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１．研究目的･内容 

本研究では核酸医薬を用いて変異 KRAS 遺伝子の発現を選択的に抑制することにより、あるい

は、抗変異 KRAS 核酸医薬とセツキシマブ等のモノクロナール抗体医薬やエルロチニブ等の分子

標的薬との併用により革新的な変異 K-RAS 依存性がんの治療薬開発を目指す。 
1 塩基変異を敏感に認識できる核酸医薬を化学合成し、大腸がん由来細胞 SW48 及び HCT116 中

に発現する変異 KRAS 遺伝子の発現制御効果を評価する。次に、3 次元培養法により癌細胞の増

殖抑制効果を評価し、さらに、LSL-KRAS マウスモデルを用いて in vivo 試験を行う。 

 

２．研究経過及び成果 

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状態なので、EGFR 阻害薬は効果がない。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。 

 

（１）Gapmer アンチセンス核酸による変異 KRAS(G12D)遺伝子発現抑制効果 

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(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。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。 

その結果、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ことが判明した。また、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

が分かった。 

 

（２）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 

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-

PS1 、 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 および変異型 KRAS(G12D)mRNA

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。。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。 

 

（３）Gapmer アンチセンス核酸によ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。その結果、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 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 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。 

 

（４）siRNA 核酸による変異 KRAS(G12D)遺伝子発現抑制効果 

野生型 KRAS 発現株である HeLa 細胞および変異型 KRAS 遺伝子発現株である PK-45H 細胞を

それぞれ用いて、野生型 KRAS 遺伝子に対する siRNA である WT(13)および WT(10)、変異型

KRAS に対する siRNA である G12D(13)、G12D(10)、G12D(8)、G12D(2)の KRAS 遺伝子発現

抑制効果を RT-qPCR 法により評価した。具体的には、HeLa 細胞および PK-45H 細胞へ WT(13)、

WT(10)、G12D(13)、G12D(10)、G12D(8)、G12D(2)を Lipofectamine 2000TM を用いてそれぞ

れ導入し、24 時間後に HeLa 細胞および PK-45H 細胞における KRAS 遺伝子発現変化を RT-

qPCR 法により評価した。なお、ネガティブコントロールにはヒトゲノムに相同配列の見られな

い EGFP に対する siRNA を使用した。その結果、HeLa 細胞における野生型 KRAS 遺伝子の発

現を WT(13)、G12D(8)、G12D(2)が最も効果的に抑制した。次に野生型 KRAS 遺伝子の発現の

抑制に WT(10)、G12D(13)が効果を示し、G12D(10)は最も効果を示さなかった(表 1 HeLa(野生

型 KRAS 発現株))。一方、PK-45 細胞株における変異型 KRAS 遺伝子の発現については、

G12D(13)、G12D(8)、G12D(2)が最も高い抑制効果を示し、次に WT(13)が効果を示したが WT(10)

および G12D(10)は十分な効果を示さなかった(表 1 PK-45H(変異型 KRAS 発現株))。WT(13)は

野生型 KRAS 遺伝子、G12D(13)は変異型 KRAS 遺伝子をそれぞれ最も効果的に抑制し、G12D(8)

および G12D(2)は野生型および変異型 KRAS 遺伝子の区別なく高い抑制効果を示した。このこと

から、野生型および変異型 KRAS 遺伝子特異的な siRNA は、siRNA 相補鎖の 3 末端から数えて

10 塩基以内の配列により規定されることが示唆された。一方、siRNA デザインの理論上最も効果



が期待される WT(10)および G12D(10)は、今回デザインした siRNA においては十分に機能しな

いことが明らかとなった。 

 

（５）KRAS 標的 siRNA を用いたがん細胞増殖抑制効果 

    前述した siRNA による KRAS 遺伝子発現抑制実験において、WT(13)が野生型 KRAS 遺伝

子の発現、G12D(13)が変異型 KRAS 遺伝子の発現をそれぞれ効果的に抑制した。そこで WT(13)

および G12D(13)の細胞増殖抑制効果について、HeLa 細胞および PK-45H 細胞をそれぞれ用い

たコロニーアッセイ法により評価した。コロニーアッセイは HeLa 細胞および PK-45H 細胞へ

WT(13)および G12D(13)をそれぞれ導入し、その細胞を 5 日目培養した後、クリスタルバイオレ

ット染色を行い、細胞のウェルをしめる面積より siRNA の細胞増殖抑制効果を評価した。ネガテ

ィブコントロールには前述の実験と同様にヒトゲノムに相同配列の見られない EGFP に対する

siRNA を使用し、細胞のウェルをしめる面積は ImageJ ソフトウェアで算出した。その結果、コ

ントロール siRNA と比較して WT(13)および G12D(13)のいずれも、HeLa 細胞および PK-45H

細胞の細胞増殖を有意に抑制することが明らかとなった。前述の遺伝子発現抑制実験では、

WT(13)および G12D(13)はそれぞれ野生型 KRAS および変異型 KRAS 遺伝子発現へ指向性を持

った発現抑制を示したが、その一方で、WT(13)による変異型 KRAS 遺伝子発現への影響、およ

び G12D(13)による野生型 KRAS 遺伝子発現への影響が見られ、今回の結果はそれを反映してい

る可能性が考えられる。 

 

