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図1　microRNA（miR）の働き
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はじめに

　KRAS 野生型大腸癌にはセツキシマブ等の抗
EGFR抗体が有効であるが、大腸癌の約4割を占め
るKRAS変異型の患者さんはその恩恵を受けること
ができない。そこで、KRAS下流分子であるMEK
阻害剤を用いた臨床試験が行われているが、単独で
は効果が限られ、2剤併用だと副作用の問題が大き
いことが問題となっている。マイクロRNAはヒト
に内在する18-25塩基長の小さなnon-coding RNA
であり、もともと生体に内在する物質であるので副
作用は比較的少ないと考えられている。今回、
KRAS変異遺伝子の導入によって発現の変化するマ
イクロRNAを抽出し、その中からKRAS変異型大
腸癌に強い治療効果を示すマイクロRNAを同定した。
腫瘍に核酸を効率よく送達するスーパーアパタイト
ナノキャリアーもあわせて開発中であり、今後の臨
床応用が期待される。

（研究の背景）

　癌における各種の細胞内シグナル伝達系の研究が
進む中、転移性大腸癌に対しても新しい分子標的治
療薬の開発が行われてきた。OPUS study（phase II）
やCRYSTAL study（phase III）の retrospective解
析から、FOLFOX-4 や FOLFIRI を用いた化学療法
一次治療への抗上皮成長因子受容体（epidermal 

growth factor receptor; EGFR）抗体の上乗せ効果
が、KRAS野生型大腸癌患者の予後を延長したが、
KRAS変異型大腸癌患者ではその効果がなかったと
いうものである (1)(2)。従って、大腸癌の6割の患者
さんは新薬の恩恵に預かり次のステップに進む事が
許されたが、逆に残り4割を占めるRAS変異型患
者（KRAS変異 34.6％, NRAS変異 3.7％, HRAS変
異 0.2％（COSMICデータベース））に対しては、
現在有効な治療の手だてがないのが現状である。
　一方、近年マイクロRNA（miRNA, miR）と呼ば
れる18～25ヌクレオチドからなる内在性の小さな
non-coding RNAが、様々な遺伝子の発現を調節す
ることがわかってきた (3)。miRNAがRNA-induced 
silencing complex（RISC）と呼ばれるリボ核酸と
Argonoute 蛋白の複合体に取りこまれることでmi-
RNA-RISC複合体を形成し、主にmRNAの 3’末端
非翻訳領域と相補的に結合することで遺伝子発現を
抑制する（図1）。miRNAとmRNAの結合は不完全
であるため標的遺伝子は1つとは限らず、複数の遺
伝子を標的として制御することが可能であるという
ことが重要な特徴である。
　私たちは、KRAS変異により活性化される細胞内
のシグナル伝達を癌細胞の内側から阻害すべく、
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図2　EGFRシグナル経路におけるKRAS変異

KRAS変異によって変化を来たすマイクロRNAを
同定し、治療応用することを目的として研究を行っ
た。

1．KRAS変異型大腸癌に対する治療概念

　上皮成長因子受容体（EGFR）は170kDaの膜貫
通型糖蛋白受容体チロシンキナーゼであり、ほとん
どの大腸癌にその発現が認められる。上皮成長因子
（epidermal growth factor; EGF）などのリガンドが
EGFRに結合すると、細胞内ドメインに位置するチ
ロシンキナーゼのリン酸化が起こり、このレセプタ
ーの活性化が、MAPK/ERK経路、MAPK/JNK経路、
PI3K/AKT経路、JAK/STAT3経路などを含む下流
シグナル伝達経路の活性化を誘導し (4)、癌細胞の
増殖、浸潤、抗アポトーシス、生存などに関わる。
腫瘍のKRAS遺伝子変異が抗EGFR抗体薬の負の
効果予測因子となる機序は、KRAS遺伝子に変異が
起こるとこれら下流経路が恒常的に活性化する結果、
細胞表面のEGF刺激に関わらず癌細胞が浸潤・増
殖を続けるためである (5)(6) （図2）。

　Migliardi (7)らは、MEK inhibitorとPI3K/mTOR 
inhibitorを併用することにより、KRAS変異型大腸
癌に対して抗腫瘍効果を認めたと報告しており、
Misale (8)らは、MEK inhibitorと抗EGFR抗体の併
用が、cetuximab耐性大腸癌細胞株の感受性を回復
させたことを示している。つまり、KRAS変異型大
腸癌に対する治療戦略としては、上記経路の中で
MAPK/ERK経路を抑えることが必要条件であり、
さらに他の経路も制御することが肝要であることが
示唆される。
　現在、固形腫瘍におけるEGFR下流の分子を標

