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研究成果の概要（和文）：RAS-MAPKシグナルは細胞のがん化を防ぐ遺伝子の発現量を低下させてしまう。これは、細胞
のがん抑制機構を崩壊させ、細胞のがん化を促進すると考えられる。本研究課題では、RAS-MAPKシグナルによる遺伝子
発現の抑制機構について研究を実施し、発現が抑制される遺伝子領域で特定のヒストンタンパク質の翻訳後修飾が増加
することを明らかにした。転写が抑制される遺伝子では、転写量が低下した後にこのヒストン修飾量が増加していた。
また、転写抑制に関わる3種類のクロマチンタンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：RAS-MAPK signaling regulates cell growth and survival. It is abnormally activated 
in cancer cells and represses transcription of tumor-suppressive genes to enhance tumorigenesis of the cel
ls. In this study, I investigated the molecular mechanism of RAS-mediated transcriptional repression. RAS-
MAPK signaling increases the amount of a histone modification in transcriptionally repressed genes. The al
teration of the histone modification occurs after alteration of transcription, suggesting that the histone
 modification functions to maintain transcriptionally repressed state. Furthermore, I identified three chr
omatin proteins, which are required for transcriptional repression.

研究分野：

科研費の分科・細目：

細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
RAS は細胞の増殖を制御するシグナル伝達

分子で、下流の MAPK 経路や PI3K 経路などを
介して、細胞の増殖や生存に関わる遺伝子の
発現を調節している。多くのがん細胞ではこ
のRAS遺伝子に異常活性化型の突然変異が起
きているため、RAS タンパク質が常に活性化
した状態にあって、その結果として細胞の増
殖能が亢進している。したがって、RAS-MAPK
シグナル経路と細胞の発がん・悪性化とは密
接に関連している。 
このような背景から、RAS-MAPK シグナルに

よる遺伝子発現制御は古くから研究されて
おり、特に転写活性化される細胞周期関連遺
伝子についてはその機能的な役割や転写活
性化の分子機構がよく調べられている。これ
に対して、RAS-MAPK シグナルにより転写抑制
される遺伝子については不明な点が多い。例
えば、RAS-MAPK シグナルは Fas、Par4、Reck
などのがん化に抑制的に働く遺伝子群を転
写抑制する。このような RAS の遺伝子サイレ
ンシング機能は、がん抑制機構の破綻を引き
起こし、細胞のがん化を促進すると考えられ
ている。しかしながら、遺伝子プロモーター
領域に着目して行われた先行研究では、遺伝
子サイレンシングの分子機構を必ずしも明
らかにできていない。 
転写活性の変化は、一般に、プロモーター

領域で局所的に起こるエピゲノムの変化や、
転写因子の活性・局在変化によって制御され
る。一方で、数百 kb にわたる広範な領域の
エピゲノム環境変化とクロマチン構造変化
が、転写活性に影響を及ぼすことがある。例
えば申請者は、クロマチンの高次構造の形成
にはたらくヒストン H1 タンパク質が細胞老
化の過程で消失し、これが染色体規模のクロ
マチン構造変化に関わっていることを報告
している。また、クロマチン結合タンパク質
CTCF は、染色体の高次構造を変化させて、周
辺遺伝子の発現を調節していることが知ら
れている。 
本研究課題に先立って申請者は、RAS-MAPK

シグナルに応答して転写抑制されるFas遺伝
子に着目し、転写抑制の分子機構を明らかに
するために Fas遺伝子の全長と上流 100kb を
含む BAC レポーターDNA を構築した。これを
マウス胎仔由来線維芽細胞である NIH3T3 細
胞の染色体に挿入して、RAS-MAPK シグナルを
活性化させたが、BAC DNA 上の Fas 遺伝子は
部分的にしか転写抑制されなかった。この結
果は、RAS-MAPK シグナルに応答した Fas 遺伝
子の転写抑制にはFasのプロモーター上の変
化だけでは不十分であることを示している。
すなわち、Fas 遺伝子の転写抑制は、転写因
子の活性・局在変化だけで起こるのではなく、
より広範な染色体領域にわたって起こるエ
ピゲノム変化やクロマチン構造変化が関わ
っていると考えられた。 
 

