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緒緒 言言

 
KRAS は約 30％のがんで活性型に変異しているため、KRAS を阻害する分子標的薬は革新的な抗がん剤とな
ることが期待されている。しかし、KRAS阻害剤の開発は極めて挑戦的な仕事である。その理由の第一は、KRAS
は一般的なタンパク質とは異なり、分子表面に低分子化合物が結合できるポケット（鍵穴）がないことにある。

このため、ほとんどの低分子化合物はKRASに強く結合することができない。第二に、KRASは受容体やイオン
チャネルとは異なり、細胞の「中」に存在する分子である。このため、抗体などの細胞膜透過性がない大型の分

子もKRASまで到達することができず阻害剤となりえない。以上の二つの理由から、既存のモダリティを用いた
KRAS阻害剤開発の試みの多くが失敗に終わってきた［1］。 
このような KRAS の“undruggablity”を克服するために、さまざまな切り口からの創薬開発が行われている。    

2021年にはG12C変異型KRASを阻害する sotorasibが FDAで認可され、大きな注目を集めた。Sotorasibの
独創的な点は、KRASの変異したシステイン残基と共有結合を形成することによって、ポケットがないKRASに
も強く結合できるという点にある（共有結合型薬剤）。これによって従来の低分子化合物の困難性を克服し、がん

創薬のブレークスルーを達成した。しかし、このような共有結合型薬剤は、共有結合を形成しにくい他の変異型

（G12D、G12V、Q61Rなど）に応用することは難しい。このため、非 G12C変異型の KRASはいまだ創薬困
難な標的のままである。非G12C変異型はKRAS変異全体の約 88％を占め、膵臓がん・大腸がん・造血器腫瘍
などあらゆるがん種で認められるため、阻害剤の医療ニーズは極めて高い［2］。それにも関わらず、2023年 4月
現時点では臨床試験をクリアした非G12C変異型KRAS阻害剤はなく、Rev. Med.社が開発した 3量体形成型阻
害剤RMC-6236を含めた数剤が臨床試験で評価中である（NCT05379985など）。 
著者はもともとタンパク質の構造生物学が専門であり、難易度の高い遺伝子組換えタンパク質の合成や、遺伝

子組換えタンパク質の迅速合成を得意としていたため［3，4］、キメラ型タンパク質を合成することでKRAS阻
害剤が作れないかと考えた。すなわち複数のタンパク質のドメインを適切に組み合わせ、KRAS結合タンパク質
などを細胞内にデリバリーすることで、KRAS阻害剤を創出できないかと考えた。 

2018年から今日に至るまで 300個以上のキメラ型タンパク質を合成し、KRAS阻害剤の改良を重ねてきた。
初期のRAS結合ドメイン（RAS-binding domain：RBD）と細胞膜透過性ペプチド（Cell-permeable peptide：
CPP）を組み合わせた単純な 2ドメイン型タンパク質からスタートし［5］、合成展開を重ねることで、最近では
マウスモデルで活性を示す KRAS 阻害剤の開発に成功している。本稿では合成展開の基本戦略と、開発した
KRAS阻害剤の活性について報告する。 
 

方方法法おおよよびび結結果果

 
11．．PPeenn--ccRRaaff--vv11ととそそのの誘誘導導体体XXのの開開発発  
著者らの先行研究において、細胞膜透過性ペプチド 11種類と RAS結合タンパク質 12種類の組み合わせのス
クリーニングを実施、培養細胞モデルで KRAS 阻害活性を示す Pen-cRaf-v1 を同定している（要旨図も参照）
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［5］。Pen-cRaf-v1は CPPの penetratinと cRaf由来の RBDが融合した 2ドメイン型のタンパク質である。
cRaf 由来 RBD には結合を強める変異が導入されているため、v1 という名称が付いている［6］。本研究では、
Pen-cRaf-v1 の誘導体を合成展開することで、より強力な KRAS 阻害活性をもつキメラタンパク質を検索した。
合成展開の戦略は、大きく分けて以下の 3つを用いた。 
1）Pen-cRaf-v1の構造最適化 

