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KRAS as a key oncogene without direct inhibitors

2

Background to study (1)

癌において最も重要な癌遺伝子

膵臓癌-KRAS  95%

大腸癌-KRAS  45%

肺癌-KRAS  35%

悪性黒色腫-KRAS 15%

肺癌ではイレッサ等の分子標的薬はKRASに変異がある患
者には効果なく保険適用外。

★ 30年間変異KRASを直接標的とできる薬の開発に成功していない: Undruggable
★ 米国立癌研究所：2014年～ RAS project, 250億円の予算
★変異KRAS制御分子を標的とする方法（Cell, 2015)

世界の現状

変異KRAS

変異KRAS制御分子関連の癌はさらに多い。

変異KRAS制御分子
９万

患者数

７万

KRASとは？
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Background to study (2)
研究の独創性と優位な点(1)

ヌードマウスにおける
造腫瘍性

ゲノム編集による
変異KRASアリルの特異的欠失

ヒト大腸
癌細胞株
HCT116

HKe3

有り 無し

mKRAS

wtKRAS

mKRAS

wtKRAS

Shirasawa et al., 

Science 260, 1993

★これまでに数多くのIFの高い論文の発表と国際共同研究の実施
Cell, 2000 (IF:32)

PNAS, 1998, 2004 (IF:10)

Cancer Cell,2010 (IF: 23)

Blood, 2005(IF:10)

Gastroenterology,2008, 2009(IF:16)

Journal of Clin  Invest., 2010 (IF:13)

Autophagy, 2015 (IF:12)

Cell Research, 2014 (IF:12)

分子標的療法の先駆け、変異KRASに特化した解析が可能、
当教室と国際共同研究の実施、ひとつのブランド化した細胞株

Autophagy, 2015 (IF:11.7)

Cell reports, 2017 (IF:7.8)

Cancer Res.(IF:9) 計14本
J Biol Chem(IF:4.5) 計5本
その他多数

世界で最初にヒトの細胞
株でゲノム編集に成功
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Background to study (3)-1

２次元単層培養
従来の薬剤スクリーニング
に使用

３次元培養

生体内と同じ環境
マトリックス

生体内とは薬剤感受性が大きく異なる

より生体状況を反映した薬剤スクリーニングが可能
●新しい構造の化合物
●従来のスクリーニングで見逃していた薬剤の再評価
●Re-positioning：認可薬の保険適応拡大

３次元培養の優位性
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Journal of Cell Science (2017) 130, 203-218

Background to study (3)-2

●AKTを含む多くのシグナルは活性が低く、 マイクロアレイの解析により変異ＫＲＡＳの下流で活性化している
候補として、特殊なWNTシグナルが考えられた（後述）。

Human colorectal cancer cells with KRAS mutation grown in 2D or 3D cultures

●Sub G1上昇アポトーシスへの感受性が高い（これまで見逃していた化合物が多く存在する。）
●E-cadherin上昇細胞形態の重要性、基底膜の構築。



Screening system
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Summary of study (1)

自動化による効率化

3D

正常モデル癌モデル

HKe3

+変異KRAS

HKe3

+野生型KRAS

より簡便な３次元浮遊培養法を確立し、２種のisogenicな細胞株を用いる
ことで、スクリーニングの段階から、効果および毒性を独自のスコアリングで
判定できるスクリーニングシステムを用いた。

プレ毒性試験もできる
スクリーニングシステム
の確立

control

化合物Ｘ
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Background to study (3)-3

前臨床試験(in vitro & vivo)で候補化合物が選ばれる確率1/3000(0.03%)

薬になる確率

1/10

1/30000(0.003%)

●毒性があるため、適さない。
回避策：正常モデルで効果を示さないものは毒性がない。
●薬物動態が悪いため、適さない。
回避策：スフェロイドの基底膜を通過し効果を示すことで薬物移行性がよい事を示す。