２．研究の目的 
 
本研究の最終目標は、「RAS-MAPK シグナル

の活性化が数百 kb にわたる広範な染色体領
域の構造変化を引き起こし、がん抑制性の遺
伝子群の転写をサイレンシングする分子機
構を明らかにすること」である。これを明ら
かにできれば、高次のクロマチン構造変化を
介した遺伝子発現制御という点で新しい概
念を提起できる可能性があり、未知の点が多
い核内での染色体高次構造と遺伝子発現制
御との関係を分子レベルで明らかにできる
と期待できる。また、RAS-MAPK シグナルによ
るがん抑制遺伝子の発現制御機構を明らか
にできれば、がん治療の新たな標的を見出す
ことができると予想され、この点で医学的に
も研究の発展が期待できる。 
そこで本研究課題では次の 3 つの研究目的

を設定し、研究を遂行することとした。 
(１） Fas 遺伝子の転写抑制に関わるエピ
ゲノム環境を明らかにする。RAS-MAPK シ
グナルが活性化し、Fas 遺伝子が転写抑制
される過程で、Fas 遺伝子周辺領域で変化
する DNA メチル化やヒストン翻訳後修飾
などのエピゲノム修飾を明らかにする。特
に RAS-MAPK シグナルに応答したエピゲノ
ム修飾の経時変化に着目して解析を行い、
修飾変化と転写変化が起こるタイミング
を明らかにする。また、このエピゲノム修
飾に関わる責任酵素を明らかにして遺伝
子ノックダウン実験を行い、エピゲノム環
境変化が転写に及ぼす影響を明らかにす
る。 

(２） Fas 遺伝子の転写抑制にはたらくク
ロマチン制御因子を同定する。Fas 遺伝子
は細胞表面の受容体タンパク質をコード
しているので、抗 Fas 抗体を用いたフロー
サイトメトリーにより Fas 遺伝子の発現
量を細胞が生きたままモニターできる。そ
こで Fas 遺伝子が転写抑制された細胞に
shRNA ライブラリを導入して、Fas 遺伝子
が高発現するように変化した細胞を分取
する。分取した Fas 高発現細胞では Fas
遺伝子の転写抑制にはたらく因子がノッ
クダウンされていると予想されるので、こ
の細胞がもつ shRNA を決定することによ
りその標的遺伝子を同定する。また、同定
した遺伝子が Fas 遺伝子を転写抑制する
作用機構を解明する。 

(３） （２）で同定したクロマチン制御因
子のゲノムワイドな局在解析を行い、その
標的遺伝子を網羅的に同定する。標的遺伝
子の中にがんの抑制に寄与する遺伝子群
や、特定の生理機能に働く遺伝子群が存在
する可能性を、インフォマティクス解析に
より検証する。 

以上の3つの解析から得られた情報を統合し
て、RAS-MAPK シグナルによる Fas 遺伝子サイ
レンシングの分子機構を明らかにする。 
 



３．研究の方法 
 
本研究で使用したマウス胎仔由来線維芽細

胞株 NIH3T3 は ATCC から購入した。MEF 細胞
は C57BL6 系統のマウス胎仔から樹立した。
これらの細胞は 10%FBS 含有 DMEM (Sigma)を
用いて培養した。RAS-MAPK シグナルを活性化
するために、ヒト HRAS 遺伝子の恒常的活性
化型変異体（G12V）を細胞に導入した。また、
RAS-MAPK シグナルを誘導的に活性化するた
めに、RAF 遺伝子と ER 遺伝子の融合遺伝子
RAF-ER を細胞に導入し、4HT(Sigma)処理によ
り RAF-ER を活性化した。RAS-MAPK シグナル
を活性化した細胞でFas遺伝子の発現が抑制
されていることは、RT-qPCR による mRNA の解
析と、抗 Fas 抗体を用いたフローサイトメト
リーにより確認した。 
Fas 遺伝子の転写抑制に関わるエピゲノム

修飾の探索では、当初 BAC レポーターシステ
ムを用いることを計画していたが、内在性の
Fas 遺伝子領域のエピゲノム環境を直接解析
できる方法に計画を変更した。エピゲノム修
飾の解析ではDNAメチル化修飾をバイサルフ
ァイトシークエンスにより行った。ヒストン
翻訳後修飾の解析は特異的な抗ヒストン抗
体を用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）と
qPCR により実施した。 
全遺伝子の発現定量解析は RNA-seq により

