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研究成果の概要（和文）：KRAS遺伝子異常を有する肺腺癌に焦点を絞り、KRASを標的とするmiRNAを応用した新
規治療法の開発が目的である。miRNAのデータベースより、KRASの3’-UTR領域に強く相互作用する可能性がある
miRNAの候補を探索し、miR-143を含む4種類のmiRNAを選び、KRAS変異ヒト肺腺がん細胞に導入し、細胞増殖実験
を行った。個々のmiRNAを導入しても、KRASや細胞増殖に有意な影響はなかった。一方、4種類のmiRNA mimics 
の導入により、24時間後にKRAS遺伝子の抑制が認められた。以上より、複数のmiRNAの作用により、ヒト肺腺が
ん細胞におけるKRAS発現の抑制が示された。

研究成果の概要（英文）：In our study, we focused on lung adenocarcinoma with the KRAS mutation to 
identify a new therapy for KRAS-mutated lung adenocarcinoma using miRNA to target KRAS. We examined 
the miRNAs correlated to the 3’-untranslated region of KRAS from the miRNA database. Among these 
miRNAs, we focused on four in particular, including miR-143. We analyzed the expressions of KRAS and
 these miRNAs in a human adenocarcinoma cell line by transfection of each of the four miRNAs mimics.
 Although the expression of KRAS in the lung adenocarcinoma cell line was not knocked down by 
transfection of any of these mimics, the expression was knocked down by transfection of a mixture of
 the four mimics.

研究分野：病理学

キーワード： 肺腺癌　miRNA　KRAS
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１．研究開始当初の背景 

原発性肺癌には従来の治療に抵抗性を示す

予後不良な症例が多く、その病態の解明およ

び新規治療法の確立が急がれる。EGFR や ALK

遺伝子に変異のある症例に対しては、新規の

分子標的治療法が開発され、従来の化学療法

と比較して著効例が多い。しかしながら、原

発性肺腺癌において、遺伝子異常の頻度が比

較的高い KRAS に対しては、分子標的治療法

は確立していない。一方で、これまで我々は

原発性肺癌の画像を含む臨床像と病理像の

対比を含み、臨床病理学的な研究を行い、肺

癌の病態の解明に寄与してきた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、KRAS遺伝子異常をきたす原発性

肺腺癌に焦点を絞り、KRASを標的とするmiRNA 

を応用した、新規治療法の開発を目指すこと

を目的とする。 

 

３．研究の方法 

肺癌外科材料や動物を用いた研究を行う前

に、ヒト肺腺癌細胞を用いた生化学的実験を

行った。ヒト肺腺癌細胞における、miR-143

による KRAS への影響を調べるために必要な

条件検討を行った。はじめに KRAS 発現量を

qPCR により求める条件検討をするとともに、

real time 定量的 PCR を用いた KRAS 変異型

の簡易検出方法の確立を行った。また、miRNA

による KRAS の活性化や不活性化を検出する

ために、下流経路である Raf、MEK、ERK の活

性化をウエスタンブロット解析により検出

する条件検討を行い、これらの分子の活性化

を検出する条件を最適化した。さらに miRNA

のデータベースを検索し、miR-143 以外の

miRNA で KRAS の 3’-UTR 領域に相互作用する

可能性がある miRNA の候補を探した。 

データベースの検索結果をもとに、KRASの3’

-UTR領域に相互作用する可能性があるmiRNA

の候補のうち、miR143を含む4種類のmiRNAに

着目して、ヒト肺がん細胞を用いた生化学的

な実験を行った。具体的には、KRAS変異を有

するヒト肺腺がん細胞であるA549細胞（KRAS

の配列12残基目に変異ありGly→Ser）とKRAS

変異のないABC-1細胞に、miR143を含む4種類

のmiRNA mimicをLipofectamine RNAiMAXでト

ランスフェクションし、24時間後と48時間後

に全RNAを抽出した。全RNAを逆転写してcDNA

を調製した後、このcDNAを鋳型DNAとして、

KRAS、Cyclin D1、Cyclin D2、Cyclin D3、Cyclin 

E1、Ki-67、p21遺伝子の発現量をリアルタイ

ムPCRで解析した。さらに96穴プレートに細胞

を500～1000/wellずつ播種し、miRNA mimic

をトランスフェクションして、7日目まで経時

的に細胞数を定量し、miRNAが細胞増殖へ与え

る影響を調べた。細胞数の定量はCell 

Counting Kit-8を用いた。 

肺癌外科材料を用いた研究に先駆けて、当

院呼吸器外科で切除された肺癌手術検体に

ついて、肺腺癌の病変の局在 (中枢型・末梢

型)、大きさ、組織亜型、分化度、血管侵襲、

リンパ管侵襲、胸膜浸潤、肺内転移、胸膜播

種、病理病期を主体として、データベースを

作成した。特に、病理組織診断については、

予後などの臨床病理学的な要素を加味し作

成した。 

 
４．研究成果 

miRNAのデータベースを検索し、miR-143 以外

のmiRNAでKRASの3’-UTR領域に相互作用する

可能性があるmiRNAの候補の探索の結果、KRAS

の3’-UTRと良い相補性を示す61種類のmiRNA

の候補及び257種の相互作用する可能性があ

るmiRNAの候補を見出すことができた。これら

の候補のうち相補性が高く、相互作用する可

能性が高いmiRNAがいくつかみられたが、これ

までにKRAS発現を抑制することが報告されて

いるmiRNAとは必ずしも一致していなかった。

このことは、これまで報告にあったmiRNA以外

にも、KRASとより強く相互作用する効果的な

miRNAが存在する可能性を示すものと判断し

た。 



KRAS変異を有するヒト肺腺がん細胞である

A549細胞を用いて、4種類のmiRNA mimicをト

ランスフェクションして、細胞増殖に与える

影響についての実験結果は、いずれのmiRNA

をトランスフェクションしても、明らかな増

殖速度とKRASへの影響は認められなかった。1

種類のmiRNAのみ、顕著な増殖抑制が認められ

たが、KRAS発現はわずかに抑制されていた程

度で顕著ではなかった。また、いずれのmiRNA

をトランスフェクションしても、Cyclin D1、

Cyclin D2、Cyclin D3、Cyclin E1、Ki-67、

p21遺伝子の発現量に有意な変化は認められ

なかった。 

一方で、4種類のmiRNA mimics をトランス

フェクションした時は、KRAS遺伝子の抑制が

認められ、p21遺伝子の上昇とKi-67の減少が

認められた。以上の結果から複数のmiRNAを作

用させることにより、KRAS発現を抑制すると

共に細胞増殖に影響がある可能性が示唆され

た。 

肺癌外科材料を用いた研究に先駆けて、当

院呼吸器外科で切除された肺癌手術検体につ

いて、肺腺癌の病変の局在 (中枢型・末梢型)、

大きさ、組織亜型、分化度、血管侵襲、リン

パ管侵襲、胸膜浸潤、肺内転移、胸膜播種、

病理病期を主体として、データベースを作成

した。特に、病理組織診断については、予後

などの臨床病理学的な要素が加味されている 

2015年に刊行された新WHO分類第4版及びそれ

に準拠して作成された肺癌取扱い規約第8版

に基づいて、過去10年に遡り、再度診断した。 

今後は、4種類のmiRNAを用いた肺がん細胞を

用いた実験をさらに進めるとともに、肺癌切

除材料でのKRASやKRASとの関連の強いmiRNA

の発現量を検索したい。さらに、将来的には

動物実験にも発展させたい。 
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