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研究成果の概要（和文）：これまでに色々な遺伝子変異を持った肺癌に対する治療法が開発されてきたが、KRAS
遺伝子変異を有する肺癌の治療法は確立されていない。私達は、DNAから蛋白が作られる際の中間物質であるRNA
に対する治療薬としてmicroRNAに注目した。これまでに開発してきたmiR-4689, MIRTXの効果を検討し、さらに
KRAS変異肺癌で低下しているmicroRNAを網羅的に探索し、その中から最も良くKRAS変異癌に効くmiR-329-3p を
同定した。

研究成果の概要（英文）：In our earlier studies, we developed miR-4689 and MIRTX (miR-29b-1-5p 
complementary sequence) for KRAS mutated colon cancer. In this study, we tried to test whether these
 microRNA would be effective in inhibiting KRAS mutated non-small cell lung cancer or small cell 
carcinoma because these diseases are major clinical problems.  MIRTX, rather than miR-4689 had a 
stronger tumor suppressive effect, but it was still not sufficient. RNA sequence analysis indicated 
many microRNAs that were down-regulated in the KRAS mutated H292 cells as compared with KRAS wild 
type H292 lung cancer cells. Among them we found that miR-329-3p efficiently inhibited KRAS mutated 
tumor cells and also small cell carcinoma cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MicroRNAは22塩基程度の短いRNA鎖であり、メッセンジャーR N A(mRNA)の3’UTR（非翻訳領域）に結合して、
mRNAの蛋白への翻訳を阻害する。今回、我々が新たに見出したmiR-329-3pは低濃度でKRAS変異を導入したH292細
胞の増殖をよく抑制し、更に悪性度の極めて高い肺小細胞癌に対しても著明な抗腫瘍効果を示した。これらの結
果は、従来満足のいく治療法がなかった肺癌の治療に大きな希望を与えるものである。

※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 
 肺癌の分子標的治療は目覚ましい進歩を遂げ、現在、EGFR 遺伝子変異、ALK 融合遺伝子、

ROS1融合遺伝子、BRAF遺伝子変異の非小細胞肺癌（Non-Small Cell Lung Cancer: NSCLC）

おいては、実臨床でそれぞれの分子標的治療薬が使用され、従来の細胞障害性抗癌化学療法と比

較して極めて高い治療効果が得られている。さらに、近年の次世代シークエンサーを用いた遺伝

子解析の普及により、無数の新たな遺伝子変異が明らかとなり、肺癌診療においては個別化医療

の実現が現実のものとなりつつある。しかしながら、その一方で、全ての遺伝子変異が治療対象

となる actionable mutationという訳ではない。アンメットニーズとして KRAS 変異肺癌（非小

細胞肺癌 10%）と小細胞肺癌については未だ有効な治療法がない。KRAS遺伝子変異は、EGFR

に次ぐ第 2の Driver Oncogeneである。しかし、変異型 KRAS を標的とした薬剤でこれまでに統

計学的に無再発生存期間、全生存期間共に有効性を示すことができたものは存在せず、現状では、

「遺伝子変異陰性 NSCLC」として細胞障害性化学療法や免疫チェックポイント阻害薬による治療

が行われている。そのため、新規治療法の開発が切望されている。また、肺小細胞癌の治療法も

現在のところ困難であり予後不良である。 
 
２．研究の目的 
核酸医薬は抗体医薬品と異なり、速やかにかつ比較的安価に合成が可能である事から、次世代の

癌治療の主力となり得ると期待されている。本研究では、核酸医薬が KRAS 遺伝子変異陽性肺癌

の新たな治療選択肢となりうるかを検証する。MicroRNA は標的遺伝子の 3’非翻訳領域と結合

することで蛋白発現を制御し、細胞増殖や分化に関与する。これまでに KRAS 変異型大腸癌にお

いて miR-4689 や MIRTX (miR-29b-1-5p complementary sequence)が抗腫瘍効果を発揮したこと

から、本研究では肺癌に対してこれら核酸医薬の効果を検証するとともに、新たに KRAS 変異株

を作成し、新たな microRNA 治療剤を開発することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）まずこれまで KRAS 変異陽性大腸癌に対する治療剤として開発を進めてきた miR-4689 や

MIRTX が KRAS 遺伝子変異陽性肺癌に対しても有効であるかどうかを検討する。 

（２）細胞株としては、KRAS 変異陽性肺癌細胞株である A549 と H441、KRAS 野生型として粘表

皮癌細胞 H292 と H1925（EGFR 変異あり）、小細胞癌は SBC3 用いた。 

（３）さらに詳細な検討を行うため、KRAS 遺伝子変異を持たない粘表皮肺癌細胞 H292 に非小細

胞肺癌(NSCLC)で高頻度に認められる G12C 変異を有する KRAS タンパクを過剰発現させるプラス

ミドを導入し、恒常発現細胞株 KRAS-H292 を作製する。 

（４）KRAS 変異 NSCLC で発現が変化する microRNA を同定するために、G12C 変異を有した KRAS

タンパク過剰発現細胞株、wild-type 細胞株のサンプルを microRNA-seq に提出し、網羅的な解

析を行う。野生型に比べて KRAS-H292 で発現低下を示す microRNA のうち 12 個を抽出し、最も

抗腫瘍効果の高い microRNA を同定する。 

 

４．研究成果 

当初は wild type（WT）の KRAS を発現している H292 細胞の WT KRAS を CRISPR/Cas9 システムを

用いてノックアウト（KO）した上で、WT または mutant の KRAS を導入し、H292-KRASwt 細胞と

H292-KRAS mut 細胞における核酸医薬の効果の違いを観察する予定であったが、KO 細胞の作製



がうまくいかなかったため計画を変更し、H292 細胞に NSCLC で高頻度に認められる G12C 変異を

有する KRAS タンパクを過剰発現させるプラスミドを導入し、恒常発現細胞株（KRAS-H292）を作

製した。MiR-4689 は H292（KRAS wild）, SBC3, H441 の細胞増殖を抑制したが、H292 (KRAS mut), 

A549, H1975 に無効であった。MIRTX は概してよく効いたが小細胞癌には無効であった。H292 

(KRAS wild) と H292 (KRAS mut) の small RNA を抽出し microRNA seq を行い、KRAS 変異型で

２分の１以下に発現減少する 12 種類の miRNA を選択し、KRAS 変異株に添加した時に抗腫瘍効果

を示す miRNA を探索した。4種類の miR が KRAS wild H292 に比べて KRAS mut H292 に高い抗腫

瘍効果を示した（図１、矢印）。このうち miR-329-3p は小細胞癌 SBC3 を含む全ての肺癌細胞に

有効であった（図２）。以上から、肺癌治療のアンメット領域において miR-329-3p は次世代の肺

癌治療剤として期待されると考えられた。 

 

 
図１.  KRAS mutated H292 で発現低下した１２種類の miRNA のうち、KRASwild H292 よりも
KRASmut H292 によく効いた miRNA を４種類同定した（赤矢印）。 
 

 
 

 
 
図２.増殖アッセイ miR-329-3p は KRAS 変異肺癌、小細胞癌の増殖を有意に抑制した。 
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