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研究成果の概要（和文）：Wntシグナル制御機構：R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43系を標的とした 抗癌剤とし
てのR-spondin活性阻害剤、腸管粘膜再生促進剤としてのR-spondin代替え低分子化合物の同定を目指し、 低分
子化合物ライブラリーをスクリーニングした。その結果、再現性を持ってR-spondin 阻害活性を有する化合物を
60種類、R-spondin 様活性を有する化合物を1種類同定した。その後の解析により、R-spondin 様作用を有する
化合物はZNRF3/RNF43を介して作用することが確認され、消化器疾患再生医療領域における有望な創薬シーズに
なりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Utilizing a novel assay system targeting R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 
axis, we first screened a small-molecule compound library to elucidate the R-spondin inhibitors as 
the anti-cancer agents and the R-spondin substitutes as the stimulating factors of  intestinal stem 
cells. As the results, 60 compounds for inhibitor and one compound for stimulator became the 
candidates. 
As the succeeding analysis, the stimulator was confirmed to act through 
R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 axis, which indicated that the compound would be a promising seed of 
agents in the field of gastrointestinal regenerative medicine.

研究分野：消化器内科学、下部消化管
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１．研究開始当初の背景 
Wnt シグナル伝達系は個体発生をはじめとし
た様々な生理現象において重要な働きをし
ているが、近年、癌の発生にも深く関与する
ことが明らかとなり、β-catenin をはじめ
とする細胞内Wntシグナル関連分子は抗癌剤
の標的分子として注目されている。
R-spondin は Wnt シグナルを増強する分泌タ
ンパク質であり、その作用は Wnt 受容体の
negative regulator である細胞膜型 E3 
ligase：ZNRF3/RNF43 を介して発揮される。
ZNRF3/RNF43 は、細胞内へと恒常的にリサイ
クルする 7 回膜貫通型細胞膜分子 LGR4/5/6
と R-spondin依存的に会合することで細胞内
へと取り込まれる。これにより Wnt 受容体の
細胞膜上での発現が増加し、細胞内シグナル
伝達が増強される（新規 Wnt シグナル制御機
構：R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 系）。
近年、RNF43 の遺伝子異常がヒト大腸癌由来
の細胞株や膵臓癌、卵巣癌において報告され、
このことは細胞膜レベルにおける新規Wntシ
グナル制御機構において、R-spondin 活性阻
害剤が抗癌剤として作用しうることを示唆
している。また一方で、R-spondin は Wnt シ
グナルを増強することで腸管幹細胞を刺激
し、傷害された腸管粘膜の再生を促進するこ
とも知られている。このことは R-spondin 
活性増強剤およびR-spondin代替え低分子化
合物が腸管粘膜再生促進剤として作用しう
ることを示唆している。 
２．研究の目的 
β-galactosidase による酵素断片コンプリ
メンテーション法を用いて樹立した
R-spondin 依存的な ZNRF3/RNF43 と LGR4/5/6
のタンパク質間相互作用をモニターする独
自 の ア ッ セ イ 系 を 用 い て
R-spondin-LGR4/5/6-ZNRF3/RNF43 系を阻害
もしくは増強する化合物を低分子化合物ラ
イブラリーからスクリーニング・同定するこ
とにより新規抗癌剤もしくは新規腸管粘膜
再生促進剤の開発を目指す。 
３．研究の方法 
酵素β-galactosidase は、N 末端側の 6kDa
のω断片と残りの C末端側のα断片の 2つに
分離すると酵素活性を失うが、両者が会合す
ると酵素活性が復活する。そこで R-spondin
依存的な ZNRF3/RNF43 と LGR4/5/6 のタンパ
ク質間相互作用をモニターするため、二つの
融 合 分 子 、 す な わ ち LGR4 に β
-galactosidase-ω断片を結合させた分子
（LGR4-ω）及び ZNRF3 にβ-galactosidase-
α断片を結合させた分子（ZNRF3-α）を作成
し、このアッセイ系を用いて低分子化合物ラ
イブラリー（本学薬学部所有）をスクリーニ
ングする。 
① R-spondin 活性阻害剤の同定 
② R-spondin 活性増強剤もしくはそ
れ 自 体 で R-spondin 様 作 用 を 有 す る
R-spondin 代替え低分子化合物の同定 
４．研究成果 

① R-spondin 活性阻害剤の同定 
LGR4-ω、ZNRF3-αの二つの融合分子を
HEK293T 細胞に同時に一過性に発現させ、90%
効果濃度（EC90）の R-spondin3 で刺激した。
ここに低分子化合物を添加し、R-spondin3 刺
激により惹起されたβ-galactosidase 活性
を阻害するものをスクリーニングしたとこ
ろ、再現性をもって阻害活性を有する候補化
合物を 60 種類同定することができた。 
②  R-spondin 活性増強剤もしくは
R-spondin 代替え低分子化合物の同定 
LGR4-ω、ZNRF3-αの二つの融合分子を
HEK293T 細胞に同時に一過性に発現させ、10%
効果濃度（EC10）の R-spondin3 で刺激した。
ここに低分子化合物を添加し、R-spondin3 刺
激により惹起されたβ-galactosidase 活性
をさらに増強するものをスクリーニングし
たところ、再現性をもって活性増強作用を有
する候補化合物を1つ同定することができた。
さらにこの化合物は R-spondin3 非存在下で
も、β-galactosidase 活性を上昇させること
ができたため、それ自体で R-spondin 様作用
を有するR-spondin代替え低分子化合物であ
る可能性が示唆された。 
 予想以上に低分子化合物ライブラリーの
スクリーニングに時間を要したため、分子標
的抗癌剤として期待される R-spondin 活性
阻害剤ではなく、化合物が 1つに絞られてい
る腸管粘膜再生促進剤として期待される 
R-spondin 代替え低分子化合物に絞った研究
を遂行することとし、Wnt シグナルの活性化
状態を検定できるレポーターアッセイ系を
HEK293T 細胞を用いて運用し、同定された
R-spondin 様作用を有する化合物およびその
類縁化合物を評価した。予想通りこの一連の
化合物群はR-spondinと同様にそれ自体でレ
ポーター活性を上昇させた。次にこの活性が
ZNRF3/RNF43 依存的であることを示すため、
CRISPR/Cas9 システムを用いて HEK293T 細胞
において内在性に発現するZNRF3/RNF43をダ
ブルでノックアウトした。このダブルノック
アウト細胞においてレポーターアッセイを
施行したところ、野生型細胞で認められた化
合物のレポーター活性が完全に消失した。以
上より、今回同定した低分子化合物は
ZNRF3/RNF43 を介して Wnt シグナルを増強さ
せる R-spondin 代替え低分子化合物であり、
消化器疾患再生医療領域における有望な創
薬シーズになりうることが示唆された。 
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