Pen-cRaf-v1はCPPとRBDが融合したタンパク質であるが、2つのドメインを繋ぐリンカー部位や、CPPの
N末端側や、RBDの C末端側のアミノ酸配列の最適化は行っていなかった。そこで本研究では、リンカー部位
を Flexibleな GSリピートや剛直な EAAAKリピートに置換した誘導体を合成した。また、N末端側や C末端
側の余分なアミノ酸配列を除去した誘導体や、末端に第 2のCPPを付加することも検討した。 
2）DDS化 
リードとなるPen-cRaf-v1はマウスモデルで活性を示さず、その原因として血中安定性の低さが考えられてい
た［5］。この点を補うため、本研究では Pen-cRaf-v1の DDS化を検討した。具体的には、Pen-cRaf-v1をリポ
ソームに内包させる手法や、イオン間相互作用を利用してアニオン性リポソームに吸着させる手法、エマルジョ

ン化などを検討した。 
3）第 3のドメインの付加 

Pen-cRaf-v1はCPPとRBDが融合した 2ドメイン型であるが、これに第 3のドメインを付加した誘導体も検
討した。具体的には Pen-cRaf-v1に PROTAC様ドメインや、RASを修飾する酵素の付加を検討した。 
以上の改変を加えた Pen-cRaf-v1 誘導体を約 200 個設計し、先行研究と同じ手法で、遺伝子組換え大腸菌を 
用いて発現し精製した。精製法は、粗生成としてHisタグアフィニティークロマトグラフィー、最終精製として
ゲル濾過クロマトグラフィーまたは逆相クロマトグラフィーを使った。SDS-PAGE でシングルバンドまで精製
した。 
はじめに精製したタンパク質を培養がん細胞株に投与し、3日間培養後の生存率を指標とした第 1次スクリー
ニングを実施した。つぎにヒットしたタンパク質をイムノブロットで評価し、RASシグナル阻害を示すか調べた。
並行して、RAS 結合機能等を欠損させたアナログ（negative control 体）も合成し、観察された細胞死が RAS  
シグナルに特異的かも調べた。以上のスクリーニングの結果、誘導体のひとつが IC５０ が 100 nM 以下で RAS
シグナル依存的な細胞死を誘導した（図 1）。Xは RASを修飾する機能が付加しているため、イムノブロットに
おいて抗RAS抗体と反応せず band intensityが低下する現象も認められた。 

 
図 1．誘導体Xの培養がん細胞に対する効果 

左図） がん細胞株Colon-26の生存率に与える影響を示す。Xの IC５０は約100 nMである。
N.C.は Xのアナログで、RAS結合機能等を欠損させた negative control体である。
生存率は薬剤投与 3日後に評価している。 

中央図） がん細胞株 PANC-1 に 250 nM の薬剤を培地に添加し、2 日後に回収した細胞
ライセートをイムノブロット法で調べた。 

右図） 同細胞株に対して、薬剤処理時間のタイムコース（1～6 日）を調べた結果を示す。 
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22．．誘誘導導体体XXのの iinn  vviittrrooににおおけけるる効効果果  
誘導体 Xを著者らが保有する 29種のがん細胞株に投与し、抗がん作用のプロファイリングを行った（図 2）。

Xの IC５０値は 30～2000 nMと 100倍以上の幅でばらつきがあり、もっとも薬剤感受性が高いのは 143Bであっ
た。143Bは骨肉腫細胞株（HOS）を v-rasで形質転換した細胞株であるため、HOSの薬剤感受性も調べたとこ
ろ、IC５０値は 1000 nMであった。したがって、v-rasで形質転換することで薬剤感受性が約 30倍に向上するこ
とになる。以上の結果とXの推定作用機序から考察して、層別化マーカーとして（1）RASタンパク質の変異の
有無、（2）RAS タンパク質の発現量、の二つが使用できると筆者は推測している。現在解析を実施中であるが、
少なくとも（1）に関しては、RAS 変異がん細胞株と野生型がん細胞株の間で薬剤感受性の有意差は認められな
かった（図 2）。したがって、RASタンパク質の発現量も加味した重相関解析が必須と考えられる。 

 

 
 

図 2．Pen-cRaf-v1の誘導体Xの抗がん活性 
29 種のがん細胞株に対する X の抗がん作用を示す。左軸は生存率曲線における
AUC（エリア下面積）を示し、右軸は IC５０値を示す。 

