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研究成果の概要（和文）：白血病および様々な固形癌に過剰発現するWT1遺伝子が腫瘍細胞の代謝酵素と結合し
これらの酵素の活性を増強すること、さらにこの相互作用を標的とした低分子化合物が効率よく白血病細胞に細
胞死を誘導することを明らかにした。これらの結果は、白血病細胞においてWT1タンパクと代謝酵素の相互作用
が分子標的となることを示し、新たな分子標的治療法の開発につながる可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we showed that 1) WT1 protein, which is overexpressed 
in leukemia and various types of solid cancers, associated with metabolic enzymes in leukemia cells 
and 2) a small molecule targeting this association efficiently induced cell death in WT1-expressing 
leukemia cells. These results indicate that the association between WT1 protein and metabolic 
enzymes could be a novel target of molecule-targeted cancer therapy.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 

ウイルムス腫瘍遺伝子（WT1 遺伝子） は小

児腎腫瘍ウイルムス腫瘍の原因遺伝子とし

て単離された遺伝子で従来癌抑制遺伝子と

考えられてきた。ＷＴ1遺伝子は zinc finger

モチーフを持ち、DNA と強く結合すると考え

られる WT1（KTS-）isoform は様々な遺伝子

の転写を調節する転写因子として研究がな

されてきた。さらに WT1 は RNA 結合領域をも

つとともに複数の領域で様々なタンパクと

相互作用しうることがこれまでに報告され

ている。 

 

我々は野生型WT1遺伝子がほとんどすべての

白血病において過剰発現し、鋭敏で特異的な

白血病の腫瘍マーカーとなることを明らか

にして以来、（1）変異のない野生型ＷＴ1遺

伝子が白血病以外にも肺癌、大腸癌、膵癌な

どの様々な固形癌において高い頻度で過剰

発現していること、（2）ＷＴ1遺伝子の発現

抑制はＷＴ1を発現する白血病細胞や固形癌

細胞の増殖抑制やアポトーシスを誘導し、

WT1 遺伝子の強制発現は正常骨髄前駆細胞の

好中球への分化を抑制する、（3）ＷＴＡおよ

びＷＴＢ isoform は Bcl2 family 遺伝子の発

現を制御し、白血病細胞および固形癌細胞の

ミトコンドリア膜電位の安定化により抗が

ん剤誘導性のアポトーシスを抑制する、（4）

WT1 の 4種の isoform のうち WTC isoform 

（17AA-KTS+: これまで機能が明確ではなか

った）が XRCC2, Rad51D,および Rad54 の発現

を上昇させてDNAの二重鎖切断の主たる修復

経路である homologous recombination (HR)

を促進し、抗癌剤抵抗性を誘導する、を明ら

かにし、ＷＴ1遺伝子が癌抑制遺伝子という

よりはむしろ癌遺伝子として機能している

ことを明らかにした。さらに細胞膜透過配列

を付加した WT1 ペプチドライブラリーから、

白血病細胞 K562 に導入し効率よく細胞死を

誘導するふたつの WT1 ペプチドを同定した。

さらにこれらのWT1ペプチドが直接結合しう

るタンパクを探索し、エネルギー代謝経路の

ふたつの酵素を同定した。 

 

これらの結果は、WT1 遺伝子のそれぞれの

isoform が標的遺伝子の転写調節や標的分子

との直接結合によりゲノム安定性の維持、細

胞骨格の制御、さらには細胞の代謝シフトに

関与し、細胞死抵抗性（臨床的には放射線、

化学療法抵抗性）や浸潤能・運動能の増強（臨

床的には腫瘍の増大、転移）などの形質変化

を腫瘍細胞に誘導し腫瘍の悪性化において

重要な役割を果たしていることを示す。さら

に重要なことは WT1 タンパクが標的分子（例

えばエネルギー代謝に関わる酵素）との直接

相互作用により標的分子の機能を調節しう

ること、さらにはその相互作用を阻害するこ

とにより腫瘍細胞に細胞死を誘導しうるこ

とである。これは WT1 と腫瘍細胞の生存に重

要な役割を果たす分子との相互作用が白血

病や固形癌の分子標的治療のターゲットに

なりうることを示している。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では白血病細胞の代謝シフトおよび