的とした様々な低分子阻害剤の臨床試験が行われて
いるが、その副作用は無視できない。進行癌患者に
対するMEK1/2 inhibitor（PD0325901）を用いた
Phase I-II 試験では、視力、急性神経障害などの副
作用のため、Phase II を継続できず中止となった (9)。
　また、非切除肝細胞癌に対する一次治療としての
sorafenibとMEK inhibitor（BAY 86-9766）を併用
したPhase II試験においては、Grade 5の肝不全な
どの副作用が出現し、多くの患者に薬剤の減量措置
がとられた (10)。
　マイクロRNAの中で、正常粘膜に比べ癌組織で
その発現が低下しているものは、癌細胞に対して癌
抑制的に働くことが多い（Anti-oncomiR）。もとも
と正常細胞では多く発現しているmiRを癌細胞に
補充することにより癌治療に応用する方法は、－マ
イクロRNA Replacement therapy（補充療法）－と
して、相対的に副作用が少ないとされており (11)、
マイクロRNAを用いた新規核酸治療に注目した。

2．KRAS変異により制御されるマイクロRNA

　KRAS変異により変化するマイクロRNAを同定
するために、正常のヒト胎児腎細胞HEK293 とヒ
ト肺繊維芽細胞MRC5にKRASG12V遺伝子を導入し、
miRの発現プロファイルの変化をmiR arrayで解析
した。KRAS野生型の大腸癌細胞株ではなく正常細
胞にKRAS遺伝子を導入する手法によって、癌細胞
における様々なgenetic およびepigenetic な変化に
よって引き起こされるマイクロRNAの変化を排除
することができ、KRAS変異のみによって誘導され
るマイクロRNAに焦点を当てることが容易となる。
miR arrayの結果、KRAS変異を過剰発現させると
発現レベルが低下するマイクロRNAを両細胞に多
く認めた。そのうち、両細胞でFold change＞8で
発現が低下した6つのマイクロRNAについてさら
に解析を進めた（図3）。

3．KRAS変異型大腸癌に対する抗腫瘍効果を認

　めるマイクロRNAの同定

　KRAS変異過剰発現HEK293、KRAS変異型大腸
癌細胞株（DLD1,　SW480, HCT116）を用いて、
EGFR下流の主な経路であるMAPK/ERK pathway
を制御するmiRの抽出を目的とし luciferase assay
を行った。MAPK/ERK pathwayの下流で働く転写
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因子としてElk-1/SRFを想定し、Elk-1/SRFが結合
するSRE elementを含むreporter plasmidを用い、
luciferase assayによりKRAS下流シグナルを抑制
するmiRを検索した。 先ほどの6つのmiRのうち、
KRAS変異過剰発現HEK293、3つのKRAS変異型
大腸癌細胞株のすべてで、MAPK/ERK pathwayの
シグナル活性を抑制したmiR-4689を同定すること
に成功した。実際、KRAS変異型大腸癌に対する効
果を検討したところ、in vitroと in vivoにおいて強
い抗腫瘍効果とアポトーシスの誘導を認めた。
　さらなる研究結果から、このmiR-4689は、KRAS
遺伝子の 3’非翻訳領域とAKT1のコーディング領
域に直接的に結合することが明らかとなった。マイ
クロRNAは、主に標的遺伝子の3’非翻訳領域に結
合し遺伝子の発現を制御することが知られているが、
最近の研究によれば、コーディング領域や5’非翻訳
領域内にも膨大なmiRNAのbinding siteを含んでお
り、その領域へのmiRの結合により標的mRNAの
活性化や抑制を誘導することが報告されている (12-14)。
今回同定されたmiR4689は、KRASとAKT1に結合
することにより、MAPK/ERK経路とPI3K/AKT経
路の両シグナル伝達を抑え、KRAS変異型大腸癌細
胞に対する強い抗腫瘍効果につながったと考えられ
る (15)。
　臨床検体におけるこのmiRの発現に関して検討
したところ、正常粘膜に比較して癌組織でその発現
は低く、KRAS野生型大腸癌よりもKRAS変異型大

　

腸癌組織でさらに低いことが示された。 このこと
から示唆されることは、癌細胞にとって毒性のある
このmiRを低く抑えることではじめて、KRASは活
性化することができ、下流経路の活性化を誘導して
いるということである（図4）。

　癌に対するsuppressor miRの補充療法が比較的
安全であるとすれば (11)、このmiR-4689の全身投与
は、KRAS変異型大腸癌に対する新規の治療戦略に
なることが期待される。

おわりに

　KRAS変異型大腸癌に対する治療的マイクロRNA
について概略した。外因性miR-4689 の投与は、
MAPK/ERK経路とPI3K/AKT経路を共に制御する
ため、KRAS変異型大腸癌に対する新規核酸治療薬
になる可能性が示唆された。
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図3　miR Arrayの結果から候補となるmiRの抽出

図4　miR-XによるEGFR pathwayの制御



　当教室では臨床応用に向け、静注で効率よく核酸
を固形腫瘍に到達させる炭酸アパタイト法を開発し
ており (16)(17)、このDrug Delivery System（DDS）
を用いた新規マイクロRNA複合体によるKRAS変
異型大腸癌の治療開発が期待される。
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