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■Abstract

	 KRAS mutation is positive in 45% of colon cancer patients, 35% of lung cancer patients, 95% of pancreas cancer patients, and 15% of 

melanoma patients and the patients do not benefit from anti-epidermal growth factor receptor (EGFR) chemotherapy and antibody therapy to 

have poor prognosis for survival. KRAS mutations in codons 12 and 13 were present approximately in 40% of colorectal cancers. It is highly 

challenging to target mutant KRAS gene by synthetic small nucleic acids and can be a breakthrough for undruggable cancers.

	 In the present study, we investigated silencing efficiencies of mutant KRAS(G12D) gene by gapmer antisense oligonucleotides (ASO) using 

HeLa with wild type KRAS and PK-45H with G12D mutation in both alleles. ASOs targeting mutant KRAS (G12D) with 11nt and 9nt 

phosphorothioate gap silenced KRAS(G12D) expression in 81% and 73% efficiency in PK-45H, respectively but affected very little on the 

wild type KRAS expression in HeLa.

	 Key Words; Mutant KRAS Positive Cancer, Nucleic Acid Therapeutics, Gapmer Antisense Oligonucleotides

背景
KRAS遺伝子は癌ドライバー遺伝子の一つで、上皮成長

因子受容体（EGFR）の細胞増殖シグナルを受けて、細胞

増殖を進めるアクセルとしての機能を持っている。KRAS

遺伝子に変異が生じると恒常的にKRAS遺伝子が活性化

された状態となり、EGFRからのシグナルの有無にかかわ

らず、癌は増大を続ける。現在、分子標的薬や抗体医薬な

どのEGFR阻害薬が先進癌治療薬として効果を発揮してい

るが、KRAS遺伝子に変異がある癌ではEGFRからのシグ

ナルを遮断してもKRAS遺伝子は恒常的に活性化された
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図１．EGFRシグナル経路とEGFR阻害薬
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状態なので、EGFR阻害薬は効果がない1－3）。（図1）