：長期間Ｄ１～Ｄ６(６日間）でも効果が持続することをしめすことで、薬物安定性が高いことを示す。
：溶解度が高いものは優先的に選ぶ。

従来のスクリーニング

内訳

独自のスコアリングシステムを導入

●３Ｄにより、アポトー
シスへの感受性は上
がっているので、これ
までに見逃していた化
合物も取得可能

更にスフェロイドが分散せず、形態を保ったまま小さくなることなど、
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Summary of study (2)
Result of screening (1)

Ｘ

天然物由来化合物ライブラリーのスクリーニング (コアドラッグ５００種類）

★ 変異KRASを有する癌に特異的に効果のある毒性のない７種類のコアド
ラッグＡ～Ｇを１次スクリーニングで取得

コア
Ｂ

コアＡ コア
Ｃ

コア
E

コア
D

コア
F

コア
G

派
生
E1 派

生
Ｇ2

派
生
E3

派
生
E4

派
生
Ｇ5

派
生
B3

派
生
B1 派

生
B2

派
生
Ｃ1 派

生
Ｃ2

派
生
Ｃ3

派
生
Ｇ7

派
生

E8

派
生
E9

派
生
Ｇ
10

派
生
Ｇ
11

派
生
Ｇ
12

派
生
E1
3

派
生
E1
4

派
生
E1
5

その後派生物のうち変異KRAS陽性スフェロイドのみ効果のある121(1%)化合物を取得(特許出願）

ヌードマウスにて効果を示すもののうち、抗腫瘍効果が良好な化合物STAR2(仮名)を取得

コア
H（例）

さらに、スコアリングにてスコアが高い45(0.3%)化合物取得

各コアドラッグに20～40種の派生物：10000~20000のスクリーニングに相当
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Summary of study (4)

3次元培養Day6
STAR2

cont

HKe3 HCT116

5μM

15μM

45μM

毒性無 縮小+分散無

(野生型KRAS) (変異型KRAS)

The effect of STAR2 for colorectal cancer spheroids
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変異KRAS陽性の膵癌、肺癌、に加えて、変異KRAS陰性の変異BRAF陽性メラノー
マ、前立腺癌、トリプルネガティブ乳癌等多くの癌腫に対しても効果を示す。

Summary of study (４)

STAR2 is effective for several types of cancer spheroids
tissue cell line Type of RAS mutation Other mutations of hub genes The effect of STAR2 The effect of STAR3
colorectal HCT 116 KRAS(G13D) CDKN2A PIK3CA CTNNB1 positive positive
colorectal HKe3-mtKRAS KRAS(G13D) CDKN2A PIK3CA CTNNB2 positive positive
colorectal DLD-1 KRAS(G13D) APC TP53 positive(high conc) negative
colorectal SW 620 KRAS(G12V) APC SMAD4 TP53 positive positive
colorectal SW 837 KRAS(G12C) APC  TP53 positive(high conc) negative
colorectal CCK-81 WT positive negative
colorectal HCT-15 KRAS(G13D) APC PIK3CA TP53 positive(high conc)
colorectal LoVo KRAS(G13D) APC CDKN2A Positive
colorectal SW 48 WT CTNNB1 TP53 Positive
colorectal COLO 201 WT CTNNB1 BRAF (V600E) Positive
colorectal COLO 205 WT BRAF(V600E) Positive
colorectal LS 180 KRAS(G12D) CTNNB1 positive
colorectal WiDr WT BRAF(V600E) SMARCA4 positive
lung A549 KRAS(G12S) CDKN2A positive(high conc) negative
lung Calu-6 KRAS(Q61K) TP53 positive
lung A-427 KRAS (G12V, G12D) CDKN2A CTNB1 positive
pancreas MiaPaka2 KRAS(G12C) CDKN2A TP53 positive(high conc) positive 
pancreas Hs 766T KRAS(Q61H) CTNNB1,ＴＰ53 positive(high conc) positive (high conc)
pancreas (meta) Hs 700T KRAS(G12C) ＴＰ53 SMARCA4 positive negative
melanoma SK-MEL-28 WT BRAF(V600E) EGFR TP53 positive positive
stomach meta Hs 746T WT TP53 positive
liver Hep G2 NRAS(Q61L) CTNNB1 positive positive(weak)
kidney A-498 WT CDKN2A VHL SETD2 positive positive
bladder J82 WT PIK3CA PTEN RB1TP53 positive(high conc)
prostate DU145 WT CDKN2A RB1TP53 positive(high conc)
breast MCF-7 WT PIK3CA CDKN2A positive(high conc) negative
breast BT549 WT RB1 TP53  PTEN SMAD4 positive(high conc)
breast MDA-MB-468 WT RB1 TP53 SMAD4 PTEN positive
breast MDA-MB-231 KRAS(G13D) BRAF (G464V) CDKN2A TP53 positive(high conc)
breast Hs 578T HRAS(G12D) TP53 positive(high conc)
breast BT-20 WT TP53 PI3CA RB1 positive
breast HCC1937 WT TP53 BRCA1 PTEN positive
cervix HeLa WT positive positive
cervix C-33A WT PTEN positive
cervix SiHa WT positive
endometrium HEC-1-B KRAS(G12D) PIK3CA positive(high conc) negative
endometrium AN3 CA KRAS(G12D) PTEN PIK3R1 FGFR2 positive
ovarian Caov-3 WT PTEN positive(high conc)

