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研究成果の概要（和文）：サバイビンは悪性腫瘍に高発現しているが、KRAS陽性肺腺癌においてサバイビンの役
割はよく知られていない。我々は、28例のKRAS陽性肺腺癌の手術検体と、2つの細胞株でサバイビンが治療法的
分子として有効かどうか調べた。サバイビン高発現群は有意に予後不良であることがわかった。細胞実験ではサ
バイビンノックダウンにより細胞老化が誘導されることがわかった。サバイビンノックダウンにMEK阻害薬であ
るトラメチニブとBcl2阻害薬であるABT-263を併用することにより著明な細胞死を誘導することがわかった。こ
の併用療法はマウス皮下移植モデルでも同様に有効だった。

研究成果の概要（英文）：Survivin is highly expressed in the majority of malignant tumors. However, 
little is known about the roles of survivin in KRAS-mutant lung adenocarcinomas. In the present 
study, we examined 28 KRAS-mutant lung adenocarcinoma tissues and two KRAS-mutant lung 
adenocarcinoma cell lines, H358 and H441, in order to elucidate the potential of survivin as a 
therapeutic target. Patients with tumors immunohistochemically positive for survivin (n=18) had 
poorer outcomes than those with survivin-negative tumors (n=10). In the H358 and H441 cells, 
survivin knockdown alone induced senescence, not apoptosis. However, the H358 cells and H441 cells 
in which survivin was silenced, underwent significant apoptosis following combined treatment with 
ABT-263, a Bcl-2 inhibitor, and trametinib, a MEK inhibitor. Importantly, the triple combination of 
survivin knockdown with ABT-263 and trametinib treatment, clearly induced cell deathin an in vivo 
tumor xenograft model. 

研究分野：肺癌
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１．研究開始当初の背景 
肺腺癌には EGFR tyrosine kinse inhibitor 
(TKI) が有効な EGFR mutant 肺腺癌や
ALK TKI が著効する ALK 融合遺伝子陽性
肺腺癌など画期的な分子標的治療薬が選択
可能な亜型が存在する。ところが日本人の肺
腺癌の約 10%、欧米人の肺腺癌の約 30%を占
める Kras mutant 肺腺癌には特異性の高い
有効な治療法は存在しない。変異により恒常
的に活性化した Kras 蛋白自体の活性を薬剤
で抑制することは技術的に困難とされてお
り、RAS-RAF-MEK-ERKと連なるシグナル
伝 達 を 抑 制 可 能 な MEK inhibitor, 
selmetinib の治療効果が注目されている程
度である。 
正常組織における発現量は乏しく、多くの悪
性腫瘍で高い発現量が確認される分子に
BIRC5 遺伝子にコードされる survivin があ
る。Survivinは inhibitor of apoptosis (IAP) 
family分子であり、主に Caspase3/7を抑制
することが知られている。よって Kras 
mutant 肺腺癌においても治療標的分子とな
りうると推定されるが、Kras mutant肺腺癌
での survivin 発現の意義は十分に探索され
ていない。我々が公共データベースで検索し
たところ、肺腺癌においては survivin mRNA
発現量は有意に overall survivalと相関して
おり、肺腺癌において survivinは恰好の治療
標的分子となりうると推察される。 
 
２．研究の目的 
本研究では suvivinがKras mutant肺癌にお
ける治療標的分子となりうることを示すと
ともに、survivin発現抑制と相乗的に治療効
果を発揮する薬剤を探索する。 
 
