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研究成果の概要（和文）：KRAS変異多発性骨髄腫に対する有効な治療法は限られている。今回、RNA干渉によっ
てRAS分子経路全体を制御する化学修飾マイクロRNA-143 (miR-143)のKRAS変異多発性骨髄腫に対する抗腫瘍効果
をマウスモデルで評価した。実験の結果、化学修飾miR-143投与は脾臓の腫瘍細胞量およびmiR-143標的タンパク
ERK1/2および増殖マーカーp-Histone H3の発現を有意に減少させることがわかった。一方、骨髄においては、有
意な抗腫瘍効果を認めなかった。以上より、化学修飾miR-143は臓器特異性があるものの多発性骨髄腫モデルに
おいて、有意な抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Effective treatments for KRAS-mutant multiple myeloma are limited. The 
present study evaluated the antitumor potential of chemically modified microRNA-143 (CM-miR-143), 
which regulates the entire RAS molecular network by RNA interference, in a KRAS-mutant multiple 
myeloma mouse model. The result showed that administration of CM-miR-143 significantly reduced the 
amount of tumor cells distributed in the spleen, as well as the expression of the miR-143 target 
gene ERK1/2 and the proliferation marker p-Histone H3. On the other hand, no significant antitumor 
effect was observed in tumor cells distributed to the bone marrow. These findings demonstrated that 
CM-miR-143 induced significant antitumor effects in a multiple myeloma model, although it has organ 
specificity.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 多発性骨髄腫　マウスモデル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、KRAS変異多発性骨髄腫に対しては有効な治療法が限られている。今回の研究によって、KRAS変異多発性骨
髄腫に対する、miR-143を使用した核酸医薬の有効性と特徴を明らかにした。

※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 
 
 多発性骨髄腫は B 細胞に由来する血液腫瘍で、全身障害（貧血、骨障害、腎障害）を来しうる
重篤な疾患である。多発性骨髄腫に有効な治療薬は少なく、プロテアソーム阻害剤やサリドマイ
ド誘導体が用いられるが、不応症例には有効な治療手段がないことが問題である。この薬剤不応
性には RAS 変異の関与が強く示唆されており、実際に、KRAS 変異例ではボルテゾミブ治療後
再発時の生存期間は有意に短い。さらに RAS 変異はきわめて多くの多発性骨髄腫症例（20-45%）
に認められるため重要な治療標的と考えられる。 
 しかし、RAS タンパクは結合可能部位が極めて少ないため低分子化合物による活性阻害が難
しい。加えて、RAS 分子経路は多数の代償活性化機構を持つため、RAS 単独の阻害では治療効
果が限定的である。そのため、これまでの低分子化合物による検討では、RAS を標的とする治
療薬の開発は困難を極めている。 
 そこで我々は、RNA 干渉によって RAS 分子経路全体を制御するマイクロ RNA-143 (miR-
143)に着目した。miR-143 は、RAS のみならずエフェクター経路の複数の分子（Akt、ERK、
SOS1）を RNA 干渉により同時に抑制できるため、極めて有効な RAS ネットワークの阻害薬と
なりうる。実際に我々は、miR-143 に化学的修飾を施して RNase 耐性・阻害活性を向上させた
miR-143#12 を開発して、複数の動物モデルで腫瘍縮小効果を確認している。 
 今回の研究では、上記の化学修飾 miR-143#12 に Lipid nanoparticle (LNP)処理を施して腫
瘍細胞への送達性を向上させた miR-143#12-LNP の KRAS 変異多発性骨髄腫マウスモデルに
おける抗腫瘍活性を評価した。 
 
 
２. 研究の目的 
 
 miR-143#12-LNP の KRAS 変異多発性骨髄腫マウスモデルにおける抗腫瘍活性の評価 
 
 
３. 研究の方法 
 
 マウスモデルの構築には NOG マウスと KRAS変異型多発性骨髄腫細胞（RPMI8226）を使用した。
投与物質として、LNP 包埋した miR-143#12を使用した。マウスには、20 µM 溶液を 100 µLずつ、
尾静脈より隔日で合計 5 回、10 日間投与した。抗腫瘍効果の評価項目として、各臓器腫瘍細胞
量（ヒト細胞マーカーHLA-A）、増殖抑制（p-Histone H3）、全体腫瘍細胞量（lambda light chain）、
miR-143標的遺伝子（KRAS、Akt、ERK1/2）を検索した。 
 