Advantage of this study over competing studies (1) 



11

Advantage of this study over competing studies (2) 

STAR2 Nude mouse assay using HCT116 (変異KRAS陽性）(IP, once a day)

V
o

lu
m

e
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m
m

3
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GI50=7.7mg/kg

溶解度良好
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D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

control STAR2 (10mg/kg) STAR2 (40mg/kg) STAR2 (80mg/kg)

Days of treatment

80mg/kgでも毒性無

4週間投与でも毒性無
飲水投与でも毒性無

Result of in vivo
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Advantage of this study over competing studies (3) 

PARP1 and γ-catenin are the targets of STAR2

Target of STAR2 STAR2

S
T

A
R

3

2mM 4mM
競合阻害
濃度

競合阻害なし

＃1 ＃2 ＃3 ＃4 ＃5

6%

71kD

4/4のデータ

γ-catenin

STAR2プルダウン後の蛋白のＭＳ解析によりγ-catenin同定
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p-value q-value pathway source members_input_overlap

0.000205 0.024914 ErbB signaling pathway KEGG AREG; PTK2; CBLB; CAMK2D; PIK3CA; EGFR; HBEGF
0.000417 0.024914 Adipocytokine signaling pathway KEGG CPT1C; ACSL3; SLC2A1; ACSL5; ACSL4; LEPR
0.000544 0.024914 Glucagon signaling pathway KEGG CPT1C; CALM1; CAMK2D; PHKA1; SLC2A1; PRKACB; PPP3CA
0.000683 0.024914 Fatty acid biosynthesis KEGG ACSL3; ACSL4; ACSL5
0.002214 0.042546 Glioma KEGG CAMK2D; PDGFA; EGFR; PIK3CA; CALM1
0.00228 0.042546 Proteoglycans in cancer KEGG CBLB; PTK2; CAMK2D; PIK3CA; EGFR; ITGAV; HBEGF; PRKACB; WNT16

0.002526 0.042546 Amphetamine addiction KEGG CAMK2D; PPP3CA; PRKACB; CALM1; MAOB
0.00283 0.042546 Melanogenesis KEGG CALM1; CAMK2D; TCF7L2; PRKACB; WNT16; ASIP

