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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫を始め、肺がん、大腸がんなどの一部で見られるBRAF遺伝子の変異は発が
んを引き起こす。そのためBRAF遺伝子変異の機能異常を抑える分子標的阻害薬（BRAF阻害剤）が治療目的で開発
されているが、薬剤耐性が問題となっている。本研究ではその原因の一因にいくつかの非コーディングRNA分子
が関与していることを明らかにした。非コーディングRNA分子は細胞内の蛋白質やRNAの安定性を調節する役割を
果たすことが知られており、今回の研究で同定された非コーディングRNA分子は、MITF蛋白質を始めとしたBRAF
阻害剤耐性に関与している蛋白質の発現を制御することで耐性機序に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：BRAF V600E mutation is a typical driver mutation in oncogenesis reported 
across different types of cancer, such as malignant melanoma, thyroid cancer, lung cancer, 
colorectal cancer etc. Molecular target drugs (BRAF inhibitors) that suppress the dysfunction of 
BRAF gene mutations have been developed for therapeutic purposes, but drug resistance has become a 
problem. In this study, we clarified that some non-coding RNAs are involved in the resistance 
mechanism against BRAF inhibitors. Non-coding RNA molecules are known to play a role in regulating 
the stability of intracellular proteins and RNA. Our data showed that the identified non-coding RNA 
regulate the RNA expression level of genes known to be involved in resistance mechanisms, such as 
the MITF gene.

研究分野：臨床腫瘍学

キーワード： drug resistance　malanoma　BRAF　long non-coding RNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療の現場では、遺伝子の変異に応じてその機能を制御する様々な分子標的薬剤の開発が進んでいるが、治
療過程で薬剤に対する耐性が生じることが臨床的な問題となっている。BRAF阻害剤の耐性メカニズムの一因に非
コーディングRNA分子が関わっていることを明らかにした今回の成果を応用し、腫瘍内の非コーディングRNA分子
を定量化することで、治療効果予測が事前にでき、効果が期待できる患者に必要な治療を提供することが可能と
なるとともに、抵抗性が予測される患者には非コーディングRNAの制御療法を併用することで治療効果を上げる
ことが期待できる。

※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 
がん遺伝子 BRAF の変異は甲状腺がんをはじめ、悪性黒色腫、大腸がん、非小細胞肺がんなど
様々な臓器がんで報告されている代表的なドライバー変異である。もっともよく知られた変異
は BRAF V600E であり、この変異はキナーゼ活性が亢進する機能獲得型変異であることが知られ
ている。そのため、キナーゼ活性を阻害する様々な BRAF 阻害剤がこれまで開発されてきたが、
BRAF 阻害剤単剤での治療効果は由来臓器に依存し大きく異なっている。例えば Vemurafenib に
対する奏効率は悪性黒色腫においては 50%程度であるのに対し、大腸癌では 5%程度にとどまる
ことが報告されている。 
BRAF 阻害剤に対する感受性の違いについて、BRAF 阻害剤に対する後天的な耐性機序の解析の
報告から、BRAF 遺伝子の増幅、NRAS や PIK3CA の変異による CRAF の活性化など、BRAF 遺伝子自
身あるいは増殖シグナルに関わる他の遺伝子の構造の変化により引き起こされることが報告さ
れている。しかし、これら遺伝子構造変異の発生は薬剤負荷による後天的な耐性機序であり、
個々の臓器がんが元来有する BRAF 阻害剤の感受性の違いの説明にはならない。また、大腸がん
や悪性黒色腫の TCGA の網羅的な遺伝子構造解析の比較を行っても、BRAF 変異依存度や BRAF 阻
害剤感受性の差異を説明するコーディング領域の構造的遺伝子変化は観察されないことから、
これら差異は臓器特異的な遺伝子発現に影響を与えるエピジェネティックな修飾や翻訳後修飾
変化が影響を与えている可能性が高いと想起するに至った。そして、転写、RNA プロセッシング、
RNA 分解、miRNA の発現量の調節(ceRNA)、翻訳、 翻訳後修飾など、遺伝子・蛋白発現の様々な
段階に影響を与える long non-coding RNA（以下 lncRNA）に着目した。 
 