KRAS遺伝子の変異は大腸癌の45%、肺癌の35%、膵臓

癌の95%、メラノーマの15%等、多くの癌に高頻度に見ら

れる。その変異はエクソン2、3、4のいずれかに多く、中

でもエクソン2のコドン12とコドン13に頻度高く現れる。

そ し て、 い ず れ も G12D、G12V、G12S、G12C、G13D、

G13Vなどの1塩基だけが変異する点突然変異であり、この

1塩基だけの変異を識別して正常な野生型KRAS遺伝子に

は影響を与えず変異KRAS遺伝子だけを抑制することは

至難の業である4）。

一方、核酸医薬は病気の原因となっている遺伝子を直接

の標的として、配列特異的にその発現を制御することで病

気を治療する新しい概念の医薬として近年大きな注目と期

待を集めている。2018年9月現在、世界で6つの核酸医薬が

承認され、多くの候補物質について臨床試験が実施されて

いる5－6）。

核酸医薬は標的RNAにワトソンクリック型塩基対を形

成することにより塩基配列特異的に結合するため、1塩基

変異を識別することが可能で、変異KRAS依存性癌治療

に威力を発揮する7－9）。

本研究では野生型KRAS遺伝子には影響を与えず、変異

KRAS遺伝子の発現だけを選択的に抑制することができる

精密な核酸医薬を開発することを目的として、Gapmerア

ンチセンス核酸を用いて各種細胞内での野生型KRAS遺

伝子と変異型KRAS（G12D）遺伝子に対する発現制御能

を評価した。

細胞培養
実験にはKRAS遺伝子に変異を持たない子宮頸癌由来

細胞株HeLa細胞、KRAS遺伝子にG12D変異を有する肺

癌由来細胞株T3M-10および膵癌由来細胞株PK-1、PK-59、

PK-45Hを用いた。細胞株は非働化済FBS 10 %（v/v）、

ペニシリン（100 U/ml）およびストレプトマイシン（100 

μg/ml）を含む培地を用いて、5% CO2存在下37℃で培養

した。なお、HeLa細胞はMEM培地、T3M-10細胞はHam 

F-10培地、PK-1、PK-59、およびPK-45H細胞はRPMI-1640

培地をそれぞれの培養に使用した。

Gapmerアンチセンス核酸の導入
細胞株はGapmerアンチセンス核酸導入の前日よりペ

ニシリンおよびストレプトマイシン不含の培地で培養し、

Gapmerアンチセンス核酸導入の18時間前に12ウェルプ

レート（IWAKI）へ1ウェルあたり8×104 個の細胞を播種

した。Gapmerアンチセンス核酸の導入にはLipofectamin 

2000TM（Thermo Fisher Scientific）を用いて、添付説明

書の手順に従い行った。Gapmerアンチセンス核酸の導入

より24時間後に細胞を回収し、野生型および変異KRAS

（G12D）遺伝子発現の変化を解析した。なお、導入に用い

たGapmerアンチセンス核酸はジーンデザイン株式会社よ

り購入したものを使用した。

RT-qPCR法による野生型および変異KRAS(G12D)
遺伝子発現解析

回収した細胞よりRNeasy mini kit（Qiagen）を用いて

Total RNAを抽出し、DNaseI（Thermo Fisher Scientific）

処理を行った後、Oligo（dT）20 primerおよびReverTra 

Ace（TOYOBO）を用いて逆転写反応を行った。合成

し たcDNAはBrilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR 

Master MixesおよびAriaMxリアルタイムＰＣＲシステム

（Agilent）を用いて解析を行い、野生型および変異KRAS

（G12D）遺伝子発現量を内在性コントロールに18S rRNA

遺伝子を用いた∆∆CT法により定量解析した。

qPCRに用いたプライマーは以下のとおりである。

Human KRAS WT解析プライマー:

Forward 5’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG-3’

Reverse 5’-TTGGATCATATTCGTCCACAA-3’

Human KRAS G12D解析プライマー10)

Forward 5’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCAGA-3’

Reverse 5’-TTGGATCATATTCGTCCACAA-3’

18S rRNA解析プライマー10)

Forward 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3′

Reverse 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3′

コロニー形成アッセイを用いたGapmerアンチセンス
核酸の評価

Gapmerアンチセンス核酸の導入から24時間後、HeLa

およびPK-45H細胞を回収し、12ウェルプレートへ1ウェル

あたり1×104 個の細胞を播種した。培養から7日目に細胞

を0.5 % Crystal violet染色液で染色し、フラットベッドス

キャナ（brother）を用いて1200 dpiの解像度で画像の取

り込みを行った後、ウェルを締める細胞コロニーの面積に

ついて画像解析ソフト（ImageJ）を用いて算出した。

結果と考察
ヒトKRAS遺伝子（ACCESSION NC_000012）のmRNA

（ACCESSION XM_006719069） の227G＞ Ａ 変 異 を 含 む

21bpの領域を標的とする下記のGapmerアンチセンス核酸
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（ASO）を用いて、各種細胞中における野生型KRASおよび

変異KRAS（G12D）に対する発現抑制効果を18S rRNAを

比較対象としたRT-qPCR法により評価した。

標的配列 227G＞A-mRNA 219-239（下線部）；

5’-AUAUAAACUU GUGGUAGUUG GAGCUGAUGG 

CGUAGGCAAG AGUGCCUUGA-3’

Gapmerアンチセンス核酸は下記のとおりである。

Anti-KRASwt-ASO-GAP-PS

5’-(Cm)(Cm)(Um)(Am)(Cm)g^c^c^a^c^c^a^g^c^t^c(Cm)

(Am)(Am)(Cm)(Um)-3’

Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11

5’-(Cm)(Cm)(Um)(Am)(Cm)g^c^c^a^t^c^a^g^c^t^c(Cm)

(Am)(Am)(Cm)(Um)-3’

Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9

5’-(Cm)(Cm)(Um)(Am)(Cm)(Gm)c^c^a^t^c^a^g^c^t(Cm)

(Cm)(Am)(Am)(Cm)(Um)-3’

Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS7

5’-(Cm)(Cm)(Um)(Am)(Cm)(Gm)(Cm)c^a^t^c^a^g^c(Um)

(Cm)(Cm)(Am)(Am)(Cm)(Um)-3’

Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS5

5’-(Cm)(Cm)(Um)(Am)(Cm)(Gm)(Cm)(Cm)a^t^c^a^g(Cm)