行った。また、全ゲノムのヒストン H3 K27
トリメチル（H3K27me3）修飾の解析では
ChIP-seq を実施した。RNA-seq では細胞から
total RNA を抽出し、polyA精製法により mRNA
を選択的に回収した。これを 2段階の逆転写
反応により二本鎖 DNA に変換した。ChIP-seq
では、免疫沈降により二本鎖 DNA を得た。得
られた二本鎖 DNA の両端にアダプターDNA を
付加してライブラリを作製し、次世代 DNA シ
ークエンサーSOLiD4（Life Technologies）
および HiSeq2000（illumina）を用いて塩基
配列を読み取った。読み取った配列データは
DDBJ Sequence Read Archive (DRA)に登録し
た（accession number DRA001075）。 
shRNA ライブラリのスクリーニングでは、

HRAS G12V を導入し、Fas 遺伝子が転写抑制
された状態の NIH3T3 細胞を使用した。この
細胞に shRNA を発現するレンチウイルス
（Cellecta）を感染させ、残存ウイルスをよ
く除いた後、フローサイトメトリーにより
Fas タンパク質発現量を解析した。shRNA を
導入した細胞集団の中からFasタンパク質発
現量の高い上位 5%を分取し、約 1週間培養し
た。培養した細胞からゲノム DNA を抽出し、
shRNA 配列に隣接するバーコード配列を PCR
で増幅した。これを次世代 DNA シークエンサ
ーGenome Analyzer IIx または HiSeq2000
（illumina）を用いて読み取り、Fas 高発現
細胞がもつshRNAのコピー数とその標的遺伝
子を Deconvoluter ソフトウェア（Cellecta）
により解析した。 
 

４． 研究成果 
 
（１）RAS-MAPK シグナルは Fas 遺伝子領域の
H3K27me3 修飾量を増加させる。 
RAS-MAPK シグナルに応答して Fas 遺伝子周

辺領域で変化するエピゲノム修飾を探索し
た。HRAS G12V 遺伝子またはコントロールベ
クターを導入した NIH3T3 細胞を用いて、Fas
遺伝子プロモーター領域のバイサルファイ
トシークエンス解析を実施し、DNA メチル化
状態を調べた。しかし、2 つの細胞間で DNA
メチル化状態の変化は見られなかった。 
そこで、転写抑制性のヒストン H3 修飾であ

る H3 K9 ジメチル（H3K9me2）、H3 K9 トリメ
チル（H3K9me3）、および H3K27me3 修飾の変
化を ChIP-qPCR により調べた。その結果、Fas
遺伝子とその周辺遺伝子を含む100kb以上に
わたるクロマチン領域で H3K27me3 修飾量が
増加していることが明らかになった。
H3K9me2 および H3K9me3 修飾量に変化は見ら
れなかった。したがって、RAS-MAPK シグナル
が活性化してFas遺伝子が転写抑制された細
胞では、Fas を含む広範な遺伝子領域の
H3K27me3 修飾量が増加することが分かった。 
こ の RAS-MAPK シ グ ナ ル に 応 答 し た

H3K27me3 修飾量の増加と転写抑制との関係
をゲノムワイドで明らかにするために、HRAS
遺伝子導入後の細胞を用いて H3K27me3 の
ChIP-seq 解析と RNA-seq 解析を実施した。特
に転写変化と修飾変化のタイミングを明ら
かにするために、HRAS 遺伝子導入後の転写量
と修飾量の経時変化を重点的に解析した。そ
の結果、RAS-MAPK シグナルに応答して転写が
抑制され、同時に H3K27me3 修飾量が増加す
る遺伝子が 49 個存在した。これら 49個の遺
伝子の転写変化と修飾変化のタイミングを
調べたところ、はじめに転写量が低下し、そ
のあとで H3K27me3 修飾量が増加することが
明らかになった。Fas 遺伝子領域でも同様の
変化が起きていた。 
転写量がはじめに低下し、そのあとで

H3K27me3 修飾量が増加するという以上の結
果は、転写抑制には H3K27me3 修飾変化は必
要でないことを示唆している。この仮説を検
証するために、H3K27me3 修飾酵素である
Suz12 をノックダウンして、Fas 遺伝子の転
写抑制に及ぼす影響を調べた。その結果、
RAS-MAPKシグナルに応答したFas遺伝子の転
写抑制には H3K27me3 修飾変化は必要でない
ことが明らかになった。 
一般に H3K27me3 修飾はヘテロクロマチン

