erk2 シグナルの活性化に応答して転写
抑制される新たな遺伝子を探索した。RAS の
活性化型変異体を発現した細胞のトランス
クリプトームを解析し、RAS シグナルに応答
して転写抑制される遺伝子を約100個同定し
た。このうち RAS 依存的かつ Erk2 のリン酸
化酵素活性依存的に転写抑制されている遺
伝子は Fas、Ephx1、Col1a1 遺伝子を含む約
30 個であった。一方、これまでに RAS シグナ
ルに応答して転写抑制されることが報告さ
れていた Par4 や Reck 遺伝子は６）７）、Erk2
の酵素活性非依存的に転写抑制されており、
PI3K などのほかのシグナル経路によって転
写が抑制されていると考えられた。 
 
(3) 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に お け る
H3K27me3 修飾変化の分子機構と役割の解明 
これまでに我々は、RAS シグナルに応答して
転写抑制される遺伝子の周辺で、転写抑制性
のH3K27me3修飾量が増加することを見出し、
論文発表した４）。ここで転写抑制の経時変化
を丁寧に観察すると、まず mRNA 発現量が急
速に低下し、その後で H3K27me3 修飾量がゆ
っくりと増加していた。このことは、転写抑
制の過程で起こるH3K27me3修飾量の増加は、
RAS シグナルに応答して誘導されるのではな
く、転写抑制の結果として起きていることを
示唆している。そこで、RAS-Erk2 シグナルが、
転写抑制の過程で起こる H3K27me3 修飾量の
増加に必要か否か検証した。 

CRISPR-Cas9 実験系を用いて、Ephx1 遺伝
子の転写開始点周辺の DNA 配列を欠失させ、
Ephx1 遺伝子の転写を強制的に停止させた。
その結果、転写が停止した Ephx1 遺伝子周辺
では、RAS-Erk2シグナル非依存的にH3K27me3
修飾量が増加した。このことから、転写抑制
の過程では RAS シグナルが H3K27me3 修飾量
を増加させるのではなく、「転写が停止する
こと」自体が H3K27me3 修飾量の増加を引き
起こしていることが示された。 

以上、研究期間全体を通じて、細胞のがん
化の過程で起こるRAS遺伝子変異とそれに伴
う細胞増殖シグナルが、がん抑制性の遺伝子
を含む遺伝子群を転写抑制する分子機構に
ついて新たな知見を得た。 
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