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研究成果の概要（和文）：KRAS遺伝子は肺癌など様々な癌で活性化変異を起こしている。そこで、癌原性KRAS変
異をノックインした非癌ヒト気管支上皮細胞株を用いて変異KRAS遺伝子の機能を解析した。変異KRASは、細胞の
形態を癌細胞様に変化させ、足場非依存性増殖能を与え、細胞の運動能、マトリゲル浸潤能を亢進させていた。
また細胞内で増殖シグナルを核に伝えるMEK-ERK経路を過剰活性化していた。遺伝子およびタンパク質の網羅的
発現解析の結果、これらの細胞特性の変化を説明しうる分子の発現量の変化を見出した。本研究の成果は変異
KRASの機能の全容解明に貢献し、将来的にはKRAS変異癌の治療薬開発に道を開くものと期待される。

研究成果の概要（英文）：The KRAS gene is mutated and constitutively activated in many types of 
cancers including lung cancer.  In this study, we utilized a non-tumorigenic human bronchial 
epithelial cell line which had undergone targeted knock-in of an oncogenic KRAS mutation to 
investigate the biological function of the mutant KRAS gene.  We found that the mutant KRAS induced 
an altered cellular morphology similar to cancer cells, conferred the capacity of 
anchorage-independent cell growth, and augmented cell migration and invasion into Matrigel.  The 
MEK-ERK pathway which promotes cell proliferation was hyperactivated in the mutant KRAS-knocked-in 
cells.  Comprehensive analysis of mRNA and protein expression in the cells revealed the increased 
expression of some molecules potentially explaining the transformed phenotype seen in the mutant 
KRAS-knocked-in cells.  This study helps us to understand the biological function of mutant KRAS and
 will assist in the development of medicine for KRAS-mutated cancers.

研究分野： がんの分子生物学的研究
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１．研究開始当初の背景 
肺癌、特に肺腺癌では高頻度に KRAS 癌遺

伝子の活性化変異が存在する 1)。また、KRAS
と同一シグナル経路上の他の分子にも活性
化変異が認められるなど、KRAS シグナル経路
は高頻度に恒常的な過剰活性化をきたして
いる。したがって、変異 KRAS 分子の機能を
正確に理解することは、肺癌の解明と克服に
向けて重要と考えられる。 
一方、KRAS変異細胞を特異的標的とする増

殖阻害剤は、肺癌治療薬の候補として合理的
であり有望と考えられる。また、KRAS変異は
肺癌以外にも罹患率・死亡率の高い膵癌・大
腸癌など多くの癌種で認められるため 1)、こ
のような薬剤は複数の癌種に対して増殖抑
制効果を期待できる。しかし、現在のところ、
明確な臨床的有効性を示す KRAS 阻害剤は見
出されていない。その理由のひとつとして、
KRAS タンパク質に対する阻害剤のデザイン
が比較的困難であることがあげられる。 
この問題を解決するため、変異 KRAS タン

パク質自身の代わりに変異 KRAS シグナルの
重要な媒介分子を治療標的として薬剤を探
索する戦略や、KRAS変異を持つ細胞環境での
み毒性を発揮する（KRAS変異と合成致死性を
持つ）薬剤を同定する戦略に則って研究が行
われ、得られた候補化合物の臨床試験も進め
られてきた 2)。しかし、多剤併用による副作
用が出現することや個々の癌の遺伝的背景
によって感受性が異なることなどの問題が
あり、KRAS 変異癌に対する決定的な治療薬は
未だ同定されていない。より効果的な医薬を
開発する努力が現在も続けられているのが
実状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、肺癌発生の初期段階で KRAS

の活性化変異が果たす役割を解明し、KRAS変
異癌に特異的な治療標的分子を同定するこ
とを究極の目標とした。できる限り信頼性の
高いアッセイ系を確保するため、まず遺伝子
改変技術を用いて KRAS 遺伝子研究用のモデ
ル細胞株を作製し、樹立したクローンを用い
て各種の解析を行う方針とした。 
そこでまず、本研究の前段階において、ア