まとめ 

Gapmer アンチセンス核酸を用いる研究では、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。 

siRNA 核酸を用いる研究では、ヒト KRAS 遺伝子における c.227G>A 変異を siRNA の標的配

列として、野生型 KRAS 遺伝子に対して 2 種類、変異型 KRAS 遺伝子に対して 4 種類、合計 6

種類の siRNA をデザインし、その KRAS 遺伝子抑制効果およびがん細胞増殖抑制効果について

それぞれ検証を行った。その結果、KRAS 遺伝子発現抑制実験においては、標的とする塩基配列

の 5 末端側より 13 番目に変異が位置する WT(13)および G12D(13)が野生型 KRAS 遺伝子および

変異型 KRAS 遺伝子の発現をそれぞれ効果的に抑制し、siRNA のデザインで期待した実験結果

が得られた(図 2A および 2B)。その一方、がん細胞増殖抑制実験においては、WT(13)および

G12D(13)は HeLa 細胞および PK-45H 細胞のいずれのがん細胞に対しても効果的な細胞増殖抑

制効果を示した。これらは、前述の遺伝子発現抑制実験で見られた WT(13)による PK-45H 細胞

の変異型 KRAS 遺伝子発現への影響、並びに G12D(13)による HeLa 細胞の野生型 KRAS 遺伝子

発現への影響を反映している可能性がある。 
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３．本研究と関連した今後の研究計画 

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、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。特に、コンジ

ュゲート型アンチセンス核酸、siRNA を用いて機能向上を図ることを目指す。合成した核酸医薬

と EGFR 阻害抗癌薬、抗 EGFR モノクロナール抗体医薬セツキシマブおよび分子標的薬エルロ

チニブとの併用による同様の抗癌活性を mRNA 発現定量および細胞増殖抑制効果により評価す

る。 

さらに、LSL-KRAS（G12D）マウスモデルを用いて、KRAS 変異（G12D）すい臓がんモデル

マウスを確立することに成功した。現在、マウス系で評価するための準備として、核酸コンジュ

ゲートの合成、機能評価、およびスケールアップ合成を行っている。同時に、その核酸医薬を用

いて組織特異的に変異 KRAS の発現を誘導可能な LSL-KRAS（G12D）モデルマウスを用いて in 

vivo 試験を実施するための準備を整えている。KRAS シグナル経路の活性化・不活性化の評価は

KRAS 下流のシグナル分子およびリン酸化の定量により行い、細胞死、細胞増殖等の組織学的変

化は免疫染色を用いて評価する。さらに、現在、研究室で繁殖中の LSL-KRAS（G12D）マウス

モデルに発症する腫瘍に対する EGFR 阻害分子標的薬エルロチニブと核酸医薬との併用による

同様の抗癌活性を評価する。 

発展的には、核酸医薬により EGFR 経路のうちの RAS/RAF/MAPK 経路を遮断するとともに、

EGFR 阻害薬により RAS 経路以外の PI3K/AKT/MTOR 経路や JAK/STAT 経路を遮断すること

により治療効果が向上すると期待できる。藤井、神武、岡田の 3 者で綿密に協議しながら、化学

合成→遺伝子発現抑制評価→細胞増殖抑制評価→マウス系でのがん抑制評価を繰り返し、核酸医

薬の機能最適化と既存化学療法薬とのベストミックスを探索し、変異 K-RAS 依存性癌の革新的

な治療薬を開発する。一般に、癌ドライバー遺伝子には 1 塩基変異が多く見出されており、本研



究成果により、核酸医薬が 1 塩基変異を区別して変異型遺伝子を抑制できることが示されれば、

KRAS 遺伝子変異以外にも応用できる可能性が高い。さらに、in vivo での効果を確認して、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。 

さらに本研究プロジェクトの中で、野生型と１塩基変異型の両方の遺伝子を有する細胞内におい

て、両者を区別してその発現定量解析を行うことは事実上困難であることが判明したので、野生

型と１塩基変異型の遺伝子を区別して定量解析するための PCR プライマーの開発に現在取り組

んでいる。3’-末端をホスホロチオエート化したプライマーを用いると PCR 反応に利用する Taq

ポリメラーゼのプルーフリーディング機構が阻害できるので、プライマーの 3’-末端のミスマッチ

が修復されることなく、マッチングした場合にのみ遺伝子が増幅される可能性がある。まもなく

結果が得られる予定である。 

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り、

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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