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研究成果の概要（和文）：本課題は増殖を停止させる癌遺伝子誘導細胞老化（oncogene-induced senescence; 
OIS）という現象に基づく変異KRASの治療開発を目的とした。OIS誘導標的遺伝子の同定を目的として、変異KRAS
を制御下に発現する不死化正常気管支上皮細胞におけるプール型shRNAライブラリースクリーニングを実施し
た。スクリーニングから遺伝子Xを有望な標的として同定した。続いて、コンパウンドライブラリーによるハイ
スループットスクリーニングから遺伝子Xの阻害候補コンパウンドを複数特定した。しかし、阻害効果を評価す
るアッセイ系の確立が困難であったため継続を一旦中断とした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a treatment for mutant KRAS based 
on the phenomenon of oncogene-induced cellular senescence (OIS) that inhibits proliferation. Using 
an immortalized normal human bronchial epithelial cell line that expresses mutant KRAS under the 
control, we performed a pooled shRNA library screening.  Gene X was identified as a promising 
target, followed by high-throughput screening with a compound library to identify multiple candidate
 compounds that inhibit gene X.  However, we stopped the project because of difficulty in developing
 a further assay system to evaluate inhibitory efficacy of identified compound. 

研究分野： 肺癌

キーワード： 変異KRAS　細胞老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変異KRASは固形癌において最も高頻度なドライバー癌遺伝子である。ドライバー癌遺伝子は癌細胞の増殖や生存
に必須とされ、有効な治療標的となる。本課題は、未だ高い効果を示す治療が開発されていない変異KRAS肺癌の
治療開発に取り組んだ。成果として治療標的候補遺伝子Xを特定し、同遺伝子の阻害作用を示すコンパウンドも
特定した。変異KRAS癌の治療開発に役立つ知見を得たと考える。

※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 

肺癌の治療はドライバー遺伝子を標的とする分子標的治療薬の登場により大きな進歩を遂げ

た。しかし、その成績は未だ不十分であり、より有効な治療アプローチの開発が急務である。ド

ライバー癌遺伝子の一つ変異 KRAS は肺腺癌の 20％程度と高頻度に認められる。しかし、その

治療開発は EGFRなどに比べ大きく遅れている。これは、変異 KRASの薬物的な遮断が困難なた

めである[1]。また、EGFR 変異, ALK 融合変異を標的とするこれまでの肺癌の分子標的治療は、

ドライバー癌遺伝子の活性化に起因する癌化シグナルの遮断を目標としてきた。しかし、それら

は必ず耐性化を来すため、別の治療開発が必要である。 

代表者は、肺癌の発癌機序の解明のために、気管支上皮細胞の正常モデルである不死化正常気

管支上皮細胞 HBEC 実験系を開発した[2, 3]。HBEC は世界で利用され応募者の共著論文を含め

Nature, JCIなど 30報以上の一流誌論文で使用されてきた[4]。代表者は変異 KRASを HBECに導

入すると、悪性度を増強するにもかかわらず細胞分裂を停止に導くことを見出した。この一見矛

盾する現象は、ドライバー癌遺伝子による異常な癌化シグナルが引き起こす細胞老化であり増

殖停止を伴う。これは、正常細胞が癌化を防ぐ機構の一つであり癌遺伝子誘導細胞老化

（oncogene-induced senescence; OIS）と呼ばれる。完全に癌化に至った細胞は増殖し続けている

ため、別の遺伝子異常の獲得等によって OIS 機能を喪失した細胞がクローン増殖していると推

測される。 

以上より、ドライバー癌遺伝子を持つ肺癌は OIS 機能喪失の原因となる遺伝子異常を持つと

考えた。さらに、それらを標的としドライバー癌遺伝子の遮断ではなく、OISという細胞が本来

持つセイフティネットの再活性化を活用する治療の開発を着想した。 

その実現のために、まず、HBECをモデルとし機能的スクリーニングの表現型を変異 KRASに

よる OISの抑制作用とするプール shRNAスクリーニングを実施した。結果において、特に小分

子化合物の標的となる可能性を持つ GRK4に注目した。 

 

２．研究の目的 

変異 KRAS肺癌の OIS誘導治療開発 

 

３．研究の方法 

３.１．細胞培養 

肺癌細胞株は American Type Culture Collection（ATCC）から購入した。テキサス大学Minna研究

室にて樹立された不死化正常気管支上皮細胞株 HBEC3 は Minna 博士の好意により受領を受け

た。ドキシサイクリン（DOX）添加により変異 KRASV12 を発現する HBEC3-RIN2 細胞株は 

HBEC3 から ViraPower™ HiPerform™ T-REx™ Gateway™ Vector Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Cat#A11144)を用いて作成した。 

3.２． プール shRNAライブラリースクリーニング 

DECIPHER library human Module 1 およびModule 2 (#DHPAC-M1-P) was obtained from Cellecta Inc. 