(Um)(Cm)(Cm)(Am)(Am)(Cm)(Um)-3’

capital letters = RNA, small letters = DNA, Nm = 2’-OMe 

RNA, ^ = phosphorothioate

　Gapmerアンチセンス核酸はいずれも5’-末端から10番

目に変異部位が位置する配列を有し、Anti-KRAS(G12D)-

ASO-GAP-PS11の中央11塩基分はホスホロチオエート

DNA、 両 端5塩 基 ず つ は2’-OMeRNAか ら 成 る21塩 基

Gapmerで あ る。 同 様 に、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-

PS9、-PS7、-PS5はそれぞれ中央のホスホロチオエート

DNA部分がそれぞれ9塩基、7塩基、5塩基となってお

り、その両側は2’-OMeRNAから成る21塩基Gapmerであ

る。Anti-KRASwt-ASO-GAP-PSは 野 生 型KRAS mRNA

とはフルマッチでハイブリッド形成するが、変異型KRAS 

mRNAとは227番目の位置でミスマッチ（Ａ：Ｃ）を形

成する。一方、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11、-PS9、

-PS7、-PS5はいずれも変異型KRAS mRNAとはフルマッ

チでハイブリッド形成するが、野生型KRAS mRNAと

は227番目の位置でミスマッチ（Ｇ：Ｕ）を形成する。ア

ンチセンス核酸による標的RNAのRNaseH依存的サイレ

ンシング機構ではRNaseHがDNA/RNAまたはホスホロ

チオエートDNA/RNAのハイブリッド2本鎖を認識して

RNA鎖を切断する。したがって、上記のGapmerアンチ

センス核酸が標的mRNAとハイブリッドを形成すると、

RNase Hはそれぞれの中央部分を認識して、mRNAを切

断する。この時のホスホロチオエートDNA/RNA塩基対

の長さとミスマッチの存在がRNase活性にどのような影

響を及ぼすか、その結果として遺伝子発現制御効果にどの

ような影響が表れるかを検証した。

変異KRAS(G12D)遺伝子発現抑制効果
　Gapmerアンチセンス核酸Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-

PS11とAnti-KRASwt-ASO-GAP-PSを用いて子宮頸癌由来

細胞株HeLa細胞、KRAS遺伝子にG12D変異を有する肺

癌由来細胞株T3M-10および膵癌由来細胞株PK-1, PK-59, 

PK-45Hに発現する野生型KRAS遺伝子（図2ａ）および

変異KRAS(G12D)遺伝子（図2b）のmRNA発現量をRT-

qPCRを用いて定量した。コントロールASOにはヒトゲ

ノム中には作用する配列を持たないことが知られている

配列のGapmer核酸を用いた。アンチセンス核酸の細胞

導入にはサーモフィッシャーサイエンティフィック社の

Lipofectamine 2000TMを用い、導入後24時間後のmRNA

　　　　　　　　　　図２．�Anti-KRASwt-ASO-GAP-PSとAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11による野生型KRAS (a) 
および変異KRAS(G12D) (b) 
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を定量した。HeLaは対立遺伝子の両方に野生型KRAS遺

伝子を、PK-45Hは対立遺伝子の両方に変異KRAS(G12D)

を、T3M-10、PK-1、PK-59は対立遺伝子の一方にだけ変異

KRAS(G12D)を有している。

図2(a)に示す通り、HeLa細胞ではAnti-KRASwt-ASO-

GAP-PS(ASO WT)が野生型KRAS遺伝子の発現を濃度依

存的に強く抑制しており、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-

PS11(ASOG12D)は野生型KRAS遺伝子の発現にほとんど

影響していない。PK-1細胞、PK-59細胞、T3M-10細胞の

いずれでもAnti-KRASwt-ASO-GAP-PS(ASO WT)とAnti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11の両方が野生型KRAS遺伝

子の発現を濃度依存的に抑制している。

　Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11およびAnti-KRASwt-

ASO-GAP-PSによる変異KRAS(G12D)遺伝子mRNAの発

現抑制効果を定量した結果を図2(b)に示す。

　PK-1細胞、PK-59細胞、T3M-10細胞のいずれでもAnti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11(ASOG12D)によって野生型

KRAS遺伝子への影響は小さく、変異KRAS(G12D)遺伝子

の発現を強く抑制していることが分かる。

Gapmerアンチセンス核酸のGap領域の長さと変異
KRAS(G12D)遺伝子発現抑制効果
　次に、中央のGap領域を11塩基、9塩基、7塩基、5塩

基と変化させたAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11、Anti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9, Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-