２．研究の目的 
ゲノム編集技術を利用した網羅的 lncRNA 発現制御システムを用いて、BRAF 変異依存性に影響
を与える lncRNA の単離、機能解析を行う。 さらに本研究成果をもとに、lncRNA 発現情報を加
味した BRAF 変異腫瘍患者の治療反応性・ 予後予測バイオマーカーの確立と治療の最適化に関
わる研究基盤を確立することを最終目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 網羅的スクリーニング 
 BRAF V600E 変異を有する悪性黒色腫由来細胞株 A375 細胞株に Genome-scale dCRISPR-Cas9 
synergistic activation mediator (SAM)システムを構築した。これは、不活化 Cas9 と 非特
異的転写誘導ドメインの融合タンパク質を用いることで、ガイド RNA による標的遺伝子の発現
を誘導することができる。ガイド RNA は 10,504 種類の lncRNA の 96,458 か所の転写開始点に設
定したライブラリーを用いた(#1000000106, Addgene, USA)。ガイド RNA を導入後、細胞群をダ
ブラフェニブ添加群・非添加群に分け、ダブラフェニブ存在下で残存する細胞から gDNA を抽出
し、ガイド RNA 配列部分を PCR したのち次世代シークエンサーで解析を行い（北海道システムサ
イエンスに解析委託）、ダブラフェニブ耐性に関与すると推測される BRAF 阻害剤耐性 lncRNA 候
補を単離した。 
(2) データベースを用いた lncRNA 発現量と BRAF 阻害剤感受性との相関解析 
網羅的スクリーニングにより単離した上位 50 の lncRNA について、TANRIC データベースおよ
び DepMap データベース用いて、BRAF V600E 変異を有する複数の悪性黒色腫細胞株における BRAF
阻害剤耐性 lncRNA 候補の発現レベルとダブラフェニブに対する IC50 との相関解析を行い、
lncRNA発現量とIC50値の間に正の相関があるlncRNAを同定した。この解析により3個のlncRNA
を同定した。 
(3) in silico による候補 lncRNA の機能解析 
 TANRIC データベースよりその発現量が候補 lncRNA の発現量と正の相関関係がある mRNA を、
この mRNA の発現量を調節する可能性のある miRNA を miRWalk データベースおよび miRTarBase
データベースを用いて同定した。最後に DIANA-LncBase v3 データベースを用いて、候補 lncRNA
と相互作用することが実験的に証明されている miRNA を同定し、lncRNA-miRNA-mRNA ネットワー
クを構築した。さらに候補 lncRNA の発現に関連する mRNA 群について KEGG および GO 解析を行
った。 
(4) 候補 lncRNA および mRNA の発現多寡による生存曲線解析 
 TCGA データベースを用いて、今回の解析で同定された lncRNA, miRNA, mRNA の発現量の多寡
による予後への影響について、生存曲線解析を行った。 
 
４．研究成果 
網羅的スクリーニングにより複数の TCONS ID を得ることができ、ゲノムの位置情報と照らし
合わせ、上位 50個の Ensamble ID を有する lncRNA 遺伝子を同定した。 
次に、BRAF V600E 遺伝子変異を有する悪性黒色腫細胞 13 細胞株のダブラフェニブに対する IC50
のデータを DepMap データベースから、それぞれの細胞株における lncRNA の発現レベルのデー



タを TANRIC データベースから抽出し、ダブラフェニブと発現量の間に正の相関がある 3 つの
lncRNA（SNHG16, NDUFV2-AS1, LINC01502）を同定した（図 1）。 

 
なお、今回同定された
lncRNAは BRAF変異を有
する大腸がん細胞株な
どにおいては高発現を
認めなかったが、これは
BRAF 変異を有する大腸
がん細胞株のデータが
少なかったことにも起
因していると考えられ

た。 
次に、これら lncRNA が、miRNA と結合することで mRNA の遺伝子発現に影響を及ぼす ceRNA 
(competing endogenous RNA)として機能している可能性についてデータベースを利用して解析
を行った。まず、TANRIC データベースを用いて、各 lncRNA についてその発現量が mRNA の発現
量と正の相関にある遺伝子群をそれぞれ単離した。次に miRWalk, miRTarBase を利用して、相補
的な配列を有して実験的にもmRNAの発現量を制御することが知られているmiRNA群を単離した。 
DIANA-LncBase v3 データベースを用いて、候補 lncRNA と相互作用することが実験的に証明され
ている miRNA を同定し、ceRNA 機能として働く lncRNA-miRNA-mRNA ネットワークを構築した(図
2)。 

 
使用したデータベース（miRWalk, miRTarBase, DIANA-LncBase v3）は配列上の相互作用の予測
だけでなく、実験的にも発現制御をしているデータにも基づいていることから、GPI, FAH, GNAL, 
MITF の各遺伝子の発現制御に、これら lncRNA が関与している可能性が強く示唆された。なお
BRAF 阻害剤に対する耐性獲得に MITF の発現上昇が観察されることは過去に報告されており、今
回の報告で発現誘導のメカニズムに LINC01502 が関わっている可能性が示唆された。また、GO
解析および KEGG 解析では、これら lncRNA の発現レベルと正相関を示す mRNA 群は代謝経路や
ERK パスウェイに関与する遺伝子群が多く含まれることが明らかになった。 

最後に今回同定し
た lncRNA および
mRNA の発現レベ
ルと悪性黒色腫症
例の予後について、
TCGA データを用
いて解析を行った
（図 3）。 
それぞれの遺伝子
の発現レベルの中
央値で患者を 2群
に分けて生存解析
を行ったところ、
BRAF 遺伝子変異
を有する患者では、



MITF の発現レベルが高い患者で有意に予後が不良であったが、LINC01502 では発現レベルの違
いで統計学的な予後に差はみられなかった。しかしながら、LINC01502 の高値群で予後が不良と
なる傾向が観察され、MITF 発現レベルの上昇を引き起こすメカニズムの一つとして LINC01502
が関与していることを示唆しているものと考える。 
今回の研究結果から BRAF 阻害剤に対する感受性に影響を与える因子として lncRNA の存在を
明らかにした。さらに、今回用いた手法は BRAF 阻害剤だけではなく、他の分子標的薬剤の耐性
獲得機序の解明にも応用が可能であり、臓器横断的にみられるドライバー変異の臓器毎の感受
性の違いを解明するのに役立つものと考えられる。 
 
（本研究成果については、現在英文論文に投稿準備中） 
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