(Mountain View, CA, USA)をライブラリーとして使用した。ウイルスパッケージは Packaging 

Plasmid Mix (Cellecta Inc.)を 293FTにトランスフェクションして実施した。HBEC3-RIN2細胞に

ウイルスを感染させ、引き続いてドキシサイクリン添加により変異 KRAS を発現させた。変異

KRAS 発現前をコントロールとした変異 KRAS 発現後の個々の shRNA の定量は次世代シークエ

ンサーを用いた個々の shRNA固有のバーコードのシークエンスにより実施した。 



３．３．肺癌細胞株のマウス異種移植 

GRK4shRNAにより安定ノックダウン A549肺癌細胞を樹立し、ヌードマウス（6~8 

週齢、雌）の側腹部に 100万個移植した。 

3.4 ウエスタンブロット 

一次抗体として抗 GRK4 抗体（Santa Cruz, sc-376891）を 1:1000 となるよう 5%スキムミルクで

希釈し使用した。2 次抗体としてマウスモノクローナル抗体 (GE Healthcare, Code No.NA931-

1ML) 1:2000で希釈し、使用した。マウス Actin抗体(SIGMA, Cat#A2228)をタンパクローディン

グのコントロールとした。 

3. 5.リアルタイム PCR  

RNA 抽出には RNeasy®︎Mini Kit (250) (QIAGEN, Cat#74106)を使用した。cDNA 合成には

SuperScript™IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, ThermoFisherScientific, Cat#18090010)のキットを

使用した。Power Up SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Cat. # A25742)を使用し Step 

One™ Real-Time PCR System でリアルタイム PCRを行った。 

3.6. 統計 

コントロールとの比較を t検定にて実施した。 

 

４．研究成果 

4. 1. プール shRNA ライブラリースクリーニングによる治療標的遺伝子 Xの特定 

HBEC3-RIN2細胞において変異 KRAS発現によって、次世代シークエンスのリード shRNA数

が減少した遺伝子は同遺伝子のノックダウ

ンが変異 KRASによる OISを増強させ、結

果として細胞増殖が抑制された可能性が高

いと推測した。そのような遺伝子群を OIS

バイパス遺伝子とした。それらの中で、特

に創薬標的としての可能性を持つ GRK4 に

着目した。GRK4 のタンパク発現をウエス

タンブロットにて評価したところ、正常細

胞に比較し、大部分の肺癌細胞における発

現増加を認めた（図１A）。この結果は GRK4

の治療標的としての可能性を示唆した。さ

らに A549 肺癌細胞におけるノックダウン

実験は in vitro および in vivo における増殖

抑制を示した（図１B）。 

 

4. 2.ハイスループットスクリーニングによ

る GRK4標的コンパウンドの特定 

ラクオリア創薬株式会社との共同研究に

て構造多様性指向および遺伝子機能に特化

した 2 種類のコンパウンドライブラリー（それぞれ 5万化合物を含み合計 10万化合物）による

ハイスループットスクリーニングを実施した。GRK4の酵素活性を阻害する有望な化合物をシー

ズ候補化合物を複数特定した。 



シーズ候補化合物の特異性を確認

するために、GRK4に近い機能を持つ

酵素に対する阻害活性を確認した。同

定化合物間に特異性の違いがあるこ

とを確認した（図２）。肺癌細胞株に対

する増殖抑制効果を評価したところ、

化合物の幾つかは増殖抑制を示した

(図３）。 

また、GRK4の発現制御機構を解析

した。GRK4 は肺癌細胞において、血清による増殖刺

激により転写レベルには影響を与えず、翻訳レベル

の急峻な発現増加を示した（図４）。代表的な癌遺伝

子の一つ MYC は癌細胞において血清刺激により転

写、翻訳の両レベルにおいて発現が増加することが

報告されている（Oncogene 1998; 17: 769 -780）。した

がって、GRK4 も MYC と同様に癌細胞の悪性形質

において中心的な役割を果たすことが推察され、

GRK4 が癌の治療標的として有望であることが示唆さ

れた。しかしながら、その後、コンパウン

ドによる GRK4 阻害効果の確認アッセイ

の確立が困難であったため、継続を一旦

中断とした。 

 

 

まとめ 

1. プール shRNA ライブラリースクリ

ーニングから OIS 誘導標的として有

望な遺伝子 Xを特定した。 

2. GRK4は、肺癌細胞株において正常コントロールと比べ高発現していた。 

3. GRK4のノックダウンは肺癌細胞株の増殖を阻害した。 

4. GRK4阻害コンパウンドを特定し、さらに肺癌細胞株に対する増殖抑制効果を確認した。 
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