0.003121 0.042546 HIF-1 signaling pathway KEGG HK2; PIK3CA; EGFR; SLC2A1; CAMK2D; ALDOA
0.003181 0.042546 Fatty acid degradation KEGG ACSL3; CPT1C; ACSL4; ACSL5
0.003205 0.042546 Axon guidance KEGG EFNB2; PTK2; CAMK2D; PIK3CA; EPHA2; SSH1; PPP3CA; SEMA6A
0.003684 0.04482 Wnt signaling pathway KEGG PPP3CA; CAMK2D; PSEN1; TCF7L2; BAMBI; PRKACB; WNT16
0.004705 0.052845 Arginine and proline metabolism KEGG SAT1; P4HA1; CKMT1A; MAOB
0.006571 0.067276 Oxytocin signaling pathway KEGG CALM1; CAMK2D; PIK3CA; EGFR; MEF2C; PRKACB; PPP3CA
0.006912 0.067276 Small cell lung cancer KEGG PIK3CA; LAMB3; PTK2; LAMA4; ITGAV
0.009134 0.077508 GnRH signaling pathway KEGG CAMK2D; HBEGF; PRKACB; EGFR; CALM1
0.009365 0.077508 MAPK signaling pathway KEGG PDGFA; GADD45B; NR4A1; EGFR; MEF2C; PRKACB; PPP3CA; DUSP4; DUSP6
0.009556 0.077508 Pathways in cancer KEGG PDGFA; PTK2; LAMA4; CBLB; PIK3CA; EGFR; TCF7L2; ITGAV; SLC2A1; PRKACB; WNT16; LAMB3

Consensus Path DB analysis (only KEGG pathway) for the upregulated genes by mutant KRAS in 3DC 

γ-catenin 結合蛋白を含むWNTシグナル蛋白群が変異ＫＲＡＳによって３次元培養特異的に上方制御されていた。

Advantage of this study over competing studies (４) 

ＴＣＦ７Ｌ２＝ＴＣＦ４
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γ-cateninβ-catenin STAR2

変異ＫＲＡＳが３次元特異的に制御するシグナルとＳＴＡＲ２の効果（仮説）

PSEN1

Advantage of this study over competing studies (5) 

Desmosome

Adherent junction

Wild type KRAS

Mutated KRAS

Desmosome

Desmosome

Adherent junction

STAR2Control

Adherent junction Adherent junction

Desmosome
Myc

Control
STAR2

ＴＣＦ４

●多くの癌では、KRASの変異の有無にかかわらず、最下流においてWNT/catenin系が活性化している。またγ-

cateninも多くの癌で活性化しており、β-cateninを上流から制御する分子として注目されている。
●HCT116では変異KRASの作用に加えてβ-cateninの変異があり、通常β-catenin阻害剤は効きにくいと考えら
れる。しかし、STAR2は上流のγ-cateninおよび、転写共益因子のPARP-1と結合することにより、KRASが制御
するWNT/β-Cateninシグナルの最下流においてに、抗腫瘍効果を示す。
●正常細胞には毒性を示さないため、副作用が少ない可能性が高い。通常βcatenin阻害剤は腸管壊死等の副
作用がみられる
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HKe3-mtKRAS cells grown in 2D culture for 6hr with or without STAR2(30μM) 

γ-catenin

DAPI Merge

γ-catenin

DAPI Merge

control STAR2(30μM)

β-catenin β-catenin

●HKe3-mtKRAS細胞ではγ-cateninとβ-cateninは共局在。

●STAR2投与によりγ-cateninはとβ-cateninとは共局在してい
ない。多くは細胞質へ移動

Advantage of this study over competing studies (5) 

変異ＫＲＡＳが３次元特異的に制御するシグナルとＳＴＡＲ２の効果（検証）
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HKe3-wtKRAS cells grown in 2D culture for 6hr with or without STAR2(30μM) 

γ-catenin

DAPI Merge

γ-catenin

DAPI Merge

control STAR2(30μM)

β-catenin β-catenin

●HKe3-wtKRAS細胞ではγ-cateninとβ-cateninとは共局在していない。

●STAR2投与によりγ-cateninは細胞質へ移動

Advantage of this study over competing studies (5) 

変異ＫＲＡＳが３次元特異的に制御するシグナルとＳＴＡＲ２の効果（検証）
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HKe3-mtKRAS cells grown in 2D culture for ２４hr with or without STAR2（３０μM) 

