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研究成果の概要（和文）：KRAS/BRAF変異大腸癌は、抗癌剤に抵抗性を示し、高率に転移や再発を起こす予後不良な疾
患である。KRAS/BRAF変異大腸癌はEGFRシグナルが恒常的に活性化しており、EGFRシグナルを強力に抑制する治療法の
開発が重要である。本研究では、腫瘍融解アデノウイルス製剤がEGFRシグナルを抑制するマイクロRNAの活性化やアポ
トーシスやオートファジーに関連する細胞死の誘導を介してKRAS/BRAF変異大腸癌に対して強力に抗腫瘍効果を発揮す
る事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：KRAS/BRAF-mutant colorectal cancer is an intractable disease that frequently 
shows the refractory to chemotherapy, recurrence and metastatic progression. Since EGFR signaling pathway 
is constitutively activated in KRAS/BRAF-mutant colorectal cancer, the development of novel therapy for 
strongly suppressing EGFR signaling pathway is important issue. Here we show that oncolytic adenoviruses 
have profound antitumor effect through activation of EGFR-suppressive microRNA and induction of 
apoptosis- and autophagy-related cell death against KRAS/BRAF-mutant colorectal cancer.

研究分野：分子腫瘍学、遺伝子治療学
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１．研究開始当初の背景 
KRAS/BRAF 変異大腸癌は、KRAS/BRAF
正常大腸癌に比べて抗癌剤に抵抗性を示し、
高率に転移や再発を起こす予後不良な疾患
である。そのため、KRAS/BRAF 変異の有無
に応じた分子標的薬剤による個別化医療の
開発が進められている。KRAS/BRAF 正常大
腸癌は、抗上皮成長因子受容体（EGFR）抗
体（セツキシマブ、パニツムマブ）に感受性
を示す一方、KRAS/BRAF変異大腸癌はEGFR
の下流にあるRAS/RAF/MEKシグナルが恒常
的に活性化しており、抗 EGFR抗体に抵抗性
を示す。また、BRAF阻害剤は BRAF変異メ
ラノーマに治療効果を示すが、BRAF 変異大
腸癌にほとんど治療効果を示さない事が報
告されている。つまり、KRAS/BRAF 変異大
腸癌に対する有効な治療法はいまだ確立し
ていないのが現状である。 
細胞内シグナルを強力に抑制する因子と
して、マイクロ RNA による調節機構が注目
されている。腫瘍抑制遺伝子 p53によって誘
導されるマイクロ RNA-34は、複数のターゲ
ット遺伝子の抑制を介して癌細胞に細胞周
期停止、アポトーシス、細胞老化を誘導する
事が報告されており、次世代の抗癌治療とし
て臨床応用が進められている。我々は、腫瘍
特異的に増殖するアデノウイルス製剤テロ
メライシン（開発コード：OBP-301）がマイ
クロ RNA-7 の誘導による EGFR の抑制を介
して抗腫瘍効果を発揮する事を最近明らか
にした。マイクロRNA-7は EGFR以外にRAF、
MEK などの EGFR 関連シグナルの複数の遺
伝子を抑制する事が報告されており、p53 に
よって誘導されるマイクロ RNA-34 も EGFR
を抑制する。つまり、EGFR シグナル抑制マ
イクロ RNA は KRAS/BRAF 変異大腸癌に対
して強力な抗腫瘍効果を発揮する事が期待
される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、KRAS/BRAF 変異大腸癌の治
療抵抗性における EGFRシグナルの活性化を
検証し、EGFRシグナル抑制マイクロ RNAの
誘導を利用したKRAS/BRAF変異大腸癌に対
する新規治療法の開発を行う事を目的とし
た。KRAS/BRAF 変異大腸癌の治療抵抗性に
関与する EGFRシグナルの活性化や EGFRシ
グナル抑制マイクロ RNA の治療効果に関す
る分子基盤を得ることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）KRAS/BRAF変異大腸癌における血清飢
餓状態に対する抵抗性獲得の検討 
 KRAS変異大腸癌細胞株 2種類（SW620、
DLD1）、BRAF変異大腸癌細胞株2種類（HT29、
RKO）を用いて、臨床で用いられる血管新生
阻害剤に対する治療感受性を評価するため
に、血清飢餓状態で 48 時間培養した場合の
アポトーシスやオートファジーに関連する
細胞死の誘導能をウェスタンブロット法で

検討する。 
 
（2）KRAS/BRAF変異大腸癌に対する血清飢
餓状態による EGFRシグナル活性化の検討 
 KRAS/BRAF変異大腸癌細胞株 4種類を用
いて、血清飢餓状態で 48 時間培養した場合
の EGFRや下流の Akt/Erkシグナルの活性化
状態についてウェスタンブロット法で検討
する。 
 
