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研究成果の概要（和文）：プロテオーム解析から得られたTCF4/β-catenin 転写複合体と相互作用する約70個の
タンパク質より大腸がんの治療標的を見出すため、これらの分子についてsiRNA ライブラリーを作製し、Wnt標
的遺伝子の発現定量、及び3次元培養下でWnt シグナル活性を定量化する独自に開発したWASA (Wnt signaling 
Activity in Spheroid Assay)法により、Wnt シグナル抑制効果を持つ大腸がん治療標的候補分子を複数同定し
た。更に、細胞増殖抑制効果により候補分子の絞り込みを行った。候補分子にはDNA二重鎖切断のDNA修復及び転
写活性制御に関与する分子群が同定された。

研究成果の概要（英文）：Constitutive activation of Wnt signaling is observed in most colorectal 
cancers (CRCs) and has been believed to play a pivotal role in maintaining cancer stem cells. 
Through the screening with a siRNA library targeting 70 molecules previously identified as 
components of the TCF4/β-catenin transcriptional complex, we have explored their regulatory effects
 on the Wnt signaling. We looked at the expression of Wnt target genes such as c-Myc and Axin, cell 
proliferation, and Wnt signaling activities in colorectal cancer spheroids by WASA (Wnt signaling 
Activity in Spheroid Assay) method we developed. As a result, we identified several molecules as 
candidates for therapeutic targets for CRCs. Of interest, most of the candidate molecules were 
involved in DNA damage and transcription-coupled DNA repair.

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Wntシグナルの最下流にあるTCF4/β-catenin 転写複合体の制御の全貌を解明することは、多くの生物種におい
て保持されているWntシグナルの機能とその分子機構を理解するうえで学術的意義が高い。一方、Wntシグナルの
恒常的活性化は大腸がんをはじめとする様々ながんで報告されており、本シグナル経路に依存する発がんやがん
幹細胞の維持に関わる分子機構を理解することによって、新規治療標的の同定に繋がることが期待される。本研
究成果は、Wntシグナルの活性化がドライバーとなる様々ながん種に対し新たな治療薬を創出する土台を構築す
るもので、社会への貢献度が高く重要な意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

遠隔転移や術後再発をきたした進行大腸がんは未だに難治であり、治療継続中に次第に化学

療法に抵抗性となり根治には至らず、遠隔転移のある大腸がん患者の 5 年生存率は約 15％に

とどまる。大腸がんの 90%以上の症例で APC、β-catenin などの Wnt シグナル経路の遺伝

子に変異があるため 1、同経路が恒常的に活性化しており、「がん幹細胞」の発生・維持に繋

がると考えられている。がん幹細胞は治療抵抗性、自己複製能と高い造腫瘍性を持ち、治療

後に残存すると腫瘍を再構築し、再発の原因となると考えられている。よって、Wnt シグナ

ルが遮断できれば、がん幹細胞を根絶し、大腸がんの根治が期待できる可能性がある。我々

はAPCの下流でWntシグナルの実行因子として働くTCF4/β-catenin転写複合体に着目し、

先行研究のプロテオーム解析から転写因子 TCF4と相互作用する分子として TNIK キナーゼ

を同定し 2、その阻害化合物 NCB-0846 を見出した 3。本課題研究では、TNIK 以外に TCF4/β-

catenin 転写複合体と相互作用する約 70 個の候補分子について、Wnt シグナル及び TCF4/β-

catenin 転写複合体の制御の全貌を解明し、大腸がんにおける新たな治療標的を探索する。 

 

２．研究の目的 

本申請では Wnt シグナルの最下流の実行分子として働く TCF4/β-catenin 転写複合体におい

て、TCF4 と相互作用し Wnt シグナルを制御する分子を同定することを第 1 の目的とする。

更に、同定した候補分子について、大腸がん治療標的としての妥当性を評価し、治療薬開発の

可能性を検証することを第 2 の目的とする。 

 