β-catenin β-cateninPhalloidin

DAPI Merge

Phalloidin

DAPI Merge

control STAR2(30μM)

●HKe3-mtKRAS細胞ではβ-cateninとactinは一部共局在、その他は核に存在する。

●STAR2投与によりβ-cateninは核に存在せず、actinとも共局在していない。多くは細胞質
へ移動

Advantage of this study over competing studies (5) 

変異ＫＲＡＳが３次元特異的に制御するシグナルとＳＴＡＲ２の効果（検証）
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Parentalcells Vemrafenib resistant cells 

control

5μM

15μM

The effect of STAR2 on vemrafenib resistant melanoma cells

45μM

薬剤耐性株により強い効果あり。

耐性に関与するＷＮＴシグナルを標的としている可能性あり。

Advantage of this study over competing studies (6) 



１）Goal and its plan for research and development
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２）Task of this proposal to success

Plan for practical application and collaboration with companies

●結合領域の詳細解析(結晶解析）

●対象となる癌腫は変異ＫＲＡＳ陽性の大腸癌や肺がん、膵臓癌に加え、変異Ｋ
ＲＡＳ陽性でなくても、ベムラフェニブ耐性変異BRAF陽性メラノーマ、トリプルネ

ガティブ乳がん、ホルモン療法抵抗性前立腺癌等、現在分子標的治療薬のない
多くの難治性癌に対して考えられる。

（癌領域における最大のアンメットメディカルニーズを充足できる薬剤）。

●アカデミア創薬の可能性も追求しつつ、製薬企業との共同研究契約締結によ
り、早い段階で臨床治験に移行したい。

溶解度のさらなる向上
毒性のさらなる低減
より特異性の高い中分子薬の開発



Role of Proposer
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Role of this business partner(s)

３）Division of roles

Plan for practical application and collaboration with companies

●得られた化合物の3次元培養、マウスモデル
を用いた薬効メカニズム解析

●低分子、中分子ライブラリーの提供
●誘導体の合成・化合物の最適化
●薬理試験や安全性試験,の実施
●臨床試験の実施

●３次元浮遊培養スクリーニングシステムを
用いた低分子薬、中分子薬スクリーニング



１）Patent and its status
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２）Key paper

特許：「変異KRAS関連シグナル阻害用組成物」

Reference （Patents / Background materials ）

Shirasawa S, et al. Altered growth of human colon cancer cell lines 

disrupted at activated Ki-ras.  Science. 1993260(5104): 85-88.

Tsunoda T and Shirasawa S et al. 3D-specific inhibition of DNA repair-

related genes by activated KRAS in colon crypt model.  Neoplasia, 

2010; 12(5): 397–404.

Tsunoda T and Shirasawa S et al.. Establishment of a Three-

dimensional Floating Cell Culture System for Screening Drugs 

Targeting KRAS-mediated Signaling Molecules. Anticancer Res.

35(8):4453-9, 2015.

特願2017-140139

３次元培養によるスクリーニング法および変異KRASを阻害
する化合部群（１２1個）に対する特許
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Key word to this proposal

Potential target disease on this proposal

KRAS, 3D culture, colorectal cancer, γ-catenin, small 

molecule, non toxic, no-side effect, 3D culture

対象となる癌腫は変異ＫＲＡＳ陽性の大腸癌や肺がん、膵臓癌に加え、変異ＫＲＡＳ
陽性でなくても、ベムラフェニブ耐性変異BRAF陽性メラノーマ、トリプルネガティブ乳

がん、ホルモン療法抵抗性前立腺癌等、現在分子標的治療薬のない多くの難治性
癌に対して考えられる。

（癌領域における最大のアンメットメディカルニーズを充足できる薬剤）。

Related Information
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Contact Details

福岡大学 研究推進部 産学官連携センター
担当コーディネータ 芳賀 慶一郎

ＴＥＬ 092－871 － 6631(ext.2809)

ＦＡＸ 092－866 － 2308

e-mail sanchi@adm.fukuoka-u.ac.jp

お問合せ先


