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研究成果の概要： 
Wnt 経路の制御破綻が固有のがん化シグナルを誘発する仕組みと，それを修飾する分子細胞機構

を解明するためにβ-catenin を中心とするがん化シグナルネットワークの概念を創出し，これを具現化

する．大腸がんのがん腫－宿主境界の微小環境における β-catenin 活性化の重要性，β-catenin と

IκBα (inhibitor of NF-κB) に 共 通 の ユ ビ キ チ ン 連 結 酵 素 β-TrCP (β-transducin 

repeats-containing protein)の同定，これを転写後に制御する Wnt 経路の新規転写標的 CRD-BP 

(coding region determinant-binding protein)の同定と，これらの分子の制御異常と病的作用を見出した．

CRD-BP は c-myc や IGF-II (insulin-like growth factor-II)の RNA トランス因子であり，大腸がんで複

数の細胞増殖経路 (Wnt, NF-κB, c-Myc, IGF- II)を機能的に結びつけるとことを明らかにした．その

後，現在までにCRD-BPを介するWnt と Hedgehog経路の交差応答や，腸上皮細胞の極性輸送の制

御異常にともなう E-cadherin の発現変化とβ-catenin 活性化の関連について研究を進めている． 
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１．研究開始当初の背景 
大腸がんの多段階発がん・進行過程において
異常をきたすがん遺伝子は本来，細胞内シグナ
ル（増殖や分化などを制御する指令）伝達に関
係するものが多く，直接・間接的に細胞（分裂）
周期，増殖，自殺死（アポトーシス），細胞運動，
転移などに関連している．その代表的なものが
K-ras とβ-cateninであり，いずれもヒト大腸がん
で高頻度に活性化が検出されている．細胞接着
因子として発見されたβ-cateninは，個体発生と
臓器形成において基幹的役割を果たす Wnt シ
グナル伝達指令の実行分子である．我々は大腸
がんにおける Wnt/β-catenin シグナルの造腫
瘍的活性化，とくに腫瘍が浸潤していく部分（浸
潤先進部）における活性化ががんの悪性度を高
め，発がんから浸潤・転移にいたる経路をリンク

するがん化シグナルであることを明らかにした．
そして，この基幹的細胞内シグナルの調節機構
が破綻してがん化シグナルに変貌する仕組みと
このシグナル活性を修飾する分子・細胞メカニズ
ムを調べることにより，大腸がんの病態解明や診
断・治療に有用な知見が得られることを想定して
研究を進め，相応の成果を得てきた．この過程
で我々は，Wntを中心とするがん化シグナルネッ
トワーク（oncogenic signaling networks）の概念を
創出した． 
 
２．研究の目的 
本研究では上記の成果と発想に基づいて，大
腸がんにおけるβ-catenin シグナルの活性化を
基幹的細胞内シグナル調節の破綻としてとらえ，
がん化シグナルネットワークの観点も含めてその
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活性化制御および修飾のメカニズムと帰結を分
子，がん細胞，がん腫および担がん個体レベル
にわたって明らかにすることを基本構想とする．
具体的に，我々が大腸がん病態との関連につい
て独自に進めてきたがん浸潤先進部における活
性化 β-catenin の解析を深化させ，NF-κB を
はじめとするがん化シグナルとの交差応答に関
する仮説を検証する．また，Wnt シグナルの根幹
となるβ-catenin の安定性とともにNF-κBの安
定性を規定する E3 ユビキチンリガーゼとして
我々が同定した β-TrCP の大腸がん病態にお
ける役割とがん細胞における機能を検証する．
一方，Wnt シグナルの負の制御因子と認識され
ている GSK3β のがん細胞の生存・増殖に対す
る未知の機能を発見した我々の新知見に基づ
いて，本酵素の大腸がん病態における特性，
β-catenin 活性との関連やがん治療標的として
の可能性を検証する．一連の解析により，がん
標的として大腸がんの制御（診断，治療，予防）
や制がん創薬に結びつく可能性のある成果を得
ることを目指す． 
 