 
33．．誘誘導導体体XXのの iinn  vviivvoo  ににおおけけるる効効果果  
つぎに誘導体 X の活性を in vivo で評価した。モデルはマウスがん細胞を健常マウスの皮下に移植した

syngeneic modelを使用した。一般的には抗がん剤の in vivo 評価には、ヒトがん細胞を免疫不全マウスの皮下
に移植した xenograft modelが使用されるが、著者らが前者のモデルを選択した理由は二つある。（1）著者らが
開発している RAS 阻害剤は高分子量タンパク質であるため、中和抗体の産生やアナフィラキシーショック等の
要素も加味して活性の評価を行う必要がある。よって正常な免疫機能を有する syngeneic modelが薬効と毒性を
評価するのに適している。（2）RAS はヒト・マウス間で相同性が高く、特に RBD が結合する表面は相同性が
100％のため、マウスがん細胞でもRAS阻害剤の活性を正しく評価することができる。 

Colon-26をBalb/cマウスの皮下に移植し腫瘍体積が 60～150 mm３に達した後、Xを尾静脈から投与し抗腫瘍
効果を調べた。Xは溶液量 0.1 mlで PBSに溶解しフィルター濾過で滅菌した。ToxinSensorⓇで調べたところ、
LPSの残存量は 0.01 EU/μg以下でエンドトキシンフリーの状態であった。その結果、単回投与では抗腫瘍効果
は一過性であったが、連日投与により腫瘍の成長を完全に抑制することができた（図 3）。50 mg/kg もしくは    
25 mg/kgの連日投与で有効であった。 
副作用に関しては、初回の 50 mg/kg投与後には血液の一般生化学検査を含めて、異常は認められなかった。
体重減少も 1～2週間の投与期間中は認められなかった。しかし、投与を 1～2週間継続した場合、薬剤投与直後
（数分以内）に数匹のマウスの活動量が低下する現象が認められた。原因は解析中であるが、薬剤に対する抗体

の産生とアナフィラキシーショックなどを推測している。この現象のため 1～2 週間以上の薬剤投与は実施しな
かったが、投与期間中は腫瘍の成長は完全に抑制できていた。 
図 3の中央に摘出した腫瘍のイムノブロット像を示す。in vitroの結果と同じくRASの修飾とシグナル抑制が

3



認められ、わずか 8 mg/kgの投与でも活性が認められたことは特筆すべきである。図 3の右側に摘出した腫瘍の
HE染色像を示す。特筆すべき特徴としては、静脈投与のわずか 3時間後から組織形態学的な変化が出現し、出
血を伴う壊死像（hemorrhagic necrosis）が認められた。この特徴は TNFαや IL-1などの炎症性サイトカイン
と一部共通しているため、Xが抗腫瘍免疫を誘導している可能性が示唆された。 

 

 
 

図 3．誘導体Xの担癌モデルマウスにおける活性 
左図） syngeneic model における誘導体 X の投与後の腫瘍体積の変化。図下部の上向き矢印が

誘導体 Xの投与日を示す（週末を除いた連日投与）。平均±標準誤差、***は t検定において
P＜0.005 を示す。 

中央図） 同モデルにおいて、X投与 3時間後に摘出した腫瘍ライセートのイムノブロット像を示す。 
右図） 摘出した腫瘍のHE染色像を示す。 

 
考考 察察

 
上記のように、著者らは細胞膜透過性タンパク質に着目し、KRAS阻害剤の開発に取り組んできた。これまで
に開発した誘導体 X は細胞モデルでは数十 nM の濃度でも活性を示し、マウスモデルでも抗腫瘍効果が認めら
れている。今後は誘導体 X を合成展開しさらに活性を高めるとともに、抗がん剤としての実用化を目指した
translational researchも実施する。 
ここ数年のRAS阻害剤の開発は目まぐるしく、優れたRAS阻害剤の発表が相次いでいる。G12C変異型に関
しては分子標的薬が完成し、非 G12C変異型に関しても、2022年に KRAS-G12D選択的阻害剤（MRTX1133）
の構造が発表され、その他 ASP3082や RMC6236などの低分子 RAS阻害剤が phase I/Ibで評価され始めてい
る。よって RAS 阻害剤の開発に対するニーズは今後小さくなると予測される。しかし、薬剤耐性の問題や
undruggable mutants （G12V変異型など）の問題はまだ残っており、著者らが開発中のRAS阻害剤がこれら
の問題の解決に役立てれば幸甚である。 
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