デノ随伴ウイルスベクターを利用した遺伝
子ターゲッティング法 3)によって非癌ヒト気
管支上皮細胞株 NuLi-1 の KRAS遺伝子を改変
した。その結果、同細胞株の持つ 2本の野生
型 KRAS アレルのうち 1 本を癌原性の活性化
型 KRASG12V 変異アレルに置換（変異ノックイ
ン）し、クローンを単離することに成功した。
これにより、対照クローンと合わせて、KRAS
変異の有無を唯一の遺伝的相違とする非癌
ヒト気管支上皮細胞クローンのペアが樹立
された。 
本研究では、このクローンペアの表現型を

様々な生化学的アッセイおよび腫瘍生物学
的アッセイで比較し、気管支上皮細胞におけ
る KRAS 変異の生物学的意義を多面的に理解

することを目指した。またクローンペアのマ
イクロアレイ解析、プロテオーム解析などを
行い、KRAS の下流で機能するシグナル伝達分
子群のうち気管支上皮細胞の悪性化の重要
な鍵となるシグナル媒介分子の同定を目指
す方針とした。 
 

３．研究の方法 
(1) KRAS 変異が細胞にもたらす生化学的・
細胞生物学的変化を解析するため、樹立した
KRAS 変異ノックインクローンと対照クロー
ンの表現型を様々なアッセイを用いて比較
検討した。具体的には、まずそれぞれの細胞
クローンを低血清濃度培地で培養した後、細
胞抽出液を回収してウェスタンブロットを
行い、KRAS タンパク質の下流に位置するシグ
ナル伝達分子の発現量およびリン酸化の定
量的解析を行った。 
また、単層培養における各クローンの増殖

速度を決定し、軟寒天培地中で各クローンが
形成する足場非依存性コロニーの個数を計
測した。 
さらに、Boyden Chamber を一定時間内に通

過する細胞の割合を決定することで各クロ
ーンの運動能を検討した。また、同 Chamber
にマトリゲルを装用した後に同じ実験を行
い、各クローンのマトリゲル浸潤能を検討し
た。 
 
(2) KRAS 変異癌に対する治療薬の新規標的
分子を検索するためのアプローチのひとつ
として、マイクロアレイによる細胞クローン
の遺伝子発現解析を行った。まず KRAS 変異
ノックインクローン 3個と対照クローン 4個
（親株 1検体を含む）を低濃度血清含有培地
で培養した後、細胞から RNA を抽出し、マイ
クロアレイ解析に供用した。解析結果に基づ
いて各クローンの遺伝子発現プロファイル
を決定し、クローン間で比較検討した。また、
KRAS変異クローンにおいて発現異常（特に発
現亢進）を示す遺伝子群を同定した。 
実験には Agilent Technologies 社のオリ

ゴ DNA マイクロアレイシステムを使用し、同
社の Feature Extraction ソフトウェアによ
ってデータ測定を行った。クラスター解析は
Gene Cluster および Tree View ソフトウェア
を用いて行った。 
 
(3) KRAS 変異ノックインクローンと対照ク
ローンの網羅的プロテオーム解析を行った。
まず各クローンを低濃度血清含有培地中で
培養した後、タンパク質の抽出・トリプシン
消化・精製を行い、質量分析システム
TripleTOF 5600（ABSciex 社）によるタンパ
ク質の発現解析を行った。また、KRAS変異ノ
ックインによって発現亢進をきたす分子の
生物学的役割を分析するため、KRAS変異ノッ
クインクローンに対してCRISPR-Cas9システ
ムによる遺伝子ノックアウトを行った。 
 



４．研究成果 
(1) 本研究では、研究の予備段階で樹立し
たヒト気管支上皮由来 KRAS 変異ノックイン
クローンとその対照クローンの特性を生化
学的・腫瘍生物学的アッセイによって比較し、
肺癌発生における KRAS 変異の役割を解析し
た。 
まず、細胞形態の観察の結果、KRAS変異ノ