３．研究の方法 
(1) がん細胞におけるβ-TrCP の発現異常とそ

の帰結に関する検討 

大腸がんにおける Wnt シグナルの亢進に伴う
β-catenin と β-TrCP の 発現の negative 
feedback 的制御機構の破綻と，その結果として
のNF-κBの活性化に関するパイロット解析で得
られた成果を，大腸がん症例群を対象にして検
証する．この解析とともに，大腸がん細胞におけ
るβ-TrCPの発現をRNA干渉などの手法により
修飾することによってがん細胞に生じる変化を観
察し，このユビキチン連結酵素が制がん標的とな
る可能性を検討する． 

(2) β-catenin の検出に基づく大腸がん診断 
(a) がんの病態や悪性度の診断：過去5年以上
にわたって集積してきた大腸がん症例を対象
にして，β-catenin の特異的活性化パターン
と，がんの病期，転移・再発や担がん個人の
予後などとの関連を検討する． 
(b) がんの血液診断の可能性：大腸がんにおけ
るβ-cateninの安定化と腫瘍細胞核内集積の
所見から，β-catenin シグナルが活性化され
ている大腸がん症例では，・β-catenin が末
梢血中に遊離されている可能性を想定してい
る．そこで，β-catenin の定量的検出のために，
リコンビナント β-catenin 蛋白を作成し，同蛋
白質の N-および C 末端断片をそれぞれ認識
する市販の抗体を組み合わせて，サンドイッチ
ELISAによるβ-cateninの検出・定量システム
を作成する． 
(c) 血清における β-catenin 測定：上記の
ELISA法を用いて，大腸がん症例の治療前の
血清あ るいは血漿サンプルにおける
β-catenin 蛋白の検出と定量を試みる．この
解析により β-catenin が検出される場合には，
腫瘍核内集積（活性化と同等），腫瘍病期，

治療後の変動，転移・再発との関係などとの
関連性を調べ，β-catenin の疾患マーカーと
しての可能性や有用性を検討する． 

(3) CRD-BP の発現異常と大腸がん病態の関
連 
Wnt シグナルにより誘導される CRD-BP が他
のがん化シグナルを活性化するかをHedghog
経路に着目して検討する． 

(4) ヒト大腸がんにおけるβ-catenin活性化と膜
輸送分子発現レベルの比較解析 
本項目は当初は計画されていなかった．理
化学研究所・横浜と共同で，腸上皮細胞の膜
輸送分子 A とWnt 経路の関系を検討する． 

(5) 大腸癌におけるGSK3βの機能とがん標的と
しての可能性の検証 

(a) 消化器系を中心に種々の臓器がん細胞にお
ける GSK3β の細胞生存や増殖に対する維
持・促進作用の検証 

(b) GSK3β により制御されるがん細胞生命維持，
不死化や増殖促進に関わる分子の同定 

(c) がん治療モデルとしての in vivo におけるが
ん増殖抑制実験 

(6) GSK3βを標的とするがん治療法の開発のた
めの基盤実験 
GSK3β 阻害の制がん効果に基づく分子
標的治療の観点から，新規の GSK3β 阻害
剤のスクリーニングが重要となる．そこで，免
疫沈降法により細胞内 GSK3β を抽出・調整
し，リコンビナントβ-catenin蛋白（基質）とリン
酸化ペプチド特異抗体を組み合わせて，放
射性同位元素（RI）を使用しない GSK3β 酵
素活性測定法(non- radioisotopic in vitro 
kinase assay [NRIKA]）を考案・開発する． 

(7) GSK3β 阻害剤による動物腫瘍モデルの
治療実験 
GSK3β 阻害剤による抗腫瘍効果の再現
性を検証するために，別のヒト大腸がん細胞
株HT-29のヌードマウス移植腫瘍モデルを作
成し，小分子GSK3β阻害剤の長期間（10週
間）投与の効果を調べる．金沢医科大学・腫
瘍治療学との共同研究により，ゲムシタビン耐
性を示す膵がん細胞株 PANC-1 についても
同様の検討を実施する． 