PS7, Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP -PS5を 用 い て 野 生 型

KRAS mRNA（図3(a)）および変異型KRAS(G12D)mRNA（図

3(b)）の発現抑制効果を評価した。図3(a)に示す通り、Anti-

KRASwt-ASO-GAP-PSは濃度依存的に野生型KRAS遺伝

子の発現を抑制したが、その他のアンチセンス核酸Anti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-

PS9, Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS7, Anti-KRAS(G12D)-

ASO-GAP -PS5はいずれも野生型KRAS遺伝子の発現には

ほぼ効果を示さなかった。

　　　　　　　　　　　　　図３．�Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11、-PS9、-PS7、-PS5による野生型KRAS (a) 
および変異KRAS(G12D) (b)の発現抑制効果

また、図3(b)に示す通り、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-

PS11とAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9は 濃 度 依 存 的 に

変異型KRAS(G12D)遺伝子の発現を抑制したが、Anti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS7と Anti-KRAS(G12D)-ASO-

GAP -PS5は変異KRAS(G12D)遺伝子に対して弱い抑制効

果しか効果を示さなかった。すなわち、Anti-KRAS(G12D)-

ASO-GAP-PS11とAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9は 野 生

型KRAS遺伝子に比べて変異KRAS(G12D)遺伝子を選択

的に強く抑制しており、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS7

とAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP -PS5はいずれも野生型と変

異型のどちらの遺伝子にも抑制効果をほとんど示さなかっ

た。これはこの2つのアンチセンス核酸の中央のGap領域

が狭すぎたためにRNase HがmRNAを切断する活性が低

下したためと考えられる。とりわけ、ミスマッチを有する

野生型KRAS遺伝子に対してはその影響が顕著に表れたと

考えられる。

細胞増殖抑制効果
　野生型アンチセンス核酸Anti-KRAS wt-ASO-GAP-PS

と2種類の Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11およびAnti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9を用いてHeLa細胞およびPK-

45H細胞の増殖抑制効果をコロニーアッセイにより評価

した。図4(a) (b)に示す通り、Anti-KRAS wt-ASO-GAP-

PSは野生型KRAS遺伝子を有するHeLa細胞の増殖を24

時間後に68%抑制したのに対して、PK-45H細胞の増殖は

22%しか抑制しなかった。一方、Anti-KRAS(G12D)-ASO-

GAP-PS11は両方のアルレに変異KRAS(G12D)遺伝子を有

するPK-45H細胞の増殖を93%抑制したのに対して野生型
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KRAS遺伝子を有するHeLa細胞の増殖は31%しか抑制しな

かった。同様にAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9はPK-45H

細胞の増殖を90%抑制したのに対して野生型KRAS遺伝子

を有するHeLa細胞の増殖は13%しか抑制しなかった。以

上の結果より、Anti-KRAS wt-ASO-GAP-PSはHeLa細胞の

増殖を選択的に抑制し、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11

お よ びAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9はPK-45H細 胞 の

増殖を選択的に抑制することを見出した。これの結果は図

３ (a) (b)に示したAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11とAnti-

KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9による選択的変異KRAS(G12D)

ｍRNAの発現抑制効果とよく一致するものであった。

図４．Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11とAnti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9による細胞増殖抑制効果

結論
　 以 上 の と お り、Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS11と

Anti-KRAS(G12D)-ASO-GAP-PS9は野生型KRAS遺伝子の

発現にあまり影響を与えることなく、変異KRAS(G12D)遺

伝子を選択的に強く抑制することが分かった。今後は引き

続き変異KRAS依存性の肺腺癌、粘液腺腫、膵臓腺管癌な

どへの応用展開を図ると同時に、siRNAを用いる遺伝子

発現制御を評価し、その分子設計により変異KRAS(G12D)

遺伝子の選択的制御を達成したい。また、in vivoでの効果

が確認できれば製薬会社と連携し、前臨床試験、臨床試験

へと進み、世界初の変異KRAS依存性癌治療薬の開発を

実現したい。世界では年間1500万人が癌に罹患し820万人

が死亡している。大腸癌だけでも世界で69.4万人、国内で

5.1万人が死亡し、その約36％が変異KRAS依存性である。

本研究成果により多くの命が救える可能性が広がる。
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