の形成に関わる転写抑制性のヒストン修飾
と考えられているので、修飾変化が転写変化
の後に起きていること、修飾変化が転写抑制
に必要でないことは予想外の結果であった。
そこでこの興味深い知見を論文発表した（雑
誌論文１）。転写抑制の後に起こる H3K27me3
修飾量の増加は、転写抑制状態の維持に働い
ているのかもしれない。 
 



（２）Fas 遺伝子の転写抑制にはたらくクロ
マチン制御因子の同定。 
 
Fas 遺伝子周辺の H3K27me3 修飾量は Fas 遺

伝子の転写抑制と一致して増加するが、転写
抑制には必要でなかった。そこで、RAS-MAPK
シグナルに応答してFas遺伝子を転写抑制す
るクロマチン制御因子を同定するために
shRNA ライブラリのスクリーニングを実施し
た。スクリーニングでは、HRAS 遺伝子を発現
し、Fasの転写が抑制されている細胞にshRNA
ライブラリを導入した。その後、Fas が高発
現するように変化した細胞を、抗 Fas 抗体を
用いたフローサイトメトリーにより分取し
た。 
分取した Fas 高発現細胞では Fas 遺伝子の

発現量が転写レベルで増加していた。そこで、
この細胞からゲノム DNA を抽出し、細胞がも
つ shRNA とその標的遺伝子を決定した。その
結果、Fas 高発現細胞は Mapk1 遺伝子に対す
る shRNA を多くもつことが分かった。Mapk1
遺伝子は MAPK シグナル経路を構成する遺伝
子で、RAS-MAPK シグナルに応答した Fas の転
写抑制に必要である。スクリーニングの結果
として Mapk1 遺伝子が得られたことから、ス
クリーニングの実験系は正しく機能してい
ると考えられた。 
Fas 高発現細胞がもつ shRNA をさらに詳し

く調べた結果、クロマチンや転写に関わる 16
個の遺伝子を得た。これらの遺伝子に対して
さらに複数の shRNA を設計し、Fas 遺伝子の
発現に及ぼす影響を調べた結果、ヒストン修
飾酵素 K、クロマチン結合タンパク質 M、転
写因子 Rの 3個の遺伝子をノックダウンする
と、Fas の転写量が増加することが分かった。
すなわち、これら 3個のタンパク質が Fas 遺
伝子を転写抑制していると考えられた。特に
クロマチン結合タンパク質 Mと転写因子 Rに
ついては、shRNA に非感受性の変異 cDNA を発
現させると表現型がレスキューできた。この
ことから、shRNA が Fas の発現に及ぼす影響
はオフターゲット効果による非特異的なも
のではなく、特異的なものであると考えられ
た。 
また、同定した 3 個のタンパク質のアミノ

酸配列を調べた結果、ヒストン修飾酵素 Kは
MAPK によってリン酸化されるコンセンサス
モチーフ PX(S/T)P 配列をもつことが分かっ
た。ヒストン修飾酵素 K は RAS-MAPK シグナ
ルを介したリン酸化によって酵素活性や細
胞内局在が制御されている可能性が考えら
れた。 
本研究の結果、Fas 遺伝子の転写抑制には

たらくクロマチン制御因子の有力な候補を
得た。現在、候補タンパク質の生化学的な解
析を進めており、候補タンパク質が RAS-MAPK
シグナルに応答してどのようにFas遺伝子を
転写抑制するのか、その作用機構を明らかに
しようとしている。 
 

（３）クロマチン制御因子のゲノムワイドな
局在解析。 
 
Fas 遺伝子の転写抑制にはたらく 3 個の候

補タンパク質のうち、転写因子 Rについては
マウスの細胞を用いたゲノムワイドな局在
解析の報告があり、そのデータがパブリック
データベース（NCBI GEO）に登録されていた。
そこでこのデータを入手し、Fas 遺伝子周辺
領域の転写因子 R の結合部位を調べた結果、
転写開始点周辺を含む複数の領域に結合し
ていることが明らかになった。現在、このデ
ータと本研究課題で実施したRNA-seqのデー
タを統合し、転写因子 Rの標的遺伝子を探索
している。 
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