 
４．研究成果 
(1) Wnt シグナル依存的なβ-TrCP mRNAの安
定化に作用する β-カテニン/Tcf 複合体の
新規転写標的 CRD-BP を同定した．Wnt シ
グナルに応答して CRD-BP が大腸がんで過
剰発現する結果，c-myc や IGF-II の mRNA
を安定化することにより複数の細胞増殖経路
（Wnt, NF-κB, c-Myc, IGF-II）を統括するこ
とを明らかにした． 

(2) β-catenin の検出に基づく大腸がん診断の
試み 
・ 以前に実施された免疫化学療法の臨床試験
（東海北陸ＣＩＰ）に登録された大腸がん症例を



解析し，β-catenin の特異的活性化パターン
が免疫療法剤（PSK）の感受性に影響すること
を明らかにした． 

・ β-cateninの検出によるがんの血液診断の可
能性を検討するために，組換えβ-catenin蛋
白を作成し，抗β-catenin抗体を組み合わせ
て，ELISAによるβ-cateninの検出・定量法を
作出した．これを用いて，健常人と大腸がん
患者の血清における β-catenin 蛋白を測定
し，その疾患マーカーとしての可能性や有用
性を検討した． 

(3) CRD-BP の発現異常と大腸がん病態の関連 
ヒト大腸がん細胞株と大腸がん症例につい

て，CRD-BP が Hedgehog (Hh)経路の Gli-1 
mRNA を安定化し，同経路を活性化すること
を見出した．これにより，大腸がんではWnt シ
グナルがとHh経路を活性化することが示唆さ
れた． 

(4) ヒト大腸がんにおけるβ-catenin活性化と膜
輸送分子 Aの発現レベルの比較解析 
Wnt/β-catenin 経路が活性化している大

腸がんでは，正常粘膜に比べて A mRNA の
発現は低下し，E-cadherin の膜輸送障害にと
もなう β-catenin の核移行と活性化を誘導し
ていることが示唆された． 

(5) GSK3βは正常細胞ではWnt シグナルを抑
制する一方，NF-κB 細胞生存機構に必須
である．Wnt がん化シグナルネットワーク研究
の一環として，細胞生存・増殖の調節破綻を
本質とするがんにおける本酵素の機能に着
目して解析した．その結果，GSK3β の異常
発現や活性調節破綻ががん細胞の生存と増
殖を維持・推進するという，従来は予測され
ていなかった「がん促進機能」を発見した．つ
ぎに，GSK3β阻害の制がん効果をがん細胞
から担がん個体で検証することにより，本酵
素が消化器がんに共通の新しい治療標的で
あることを同定・実証した． 

(6) GSK3βを標的とするがん治療法の基盤実
験 
GSK3β を標的とする分子標的がん治療

の観点から，新規の GSK3β 阻害剤のスクリ
ーニングが重要である．そこで，免疫沈降法
により細胞内 GSK3β を単離し，組換え
β-catenin 蛋白（基質）とリン酸化ペプチド特
異抗体を組み合わせて，放射性同位元素
（RI）を使用しない GSK3β 酵素活性測定法
（non-RI in vitro kinase assay）を考案・開発し
た． 

(7) GSK3β 阻害剤による動物腫瘍モデルの治
療実験（論文投稿中） 
Wnt 経路に関係しない GSK3・阻害の制が

ん効果に関して，ヒト大腸がん細胞株 SW480
のヌードマウス移植腫瘍に対して，小分子
GSK3β 阻害剤の腹腔内投与が有害事象を
伴わずに腫瘍増殖を抑制することを明らかに
した．さらに，別のヒト大腸がん細胞株 HT-29
の移植腫瘍モデルを作成し，GSK3β阻害剤

の長期間（10 週間）投与の抗腫瘍効果を実
証した．金沢医科大学腫瘍内科学との共同
研究により，ゲムシタビン耐性を示す膵がん
細胞株 PANC-1 についても同様の結果を得
た． 
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