３．研究の方法 
KRAS-mutant 肺 腺 癌 28 症 例 と分化型
KRAS-mutant の肺腺癌細胞株（H358, H441）
を用いて探索した。 
 
４．研究成果 
（１）KRAS mutant 肺腺癌組織の多くは TTF-1
と E-cadherinを発現する分化型腺癌であり、
survivin 高発現群は有意に悪性度が高い 
survivin の mRNA 発現量が肺腺癌の outcome
と相関するか否かを Kaplan Meier plotter
で検索したところ、BIRC5 (which encodes 
survivin) mRNA高発現群の生存は低発現群の
それに対し有意に短かった（HR 2.41, 
p=3.1e-13）。ただしこのデータは肺腺癌全体
を対象とした結果であるため、次に外科的に
切除された KRAS-mutant 肺腺癌 28 例を対象
に免疫組織化学的にこれらの癌細胞の
survivin の発現を検討した。結果として
survivin 発現陽性患者（n=18）は survivin
発現陰性患者（n=10）に比べて有意に全生存
期間が短かった（median OS; 54 months vs. 
98 months, P = 0.028）。また、無病再発期
間にも有意差があった。 

肺原発の invasive mucinous adenocarcinoma
の多くは KRAS-mutant かつ TTF-1 陰性であり、
KRAS-mutant肺腺癌細胞株はE-cadherin陰性、
Vimentin 陽性の間葉型が半数を占める
（41/75 55%）、しかし我々の 29 例の
KRAS-mutant 肺腺癌組織の検討では、TTF-1
陽性が 19/29 (66%)、全例が E-cadherin 陽性
であり、切除可能な KRAS-mutant 肺腺癌の多
くはTTF-1を発現する比較的高分化な腺癌で
あった。TTF-1 陽性腫瘍と陰性腫瘍の代表的
な組織像では、浸潤性粘液癌は TTF-1 陰性で
ある。以上の結果から我々は TTF-1 陽性かつ
E-cadherin陽性のKRAS-mutant肺腺癌細胞株
NCI-H358 cells と NCI-H441 cells を用いて
さらなる検討を行った。 
 
（ ２ ） survivin の ノ ッ ク ダ ウ ン は
KRAS-mutant 肺腺癌の細胞分裂を障害し、細
胞老化を誘導する 
survivin が KRAS-mutant 肺腺癌の増殖、生存
に関わるかどうか調べるため、H358 cells, 
H441 cells, およびコントロールとしての
NCI-H1975 cells(EGFR-mutant) に short 
interfering RNA (siRNA) を 用 い た RNA 
interference 法にて survivin の発現を抑制
した。survivin ノックダウンにより H358, 
H441, H1975 全ての細胞株で増殖が抑制され
た。その際、KRAS の下流で主要な増殖シグナ
ルである MAPK 経路で pERK が上昇していたが、
PI3K-AKT 経路のシグナルの明らかな増強は
なかった。Survivin knockdown のみでは
cleaved PARP は観察されず、明らかなアポト
ーシスの誘導はなかった。 
survivin ノックダウンによって扁平で膨化
し多核化した細胞の割合が増えていた。FCM
で細胞周期を測定したところ、4 倍体のピー
クが増加していた。G2/M 期での細胞周期の停
止、2 核細胞の増加を反映していた。更には
8 倍体にピークがあり、2 核細胞は細胞周期
を進めずにいることが示唆された。WB では経
時的に p21 が上昇し、senescence associated
βgalactosidase染色ではsurvivinノックダ
ウン細胞で陽性であることから、survivin ノ
ックダウンにより腫瘍細胞は代償的に MAPK
経路が活性化しているものの、細胞分裂が障
害され、かつ細胞老化したと考えられた。 
 
（３）survivin ノックダウンに加えて BCL2 
inhibitor である ABT-263 と MEK inhibitor
である trametinib の併用は KRAS mutant 肺
腺癌の明らかなアポトーシスを誘導する 
既述のように survivin ノックダウンにより
KRAS-mutant 肺腺癌細胞株には細胞老化が誘
導されたが、明らかに apoptosis することは
なかった。Bcl2 inhibitor, ABT-263 は細胞
老化した細胞を選択的にapoptosisさせると
の報告もあり本研究でも使用した。また、
survivin depletion は MAPK 経路のシグナル
を増強させたことや、既報で ABT-263 との併
用で効果が認められていることからMEK阻害