４. 研究成果 
 
 本課題では、(1)モデルマウス改善と血液指標の確立と(2)投与物質の改善、(3)抗腫瘍活性の
評価を行った。 
 
(1)モデルマウス改善と血液指標の確立 
 研究開始当初使用していたモデルでは、ヒト KRAS変異骨髄腫細胞（RPMI8226）は骨髄・脾臓
に播種するものの、個体間でばらつきが多く検討に多くのマウスを必要とする状況であった。ま
た、各臓器の腫瘍細胞量は組織学的（HE、免疫染色）・生化学的（ウエスタンブロット）に分析
できる状態だったが、全身の腫瘍細胞量を総合的に定量する方法がなかった。 
 そこで、シクロホスファミドの前処置をモデル作成に組み込むことで、血中 lambda light 
chain 量を安定的に検出できるモデルの作成に成功した（図 1）。また、骨髄への定着率を著しく
向上させることができた。  
 
(2)投与物質の改善 
 LNP 組成を変更することで活性の変化を検討する予定であったが、作成スケールと調節から投
与までの期間を変更することで、従来よりも活性が 10-20 倍程度高い LNP を作成することがで
きた。 
 
(3)抗腫瘍活性の評価 
 上記のモデルと投与物質を用いて、多発性骨髄腫モデルマウスにおける miR-143#12-LNPの抗

腫瘍効果を評価した。具体的には、各臓器腫瘍細胞量（ヒト細胞特異的マーカーHLA-A 免疫染色）、

増殖抑制（p-Histone H3 免疫染色）、全体腫瘍細胞量（Lambda light chain）、miR-143標的タン



 

 

パク（KRAS、 Akt、 ERK1/2）について評価を行った。投与は、20 µM 溶液を 100 µLずつ、尾静

脈より隔日で合計 5回、10 日間投与した。 

 実験の結果、miR-143#12-LNP は脾臓において HLA-A 陽性腫瘍細胞数を減少させることがわか

った（図 2）。腫瘍組織における lambda light chain 量も同様に有意に減少していた（図 2）。免

疫組織学的染色による検索では、腫瘍組織において miR-143標的タンパクである ERK1/2および

増殖マーカーである p-Histone H3の有意な減少を認めた（図 2）。一方、その他の miR-143標的

タンパクである Akt、 KRASは減少傾向を認めたものの、有意差を認めなかった（図 2）。骨髄ま

たは血中 lambda light chain 量については、有意な抗腫瘍効果を認めなかった（図 2）。副作用

について、経時的体重変化と血液生化学的指標を用いて検索したが、明らかな副作用は認められ

なかった（図 3、4）。以上より、miR-143#12-LNPは臓器特異性があるものの多発性骨髄腫モデル

マウスにおいて、有意な抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。 

 

 
図 1: 血液中の lambda light chain 量の変化。NC: Negative control., MM: RPMI8226細胞投

与群 

 

 
図 2: 免疫組織学的染色による染色強度の比較 

 

 
図 3: 経時的な体重の変化 

 

骨髄・脾臓における腫瘍細胞量と細胞死の評価
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Figure. Cell amount and apoptotic status for RPMI8226 cells disseminated in bone marrow and spleen

(a) Immunoblots for HLA-A, lambda light chain (LCC), and cleaved PARP (human specific).

(b) Densitometric signal intencities for HLA-A, LCC, and cl-PARP as well as the ratio of cleaved PARP and HLA-A.

b

• 骨髄よりは脾臓で腫瘍細胞量の減少傾向が認められた

脾臓においてmiR-143標的タンパクの変化は認められるか？

副作用の検討（体重）

a

Figure. Evaluation for adverse effects

(a) Time course changes of body weights of mice treated with ctl-RNA-LNP (100 nmol/kg) or miR-143#12-LNP (100 nmol/kg).

(b) Complete blood counts and blood biochemical profiles for Kras-mutant multiple myeloma model treated without (no treat, NT) or with 
miR-143#12-LNP (143, 100 nmol/kg) or Ctol-RNA-LNP (C, 100 nmol/kg). There was no significant difference between the treatment and 
vehicle groups. Data are presented as the mean ± SD (n=8 per condition). ns (not significant), 2-tailed unpaired Student’s t-test. WBC, white 
blood cell; RBC, red blood cell; HGB, hemoglobin; HCT, hematocrit; MCV, mean corpus- cular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; 
MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; PLT, platelet; AST/GOT, aspartate aminotransferase/glutamic oxaloacetic transaminase; 
ALT/GPT, alanine aminotransferase/glutamic-pyruvic transaminase; ALP, alkaline phosphatase; BUN, blood urea nitrogen; Cre, creatinine; 
LDH, Lactate dehydrogenase.