ックインクローンが上皮細胞の特徴である
敷石状の外観から疎な紡錘形細胞様へ変化
していることがわかった。また、ウェスタン
ブロット解析により、KRAS を経由する増殖シ
グナルの媒介経路であるMEK-ERK経路が同ク
ローンで恒常的に活性化していることがわ
かった。さらに、軟寒天培地での培養によっ
て、同クローンが足場非依存的なコロニー形
成能を獲得していることが示された。最後に、
Boyden chamber に基づく解析により、同クロ
ーンが対照クローンよりも有意に高い運動
能およびマトリゲル浸潤能を持つことが明
らかになった。これらのことから、本研究で
用いた非癌ヒト気管支上皮細胞株NuLi-1は、
野生型 KRAS アレル 2 本中 1 本への活性化変
異の導入によって癌形質の少なくとも一部
を獲得することがわかった。 
一方、意外なことに、低血清濃度培地にお

ける単層培養で、KRAS変異ノックインクロー
ンは対照クローンに比べて増殖速度が遅い
という結果が得られた。従来、マウスモデル
などでは、KRAS 下流の増殖シグナル伝達経路
の恒常的活性化が KRAS 変異に伴う発癌機構
のひとつと考えられてきた 4)。しかし、本研
究の遺伝子改変ヒト気管支上皮細胞株の実
験結果からは、KRAS変異による増殖速度の亢
進は肺癌発生の分子機構において副次的で
あることが示唆された。 
 
(2) KRAS 変異ノックインクローン 3 検体と
対照クローン4検体の遺伝子発現をマイクロ
アレイで解析し、その結果に基づいてクラス
ター解析を行ったところ、7検体は KRAS変異
の有無によって順当に 2大別された。したが
って、NuLi-1 細胞株の遺伝子発現プロファイ
ルは KRAS 変異ノックインによって一定の変
化を起こすことがわかった。 
個々の遺伝子の変動を見ると、KRAS変異ノ

ックインクローンにおいて COL1A2 や COL5A2
など上皮間葉転換の指標となる遺伝子 5)の発
現が亢進し、CDH1や MST1Rなど上皮マーカー
とされる遺伝子 5)の発現が低下していること
がわかった。クローン群の細胞生物学的な解
析を行った際、KRAS変異ノックインクローン
では細胞形態が紡錘形細胞様に変化し、運動
能・マトリゲル浸潤能が亢進しているという
知見が得られたが、マイクロアレイ解析の結
果はこれらの現象を分子レベルで説明しう
るものと考えられた。 
 
(3) プロテオーム解析の結果、KRAS 変異ノ
ックインクローンは対照クローンに比べて、

コラーゲンタンパク質の特定サブタイプや
コラーゲン合成を制御する酵素タンパク質
を有意に過剰発現することがわかった。マイ
クロアレイおよび定量的 RT-PCR 解析でも
KRAS 変異ノックインクローンにおけるこの
サブタイプのコラーゲンの発現亢進が認め
られていたので、遺伝子レベルとタンパク質
レベルの発現解析が合致する結果となった。
また、KRAS変異ノックインによってペントー
スリン酸経路（解糖系の分枝経路）に関与す
る特定の酵素タンパク質が高発現すること
も明らかになった。 
 見出された分子の生理機能を考慮すると、
これらの分子の発現亢進が KRAS 変異ノック
インクローンの増殖能や浸潤能に関与して
いることが示唆される。さらには、これらの
遺伝子・タンパク質を抑制することによって
KRAS 変異細胞の癌細胞様形質を制御しうる
可能性も考えられる。そこで、まずこれらの
分子の KRAS 変異細胞の形質における役割を
探るため、KRAS変異ノックインクローンに対
して CRISPR-Cas9 システム 6)を使用し、遺伝
子ノックアウトを行った。単離したサブクロ
ーンの表現型解析を通じて、今後、変異 KRAS
由来の増殖シグナルを媒介する重要な下流
因子を同定し、創薬標的分子としての可能性
を検討する方針である。 
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