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は じ め に

　上皮成長因子受容体（EGFR）チロシンキナーゼ阻
害薬（TKI）はEGFR活性化変異を有する肺癌に劇的
な効果を認める1)．これは，EGFR-TKI が EGR活性化
変異による“oncogene addiction”をブロックすること
によると考えられており2,3)，遺伝子改変マウスでもこ
れは証明されている4ﾝ6)．しかし，癌細胞は結局EGFR-
TKI に耐性をきたしてしまう．そのような獲得耐性の
約50％に二次変異であるT790Mが関与している7)．こ

の耐性を克服するため，我々はEGFR mRNAの
3’-UTRの数ヵ所を標的とするmicroRNA-7（miR-7）
によるEGFRの抑制に着目し，EGFR-TKI に耐性をき
たした後も，EGFR経路の抑制が可能であれば腫瘍増
殖抑制効果があると仮説を立て，in vitro および in 
vivo におけるmiR-7のリポソームによる導入の治療
応用可能性について検討した8)．

microRNA-7発現プラスミドの作製とその発現評価

　現状でEGFRを抑制しうるmicroRNAを in silico
で推定し9)，最も有望であったmicroRNA-7を発現し
うる前駆体として pre-miR-7-2を肺癌細胞株DNAか
ら切り出し，これを pSilencer 4.1CMV neo に挿入し
た．生体に親和性の高い liposome10)によるトランスフ
ェクションにより，EGFR oncogene addiction 下にあ
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る肺腺癌細胞株のうち，EGFR-TKI に耐性を来した
RPC-9，H1975において，定量 PCR法によって発現量
を評価したところ，いずれもコントロールに比べ30倍
ほどであり，効率的な発現を得られると考えられた（図
１）．

肺癌細胞株におけるmicroRNA-7による増殖抑制効
果および蛋白解析による機能解析

　EGFR-TKI が有効であり，臨床上代表的なEGFR変
異を来している PC-9（exon 19 EGFR delE746-750）お
よびH3255（exon 21 L858R），それぞれに加えて二次
変異（exon 20 T790M）を獲得しているためにEGFR-
TKI に耐性を来したと確認されているH1975，RPC-
911)を選択し，これらにmicroRNA-7を高発現させたと
ころ，増殖抑制効果を来した．また，興味深いことに，
蛋白解析において予測されたEGFRの抑制のほかに，
IRS-1，RAF-1の同時抑制が認められた．のちの報告
においてこれらの蛋白にはmicroRNA-7の標的とな
る配列を所持していることが明らかになった．対照的
にEGFRの下流の蛋白であるK-RAS に変異を来した
A549においては12)，有効性を示さず，これはEGFRと
は独立したK-RAS 以下のシグナル伝達活性化による
ものと考えられた（図２）．

In vivoにおけるmicroRNA-7の抗腫瘍効果および蛋
白解析による機能解析

　７週齢のメスのヌードマウス背部に癌細胞２×106

個を皮下注射した．１週間後長径約５㎜ほどの腫瘍を
形成したマウスを無作為に２群に分け，プラスミドを
in vivo 用に最適化された陽イオンリポソームで被覆
し腫瘍に直接注射した．腫瘍が消失するか20日目まで
腫瘍を計測した．驚くべきことに，weekly の投与のみ
でRPC-9の xenograft モデルにおいては60%に腫瘍
の完全消失を認め，その効果は明らかであった．また，
H1975の xenograft モデルにおいても抗腫瘍効果は有
意に認められた（図３）．

お わ り に

　この報告はmiR-7がEGFR-TKI に耐性な肺癌
xenograft モデルで劇的な効果を認めることを初めて
示したものである．EGFRシグナルをT790M変異の
有無にかかわらず抑制することは， EGFR-TKI の耐性
の約50%を占める原因を克服する可能性があるという
意味で大きな臨床的意義を持つ．miR-7の標的蛋白に
はEGFR，IRS-1，RAF-1があると示されており13)，い
ずれも活性化EGFR経路において重要な役割を果た
しており，miR-7が複数標的をもつことは，EGFRの
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図１　miR-7の選定と Liposomal delivery によるmiR-7発現効率の評価
Ａ：In silico で EGFR 3’-UTRに対し３ヵ所の seed match の存在が示されている（http://www.targetscan.org/より）．Ｂ：国産の
liposome によりmiR-7有効な発現効率が得られている．
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　 miR-7の抗腫瘍効果：頼　冠名，他８名 　
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図２　In vitro におけるmiR-7の効果とその機能解析
Ａ：Oncogene addiction 下にある PC-9，H3255，さらにT790Mを来したのちのRPC-9，H1975すべてにおいて有意に増殖抑制を認め
ている．それに対し下流のK-RAS が活性化されているA549に対しては有意な有効性を示さなかった．Ｂ：Western blot では予測さ
れたEGFRの抑制およびその下流にあるAKTのリン酸化抑制とともに，IRS-1，RAF-1の抑制も認められた．それに対しA549では
EGFRの抑制を認めるものの，AKTのリン酸化の抑制や，RAF-1の抑制を認めていない．

%

day

RPC-9

tu
m
or
 v
ol
um
e

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

control miR-7

A
%

day

H1975

tu
m
or
 v
ol
um
e

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

control miR-7

EGFR

pAKT

ｹ-actin

A B

RAF-1

A B

A：control

B：miR-7

xenograft (RPC-9) xenograft (H1975)

IRS-1

Cleaved PARP

ｹ-actin

B

図３　In vivo におけるmiR-7の効果とその機能解析
Ａ：RPC-9，H1975による xenograft で，有意な腫瘍
縮小，および増殖抑制効果を認めた．Ｂ：Western 
blot では in vivo と同様にEGFR，IRS-1，RAF-1の抑
制を認め，更にCleaved PARP の増加も検出された．
miR-7による抗腫瘍効果が apoptosis の誘導による
ものであることを示唆する結果であった．
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シグナル経路とのクロストークを抑制するうえで有利
であると考えられる．A549はmiR-7により増殖抑制
がかかることが報告されているが，K-RAS 経路の活性
化によりシグナル伝達が維持されることが考えられ，
事実本研究ではEGFRの抑制が認められるにもかか
わらずA549に対するmiR-7の増殖抑制効果は有意な
ものとはならなかった．対照的に，EGFR addiction 下
にある細胞株ではT790M変異の有無にかかわらず
miR-7は増殖を抑制した．EGFR addiction を来してい
る細胞のmiR-7の発現量は来していないA549よりも
多いため，miR-7はEGFRによって positive feedback
を受けている可能性はある8)．しかし，miR-7を外部か
ら導入し過剰発現させた状況下では，in vitro および 
in vivo 共に EGFR addiction を来している細胞の増殖
を抑制し，アポトーシスがmiR-7の複数の標的蛋白の
抑制によって回復していることを示した．miR-7と腫
瘍との関連を調べる際には，miR-7が複数のEGFR関
連の標的蛋白を持つため，EGFR addictionの評価は非
常に重要であると考えられる．T790M変異を生じてい
てもEGFR addiction は保持されており，そのため
EGFR-TKI に耐性を来してもmiR-7の抗腫瘍効果は
明瞭に現れたといえる．
　miR-7発現プラスミドの陽イオンリポソームによる
導入は，EGFR-TKI への耐性を克服する治療法として
可能性があり，またEGFR addiction を来した腫瘍に
おいて二次変異により耐性を来した場合，RNAから
の新しいアプローチ法として有望である．
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