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１． 研究の背景・目的 

変異 KRAS肺癌は有効な治療法が確立されていない肺癌の遺伝学的なサブタイプの一つで

ある。変異KRASによる強力な増殖シグナルの薬物的遮断が困難であり、治療方法の開発

上の障壁となっている[1]。そこで、本課題は別の方法として合成致死に着目した。合成致

死は正常細胞への影響が少ない癌特異的な治療法として期待される[2]。しかし、変異KRAS

に関して再現性が確認された合成致死遺伝子の報告はない[3]。 

一方、癌において非翻訳 RNAの一つである長鎖非翻訳RNA（long non-cording RNA ; 

lncRNA）が重要な役割を果たすことが明らかとなった[4]。lncRNAは他の細胞内分子との

相互作用を通じて癌の悪性形質を制御するネットワークを形成するため、変異KRASと相

互作用する lncRNAが存在する可能性が高いと推測し、lncRNAを変異KRASの合成致死誘

導の標的とする本課題を着想した。 

 

２． 研究の対象ならびに方法 

1. 細胞株および細胞培養 

不死化正常気管支上皮細胞株HBEC4KTはテキサス大学 John D. Minna博士から受領した

[5]。肺がん細胞株H2009細胞はAmerican Type Culture Collection(ATCC)から購入した。変

異KRAS発現の精密な発現調節が可能なHBEC3-RIN2細胞は我々のグループが既報論文で

報告した[6]。肺癌細胞株の培養は 10%ウシ胎児血清(FBS)を添加したRPMI-1640 (富士フィ

ルム和光純薬株式会社,Cat#189-02025)を使用し、HBEC4KT は EGF (gibco,Cat#10450-013)

とBPE (gibco,Cat#13028-014) を添加したKSFM (gibco,Cat#17005042) を使用した。すべて

の細胞培養を加湿された 5％CO2 インキュベーター内で実施した。 

2. トランスポゾンベクターを用いた lncRNA導入実験 

 一般的に使用されるウイルスベクターは lncRNA の二次構造を変化させ、機能を損なう

ことが報告された。ELECTS ベクターはこの問題を克服している。我々は MTA 締結に基

づく共同研究として開発者から空 ELECTS ベクター、HOTAIRM1 導入済み ELECTS ベク

ター、PCBP2-OP ELECTS ベクターの供与を受けた[7]。リポフェクタミン 3000試薬を使用

してELECTSベクターと SB100X (Addgene #34879)を１０：１の比率で混合し、導入細胞

にコトランスフェクションした。H2009 細胞においては、導入後 2 日後より 2μg/ｍｌの
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puromycin （和光純薬 160-23151）によるセレクションを実施し、セレクション後の安定

発現細胞を樹立した。 

3. リアルタイム PCR 

PowerUp SYBR Green Master Mix (ThermoFisher Scientific,Cat. # A25742)を使用し StepOne™ 

Real-Time PCR Systemでリアルタイム PCRを行った。ΔΔCt法によって特定の遺伝子を相

対的に定量した。 

4. 細胞増殖アッセイ 

CCK-8 assay kit (Dojindo, Cat#CK04)を用いた吸光度の測定により、細胞の増殖を定量した。

ノックダウン細胞を 10,000/wellで 96wellプレートにプレートし、2~3日培養した後、CCK-8

試薬を加え吸光度を測定した。対照細胞とノックダウン細胞間で t 検定を行うことで増殖

を評価した。 

5. 液体コロニーアッセイ 

液体コロニー形成を確認することで、クローナルな細胞の増減を 2次元的に観察した。ノ

ックダウン細胞を 500/well になるよう 6well プレートにプレートし、14日培養後、メチレ

ンブルーで染色を行った。染色されたコロニーの数をカウントし、対照細胞とノックダウ

ン細胞間で t 検定を行うことで増殖を評価した。 

6. 次世代シークエンス解析 

HBEC3-RIN2細胞からトータル RNAを RNeasy kit (QIAGEN, Cat# 74004)を用いて抽出し

た。Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit（Illumina, cat#20020613）にてリボソーム RNAを除去