ゲノム安定性の維持におけるWT1遺伝子の機

能の分子機序を明確にすること、および白血

病細胞の増殖・生存において重要な役割を果

たす WT1 と binding partner 分子との相互作

用を標的とした分子標的治療法を開発する

ことを研究目的とする。特に WT1 タンパクが

直接結合しうる代謝酵素やゲノム代謝関連

因子を同定すること、さらにこれらの

binding partner との相互作用を阻害する分

子を同定することを目的にした。 

 

３．研究の方法 

まず、WT1 の部分ペプチドが結合しうること

をこれまでに見出した代謝酵素タンパクAお
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図 1. WT1 タンパクと代謝酵素の

タンパク複合体の形成 

よびタンパク Bと WT1 タンパクが細胞内で結

合してタンパク複合体を形成するかを免疫

沈降法により明らかにした。さらに WT1 の結

合が、これらの代謝酵素 Aおよび Bの活性に

及ぼす影響をはじめにWT1タンパクを強制発

現させた細胞のライゼートを用いて、さらに

発現精製したタンパクを用いて解析した。最

後にWT1ペプチドとこれらの代謝酵素の阻害

物質の探索のために ELISA 系を構築し、低分

子化合物ライブラリーを用いたスクリーニ

ングを実施した。 

 
４．研究成果 

 

本研究ではまず、WT1 の部分ペプチドが結合

しうることをこれまでに見出したタンパク A

およびタンパク Bと WT1 タンパクが細胞内で

結合してタンパク複合体を形成するか検討

した。WT1 を高発現する白血病細胞 K562 にお

いて免疫沈降を行った結果、WT1 タンパクが

これらの代謝酵素タンパクAおよびタンパク

B とタンパク複合体を形成することを明らか

にした。（図 1） 

 次に WT1とのタンパク複合体の形成がこれ

らのふたつの代謝酵素 Aおよび Bの酵素活性

に影響を与えるのか検討した。まず WT1 を内

在性に発現しない細胞株にWT1を発現させた

細胞とコントロール空ベクターを発現させ

た細胞のライゼートを用いて、代謝酵素 Aお

よび Bの酵素活性を比較した。その結果二つ

の代謝酵素 Aおよび Bのいずれも WT1を発現

させた細胞に比較して酵素活性が増強して

いた。さらにこれらの代謝酵素と結合する

WT1 ペプチドをこれらのライゼートに加えた

ところこれらの代謝酵素の活性は阻害され

た。そこで、発現精製した WT1 タンパクを代

謝酵素 Aおよび Bの溶液に直接添加したとこ

ろ、いずれの酵素活性も増強した。これらの

結果は WT1タンパクが代謝酵素 Aおよび Bに

直接結合して、これらの酵素活性を増強する

ことを示している。さらに、代謝酵素 Aおよ

び Bの WT1 が結合することによって増強した

酵素活性を、WT1 ペプチドが結合阻害を介し

た酵素活性の阻害をもたらすことで細胞死

を誘導する可能性が示した。これらの結果は、

WT1 と代謝酵素 A および B の相互作用が白血

病細胞の分子標的になりうることを示して

いる。 

 そこでこれらの相互作用を標的とする白

血病の分子標的治療薬の開発を目指し、低分

子化合物の探索を行うことにした。約 6000

種の低分子化合物を用いて、WT1 ペプチドと

タンパク A および WT1 ペプチドとタンパク B

の相互作用を ELISA により解析したところ、

WT1 ペプチドとタンパク A の結合を阻害する

化合物として約 20 種類の化合物がヒットし

た。WT1 ペプチドとタンパク B の結合阻害に

ついてはヒット化合物が得られなかった。こ

れらのヒット化合物のうち、最も阻害効率の

高かった化合物 Aの WT1 を発現する白血病細

胞に対する増殖抑制効果を解析した。その結

果、化合物 Aは IC50 0.64μM で白血病細胞

の増殖を抑制した。これに対してコントロー

ルとして用いたWT1を発現しない白血病細胞

に対する化合物 A の増殖抑制効果は IC50 

>20μM であった。（図 2）これらの結果は化

合物 Aが WT1の発現特異的に細胞増殖を抑制

する可能性を示しており、この化合物AがWT1

を標的とする白血病の分子標的治療法のリ

ード化合物になる可能性がある。 
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図 2. 化合物AによるWT1発現

白血病細胞の細胞死の誘導 
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