薬 trametinib を併用することでより相乗的
な効果を期待した。survivin をノックダウン
した H358, H441, H1975 に ABT-263 単剤、
trametinib 単 剤 あ る い は ABT-263 と
trametinib 2 剤を投与したところ、特に両剤
の併用は明瞭に生細胞を減少させた。カスパ
ーゼ 3/7assay では、caspase3/7 の活性が上
昇し、ウエスタンブロッドでは、γH2AX の発
現上昇と claeved PARP の発現が認められた
ことから（、KRAS-mutant 肺腺癌細胞はアポ
トーシスに陥ったと考えられる。また、
trametinib と同様の MEK inhibitor である
selumetinib でもほぼ同等の結果が得られた。
以上の実験結果は survivin 抑制に加えて、
ABT-263 と MEK 阻害薬を投与する治療法は分
化型のKRAS-mutant肺腺癌に対して有効であ
ることを示している。 
 
（４）survivin ノックダウンと ABT-263 と
Trametinib の併用療法は、3次元培養された
分化型KRAS-mutant肺腺癌細胞にも効果的で
ある 
上記の実験結果は平面培養（生体の環境とは
程遠い）での結果であるが、次に生体内にお
ける癌細胞の環境を模倣するため３D on-top
培養を導入した(。同培養法で 50 個の細胞か
らなる micro-spheroid（100μm弱 in size）
を培養することにより微小転移巣（これが大
きくなることが臨床的な再発である）を模倣
した。NC siRNA で介入したスフェロイドは、
経時的に増大したのに対し、BIRC5 siRNA で
介入したスフェロイドの増殖は抑制され、さ
らに survivin knockdown と ABT-263 と
Trametinib の併用療法では生細胞数は顕著
に減少し、スフェロイドは崩壊しアポトーシ
ス小体を観察した。これらの結果から、
survivin ノ ッ ク ダ ウ ン と ABT-263 と
Trametinib の 併 用 療 法 は 生 体 内 の
micrometasitasis を治療しうると推定され
た。 
 
（５）マウス皮下移植実験で survivin ノッ
クダウンおよび AT 療法の併用は上皮型
KRAS-mutant 肺腺癌に有効だった 
survivin ノックダウン及び ABT-263 と
trametinib の併用療法が in vivo においても
有効であるか検討するため、ヌードマウスに
H358 の NC siRNA または BIRC5 siRNA を
transfection した細胞を皮下移植した。
transfectionしたsiRNAの効果は一過性であ
る た め 、 薬 剤 投 与 を 開 始 す る 際 に
Atelocollagen を用いて siRNA を持続的に腫
瘍に投与した。NC siRNA で介入した細胞を移
植したマウスの皮下腫瘤と比較すると
survivin depleted 細胞を移植したマウスの
皮下腫瘍は顕著に増大が抑制された。さらに
ABT-263とtrametinibの併用療法を行ったと
ころ腫瘍は顕著に縮小した。取り出した皮下
腫瘤を免疫組織化学的に検討したところ、
BIRC5 siRNA で介入した腫瘤では腫瘍細胞は

壊死しており、survivin の発現は低下し、
Ki-67 活性は低下していた。これらの結果よ
り、in vivo においても survivin ノックダウ
ンおよび ABT-263 と trametinib の併用療法
は有効であることが示唆された。 
 
（６）KRAS mutant 肺腺癌の TTF-1 をノック
ダウンすると細胞増殖が抑制され、survivin
発現も僅かに低下する 
NKX2.1 siRNA を用いて KRAS-mutant 肺腺癌細
胞株 H358 cells and H441 cells の TTF-1 を
ノックダウンしたところ、H358, H441 の増殖
は僅かながら有意に抑制された。その際、興
味深いことに survivin の発現が低下する傾
向にあった。これらの結果から、TTF-1 陽性
の上皮型 KRAS mutant 肺腺癌においても
TTF-1は癌細胞の生存and/or増殖を促進して
いると考えられる。その生存・増殖促進効果
の一部には survivin が関与していることが
示唆された。 
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