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 標記の件に関しまして、別紙のとおり報告いたします。 

 また、本研究報告の内容は、近畿大学学術情報リポジトリ（KURepo）に公開
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研 究 課 題 名 核酸医薬による変異 K-RAS 遺伝子発現制御と革新的抗癌薬の開発 

研究者所属・氏名 
研究代表者：産業理工学部・藤井政幸 

共同研究者：医学部・岡田斉、産業理工学部・神武洋二郎 

 

１．研究目的･内容 

本研究では核酸医薬を用いて変異 KRAS 遺伝子の発現を選択的に抑制することにより、あるい

は、抗変異 KRAS 核酸医薬とセツキシマブ等のモノクロナール抗体医薬やエルロチニブ等の分子

標的薬との併用により革新的な変異 K-RAS 依存性がんの治療薬開発を目指す。 

1 塩基変異を敏感に認識できる核酸医薬を化学合成し、大腸がん由来細胞 SW48 及び HCT116 中

に発現する変異 KRAS 遺伝子の発現制御効果を評価する。次に、3 次元培養法により癌細胞の増

殖抑制効果を評価し、さらに、LSL-KRAS マウスモデルを用いて in vivo 試験を行う。 

２．研究経過及び成果 

1．変異 K-RAS 遺伝子を標的とする核酸医薬の化学合成 

1 塩基変異を敏感に認識できるアンチセンス核酸および siRNA に膜透過ペプチドと NES ペプチ

ドと PEG やコレステロール、ポリアミンなど薬理活性を向上させる機能性分子を結合させたマ

ルチコンジュゲート核酸を合成した。今回は変異 KRAS 遺伝子(G12D: GGT→GAT)を標的とす

る下のアンチセンス核酸および siRNA 核酸を合成した。 

アンチセンス核酸： 

Anti-KRAS(G12D)(227G>A)-ASO-GAP-PS；5’- ccuacGsCsCsAsTsCsAsGsCsTsCcaacu -3’ 

siRNA 核酸： 

Anti-KRAS(G12D)(227G>A)-siRNA10 AS; 5’-CCUACGCCAUCAGCUCCAAcu-3’ 

Anti-KRAS(G12D)(227G>A)-siRNA10 S; 5’-UUGGAGCUGAUGGCGUAGGca-3’ 

これらの化合物は HPLC 及び質量分析スペクトルにより同定した。 

現在、さらにこれらの核酸医薬の化学修飾体及びコンジュゲート体の合成を進めている。 

２．核酸医薬による大腸がん由来細胞 SW48 及び HCT116 の増殖抑制効果の評価 

上で化学合成した核酸医薬を用いて、大腸癌由来細胞 SW48 及び HCT116 中に発現する変異 K-

RAS 遺伝子(G12D: GGT→GAT, G13D: GGC→GAC)の発現制御効果の評価を現在進行中である。

評価はリアルタイム PCR による標的 mRNA の定量とウエスタンブロッティングによる変異

KRAS タンパク質の定量により行う。その結果を踏まえて、高い効果を示した核酸医薬に対して

3 次元培養法を用いて、大腸がん由来細胞 SW48 及び HCT116 の増殖抑制効果を評価する。 

３．核酸医薬による LSL-KRAS（G12D）モデルマウスでの癌増殖抑制効果の評価 

LSL-KRAS（G12D）マウスモデルを用いて、KRAS 変異（G12D）すい臓がんモデルマウスを確

立することに成功した。現在、マウス系で評価するためには核酸医薬を大量に合成する必要があ

るため、スケールアップした合成を行っている。同時に、その核酸医薬を用いて組織特異的に変

異 KRAS の発現を誘導可能な LSL-KRAS（G12D）モデルマウスを用いて in vivo 試験を実施す

るための準備を整えている。KRAS シグナル経路の活性化・不活性化の評価は KRAS 下流のシグ

ナル分子およびリン酸化の定量により行い、細胞死、細胞増殖等の組織学的変化は免疫染色を用

いて評価する。さらに、現在、研究室で繁殖中の LSL-KRAS（G12D）マウスモデルに発症する

腫瘍に対する EGFR 阻害抗がん薬、抗 EGFR モノクロナール抗体医薬セツキシマブおよび分子

標的薬エルロチニブと核酸医薬との併用による同様の抗癌活性を評価する。 



３．本研究と関連した今後の研究計画 

本年度、標的配列と核酸医薬の配列を確定できたので、その結果を踏まえて、高い効果を示した

核酸医薬に化学修飾とコンジュゲーションにより細胞膜透過性の向上、標的遺伝子抑制効果の向

上、標的外遺伝子への影響の低減を図る。 

合成した核酸医薬と EGFR 阻害抗癌薬、抗 EGFR モノクロナール抗体医薬セツキシマブおよび

分子標的薬エルロチニブとの併用による同様の抗癌活性を細胞系（神武）、モデルマウス系（岡田）

で評価する。核酸医薬により EGFR 経路のうちの RAS/RAF/MAPK 経路を遮断するとともに、

EGFR 阻害薬により RAS 経路以外の PI3K/AKT/MTOR 経路や JAK/STAT 経路を遮断すること

により治療効果が向上すると期待できる。藤井、神武、岡田の 3 者で綿密に協議しながら、化学

合成→細胞系評価→マウス系評価を繰り返し、核酸医薬の機能最適化と既存化学療法薬とのベス

トミックスを探索し、変異 K-RAS 依存性癌の革新的な治療薬を開発する。 
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