NT C 143
0

100

200

300

IU
/L

AST/GOT
0.5640

NT C 143
0

20

40

60

80

100

IU
/L

ALT/GPT

0.8737

NT C 143
0

10

20

30

40

50

IU
/L

ALP
0.2480

NT C 143
0

20

40

60

m
g/

dL

BUN
0.0550

NT C 143
0.0

0.1

0.2

0.3

m
g/

dL

Cre

0.6867

NT C 143
0

200

400

600

Ra
tio

BUN/Cre
0.1598

NT C 143
0

500

1000

1500

2000

2500

IU
/L

LDH

0.1844

NT C 143
0

5

10

15

20

10
^2

/µ
L

WBC

0.0585

NT C 143
0

500

1000

1500

10
^4

/µ
L

RBC

0.6760

NT C 143
0

5

10

15

20

g/
dL

HGB

0.6839

NT C 143
0

20

40

60

%

HCT

0.6295

NT C 143
0

20

40

60

80

fL

MCV

0.9468

NT C 143
0

10

20

30

pg

MCH

0.9350

NT C 143
0

10

20

30

40

50

g/
dL

MCHC

0.8123

NT C 143
0

20
40
60
80

100
120

10
^4

/µ
L

PLT

0.0128

0 2 4 6 8 10
0.5

1.0

1.5

Bo
dy

 w
ei

gh
t (

re
lat

ive
)

Body weight relative
No treat
Ctl-RNA-LNP
miR-143#12-LNP

Days

b

NT: no treat
C:  ctl-RNA-LNP
143: miR-143#12-LNP

• 体重の変化について処置群間で有意差は認められなかった
• 副作用はほとんど認められない



 

 

  

 
図 4: 血液生化学検査結果 

副作用の検討（血液生化学）
a

Figure. Evaluation for adverse effects

(a) Time course changes of body weights of mice treated with ctl-RNA-LNP (100 nmol/kg) or miR-143#12-LNP (100 nmol/kg).

(b) Complete blood counts and blood biochemical profiles for Kras-mutant multiple myeloma model treated without (no treat, NT) or with 
miR-143#12-LNP (143, 100 nmol/kg) or Ctol-RNA-LNP (C, 100 nmol/kg). There was no significant difference between the treatment and 
vehicle groups. Data are presented as the mean ± SD (n=8 per condition). ns (not significant), 2-tailed unpaired Student’s t-test. WBC, white 
blood cell; RBC, red blood cell; HGB, hemoglobin; HCT, hematocrit; MCV, mean corpus- cular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; 
MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; PLT, platelet; AST/GOT, aspartate aminotransferase/glutamic oxaloacetic transaminase; 
ALT/GPT, alanine aminotransferase/glutamic-pyruvic transaminase; ALP, alkaline phosphatase; BUN, blood urea nitrogen; Cre, creatinine; 
LDH, Lactate dehydrogenase.

NT C 143
0

100

200

300

IU
/L

AST/GOT
0.5640

NT C 143
0

20

40

60

80

100

IU
/L

ALT/GPT

0.8737

NT C 143
0

10

20

30

40

50

IU
/L

ALP
0.2480

NT C 143
0

20

40

60

m
g/

dL

BUN
0.0550

NT C 143
0.0

0.1

0.2

0.3

m
g/

dL
Cre

0.6867

NT C 143
0

200

400

600

Ra
tio

BUN/Cre
0.1598

NT C 143
0

500

1000

1500

2000

2500

IU
/L

LDH

0.1844

NT C 143
0

5

10

15

20

10
^2

/µ
L

WBC

0.0585

NT C 143
0

500

1000

1500

10
^4

/µ
L

RBC

0.6760

NT C 143
0

5

10

15

20

g/
dL

HGB

0.6839

NT C 143
0

20

40

60
%

HCT

0.6295

NT C 143
0

20

40

60

80

fL

MCV

0.9468

NT C 143
0

10

20

30

pg

MCH

0.9350

NT C 143
0

10

20

30

40

50

g/
dL

MCHC

0.8123

NT C 143
0

20
40
60
80

100
120

10
^4

/µ
L

PLT

0.0128

0 2 4 6 8 10
0.5

1.0

1.5

Bo
dy

 w
ei

gh
t (

re
lat

ive
)

Body weight relative
No treat
Ctl-RNA-LNP
miR-143#12-LNP

Days

b

NT: no treat
C:  ctl-RNA-LNP
143: miR-143#12-LNP

• 処置群間で有意差は認められなかった
• 副作用はほとんど認められない
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