（3）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA を誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤の治療効
果の検討 
 KRAS/BRAF の変異を持たない大腸癌細胞
株 2 種類（SW48、Colo320DM）を加えた
KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌細胞株 6種
類を用いて、EGFR抑制マイクロ RNAを誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤 OBP-301、
OBP-702 の治療効果を XTT アッセイ法にて
検証する。 
 
（4）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA を誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤の細胞死
誘導能の検討 
 KRAS/BRAF 変異の異なる大腸癌細胞株 6
種類を用いて、EGFR抑制マイクロ RNAを誘
導する腫瘍融解アデノウイルス製剤OBP-301、
OBP-702のアポトーシスやオートファジーに
関連する細胞死の誘導能をウェスタンブロ
ット法で検討する。 
 
（5）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA を誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤の EGFRシ
グナル抑制効果の検討 
 KRAS/BRAF 変異の異なる大腸癌細胞株 6
種類を用いて、EGFR抑制マイクロ RNAを誘
導する腫瘍融解アデノウイルス製剤OBP-301、
OBP-702 の感染による EGFR や下流の
Akt/Erk シグナルの抑制効果についてウェス
タンブロット法で検討する。 
 
（6）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA の治療
効果の検討 
 KRAS/BRAF 変異の異なる大腸癌細胞株 6
種類を用いて、EGFR抑制マイクロ RNAの発
現誘導による治療効果について XTT アッセ
イ法で検討する。 
 
４．研究成果 
（1）KRAS/BRAF変異大腸癌における血清飢
餓状態に対する抵抗性獲得の検討 
 血清飢餓状態の培養条件下でKRAS変異大
腸癌細胞株はアポトーシスやオートファジ
ーの誘導を認めたが、BRAF 変異大腸癌細胞
株ではアポトーシスやオートファジーの誘
導を認めなかった。 



 
（2）KRAS/BRAF変異大腸癌に対する血清飢
餓状態による EGFRシグナル活性化の検討 
 血清飢餓状態の培養条件下でKRAS変異大
腸癌細胞株は、EGFR の発現や下流のAkt/Erk 
のリン酸化が著明に抑制されたのに対し、
BRAF変異大腸癌細胞株はEGFR の発現が上
昇し、Akt/Erk のリン酸化も維持された。 
 
（3）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA を誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤の治療効
果の検討 
 KRAS/BRAF 変異を持たない大腸癌細胞株
と KRAS 変異大腸癌細胞株は、OBP-301 と
OBP-702 の感染後 72 時間の生存率が著明に
抑制され高感受性を示した。一方、BRAF 変
異大腸癌細胞株は OBP-702 によって生存率
が抑制され感受性を示したが、OBP-301によ
って生存率があまり低下せずやや抵抗性で
あった。 
 
（4）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA を誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤の細胞死
誘導能の検討 
 OBP-301 は、KRAS/BRAF 変異を持たない
大腸癌細胞株とKRAS変異大腸癌細胞株に対
して濃度依存的にオートファジーを主体と
する細胞死を誘導したが、BRAF 変異大腸癌
細胞株に対してオートファジーを誘導しな
かった。一方、OBP-702は KRAS/BRAF変異
の異なる全ての大腸癌細胞株に対してアポ
トーシスとオートファジーに関連する細胞
死を濃度依存的に誘導した。 
 
（5）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA を誘導
する腫瘍融解アデノウイルス製剤の EGFRシ
グナル抑制効果の検討 
 OBP-301 は、KRAS/BRAF 変異を持たない
大腸癌細胞株とKRAS変異大腸癌細胞株にお
ける EGFR-KRAS-Erk シグナルの抑制を示し
た が 、 BRAF 変 異 大 腸 癌 細 胞 株 の
EGFR-BRAF-Erk シグナルの抑制を示さなか
った。一方、OBP-702は KRAS/BRAF変異の
異なる全ての大腸癌細胞株において
EGFR-KRAS/BRAF-Erk シグナルの抑制を示
した。 
 
（6）KRAS/BRAF変異の異なる大腸癌に対す
る EGFR シグナル抑制マイクロ RNA の治療
効果の検討 
 OBP-301とOBP-702が誘導するEGFR抑制
マイクロRNAのマイクロRNA-7はKRAS変
異大腸癌細胞株の生存率を低下させ、
OBP-702が誘導するEGFR抑制マイクロRNA
のマイクロ RNA-34は BRAF変異大腸癌細胞
株の生存率を低下させた。 
 

 以上の結果から、KRAS/BRAF 変異大腸癌
に対して腫瘍融解アデノウイルス製剤
OBP-301、OBP-702は EGFRシグナル抑制マ
イクロ RNA の誘導を介して EGFR シグナル
を強力に抑制して細胞死を誘導する新規治
療法となる可能性が示唆された。 
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