した後、TruSeq stranded Total RNA Library Prep.Kitを使用してライブラリーを調整した。

NovaSeq6000を使用し 100bp Paired Endの条件下で、1サンプルにつき、6000万リードの

データ量を取得した。 

7. 統計 

2 群間の統計学的比較には、Statistical Package for the Social Sciences v.28 (IBM, USA)ソフ

トを用いたスチューデントの tテストを実施した。 
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３． 結果 

１．トランスポゾンベクターELECTSを用いた lncRNAの導入 

癌促進的な lncRNAとして報告されている2種類の lncRNAをHBEC4KT細胞およびH2009

に ELECTS ベクターを用いて導入した。リアルタイム PCR にて HOTAIRM1 および

PCBP2-OT1の発現量を定量した。両 lncRNAいずれも、コントロールベクター導入細胞と

比較し、導入細胞においてHBEC4KT細胞においては約 7倍、H2009細胞においては約 20

倍の発現増加を確認した（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．HOTAIRM1および PCBP2-OT1導入は HBEC4、H2009細胞の増殖に影響を与えない 

HOTAIRM1またはPCBP2--OT1が導入されたHBEC4KTおよびH2009細胞の増殖をCCK-8

アッセイ、液体コロニーアッセイで評価した。いずれの細胞においても、増殖およびコロ

ニー形成は不変であった（図２）。 
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３．変異 KRASにより発現が増加する lncRNAを同定 

変異KRASにより発現が増加する lncRNAを

スクリーニングするために、変異 KRAS 発現

のオン。オフ発現が可能なHBEC3-RIN2細胞

において次世代シークエンスを実施した。変

異 KRAS により発現が増加する lncRNA を同

定した（表 1）。さらに、次世代シークエンス

の結果を確認するためにリアルタイム PCR

を実施した。複数の lncRNA の変異KRAS に

よる発現増加を確認した（図 3）。KRAS発現オ

ンによる発現増加量が最も高かった

LINC1(未発表データにて名前を非公開とす

る)の発現量を非小細胞肺がん細胞株パネル

において評価したところ、複数の細胞株にお

いて正常コントロール細胞（HBEC)に比べ発現の増加を認めた（図 4）。 
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４． 考察 

細胞への効率的な遺伝子導入としては、導入効率に優れるウイルスベクターが広く使用さ

れている。しかし、ウイルスベクターは lncRNAの二次構造を変化させ、lncRNAの機能を

損なうことが報告された[7]。そこで、我々は同論文の著者からMTA締結に基づき、lncRNA

導入目的に開発されたELECTSトランスポゾンベクターの供与を受けた。同ベクターを用

いて既報論文が癌促進作用を報告している、2 種類の lncRNA（HOTAIRM1 および

PCBP2-OT1）をHBEC4細胞およびH2009にELECTSベクターを用いて導入した[7, 8]。し

かし、両 lncRNA の発現による細胞増殖の変化を認めなかった。その原因として、発現量

の増加程度が十分でなかった可能性を考える。ELECTS ベクターを報告した論文では 100

倍以上の発現増加が示されているが、我々の実験では最高でも 20倍程度であった。したが

って、トランスフェクション条件の最適化により発現量増加を目指し、両 lncRNA の過剰

発現細胞における癌促進作用の証明を目指す。 

 

不死化正常気管支上皮細胞 HBEC3-RIN2 細胞において変異 KRAS 発現を誘導し、続いて、

次世代シークエンス解析を実施した。その結果、変異 KRAS 発現により発現が増加する

lncRNA を複数同定することに成功した。近年、lncRNA のノックダウン実験には RNA 干

渉よりもアンチセンスがより優れることが示唆されているため、今後、アンチセンスによ

る同定 lncRNAの個別ノックダウン実験を計画している。 

 

最近、ある研究グループが変異KRAS肺癌細胞を用いて、831個の癌促進的な候補 lncRNA

を網羅的にCRISPRノックアウトし、続いて、増殖能や移動能などの癌特異的な機能変化

に基づくスクリーニングから80個の変異KRAS肺癌細胞における癌促進的な lncRNAを同

定した[9]。特に、Lung LncRNA 1 (CHiLL1) と GCAWKR が治療標的として有望な癌促進

lncRNAであると報告した。これらの lncRNAをELECTSベクターによりHBEC4 細胞にお

いて過剰発現することにより、癌促進作用の確認を行い、標的としてのバリデーションを

実施する。 
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