３．研究の方法 

１） Wntシグナル阻害効果を指標としたスクリーニング 

【siRNA ライブラリースクリーニング】 

大腸がん細胞株の核分画抽出液から抗TCF4抗体で得られた免疫沈降物のプロテオーム解析に

より同定されたTCF4と相互作用する70タンパク候補分子についてそれぞれ3種類のsiRNA、2種

類のネガティブコントロール、ポジティブコントロール（β-catenin siRNA 3種類）から成る

siRNA ライブラリーを作製した。 

スクリーニングには、最初に１）Wnt標的遺伝子c-MycとAxinの発現をreal-time PCRで測定し

た。次に、２）Wntシグナルによって転写が活性化するプロモーター（TCF/LEF）の制御下で

GFPを発現するHCT-116/TOP-GFP細胞とDLD-1/TOP-GFP細胞株を樹立し、独自に開発した

WASA; Wnt signaling Activity in Spheroid Assay)法によりWntシグナル抑制効果を測定した。3次元

培養で形成されるスフェロイ

ドはがん幹細胞の特徴のひと

つであり、2次元培養に比較し

Wntシグナル依存性が高い傾向

が認められる。Wntシグナルが

活性化しているこれらのスフ

ェロイドは恒常的にGFPを発現し

（図１）、Wntシグナルが抑制さ

れるとGFPタンパクの発現が消失する。本スクリーニングではsiRNA libraryをtransfection

し蛍光強度をreal-timeで測定しWntシグナル抑制効果を数値化した。更に、３）細胞増殖に

ついてもreal-timeで細胞接着を指標とした定量、更にendpointでATP活性による定量を行い、

siRNAによる細胞増殖抑制効果を検討した。 



２）候補分子と TCF4 の相互作用の確認 

スクリーニングの結果より、Wnt シグナルを強く抑制し、細胞増殖を抑制する効果があるものを複数個

選び、更に共焦点顕微鏡によりTCF４との共局在を観察し候補分子を選抜した。現在、生物発光共鳴

エネルギー転移(BRET)法による相互作用の検証が進行中である。BRET 法では、高レベル発光酵素

NanoLuc ルシフェラーゼでラベルした TCF4 タンパクをエネルギー転移ドナーとし、一方 HaloTag で

標識した候補タンパクをエネルギー転移アクセプターとして、HCT116 細胞内で発現させ相互作用を

蛍光顕微鏡下で観察する。 

 
４．研究成果 

TCF4/β-catenin 転写複合体に含まれる 70 個の候補分子の siRNA ライブラリーを用いて、

１）Wnt 標的遺伝子である MYC 及び AXIN の発現定量によるスクリーニング、次に２）3

次元培養下で Wnt シグナルの活性を Green Fluorescence Protein (GFP)の蛍光強度で定量化で

きる独自に開発した WASA (Wnt signaling Activity in Spheroid Assay)法によるスクリーニング

行い、Wnt シグナル抑制効果を持つタンパク候補が複数個（NXF-1, RAN, TOP2A 等）見出

された。しかしながら、単独で β-catenin の siRNA に匹敵する抑制効果を持つ分子の同定に

は至らなかった。更に細胞増殖抑制効果を指標に siRNA を用いたスクリーニングを行った

結果、比較的強い抑制効果を持つ分子群には、DNA 修復機序に関わる分子や転写活性を制

御する分子が複数含まれていた。これらの分子のなかには TCF4 及びβ-catenin と共局在が

認められるものが多く、転写複合体による Wnt 標的遺伝子の転写には DNA 修復機序の関与

が示唆された。その全貌を解明することは、Wnt シグナルに依存する発がんやがん幹細胞

の維持に関わる分子機構の解明及び、大腸がんの新規治療標的の同定に繋がることが期待

できる。またそれらの分子群のうちどのような組み合わせで分子を欠損することで、TCF4/

β-catenin 転写複合体の機能が変化するのかを明らかにし、治療標的としての可能性も検

討を続けている。更に、本研究期間中に我々が開発した TNIK 阻害剤 NCB-0846 が骨肉腫や

滑膜肉腫 4 に強い抗腫瘍効果を示し、肺がんにおいては TGF-β シグナル経路を抑制し上皮

間葉系移行及び転移を抑制することが明らかになったが、いずれの抑制効果においても

様々な遺伝子の発現に変化が生じており、NCB-0846 により遺伝子転写のリプログラミングが

起きている可能性が示唆された。よって、上記の候補分子によるエピゲネティック制御機構

の関連についても引き続き検討を行っている。 
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