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研究成果の概要（和文）：  

悪性神経膠腫に対する有効な治療法はなく、現在、生存率の改善はない。患者の延命を目
的として、本研究では Wnt signal inhibitor、特に REIC/Dkk-3 の悪性神経膠腫に及ぼす
作用に注目し、その機序としてＷｎｔ蛋白とＲＥＩＣとの相互作用に着目した。まず悪性
神経膠腫における Wnt シグナルの制御を行うため、アデノウイルスに REIC 遺伝子を組み込
んだ Ad-REIC を用いて細胞増殖抑制作用を確認した。その分子機構として Ad-REIC による内
因性アポトーシス誘導がみとめられた。また Wnt シグナルにおける REIC による Wnt 蛋白お
よびその各受容体との相互作用を調べ、Ad-REIC によって Wnt 蛋白が遺伝子レベルで発現抑
制されることや、その受容体への結合を REIC が阻害することを明らかにした。さらに Wnt

蛋白の受容体への結合および機能に特異性があることを示し、Ad-REIC による Wnt シグナル
抑制が悪性神経膠腫抑制に重要で、見込みのある治療法を提供する可能性を示した。現在、論
文化を進めている。この結果を踏まえ臨床へのアプローチをおこなうために in vivo での
検討を進めている 

 
研究成果の概要（英文）： 
Reduced expression in immortalized cells/Dikkofp-3 (REIC/DKK3, REIC), a tumor suppressor 

gene, has been investigated in gene therapy studies in various cancers. Elsewhere we first 

demonstrated that REIC was down-regulated in glioblastoma (GBM) cells, and that its 

over-expression with plasmid vector drastically inhibited their growth via activation of intrinsic 

apoptotic pathway. However, whether adenovirus-mediated overexpression of REIC (Ad-REIC) 

contributes to anti-tumor effect in glioma remain unclear. We performed this study to assess the 

applicability of Ad-REIC in GBM and to verify the molecular mechanisms underlying anti-tumor 

effect of Ad-REIC We first document that Ad-REIC effectively inhibited the growth of GBM in a 

time- and dose dependent manner and induced apoptosis. We also found that Ad-REIC reduced 

expression of Wnt proteins and its receptor LRP6 but not ROR2 Our data suggest that interfering 

the activation of both canonical- and non-canonical Wnt signaling pathway via overexpression of 

REIC contributes at least partly to suppress cell survival in GBM. 
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１．研究開始当初の背景 

 グリオブラストーマは脳腫瘍において、
最も浸潤能、組織破壊性が強く、手術療法、
化学療法、放射線療法を組み合わせても、
依然として治療効果が乏しい。現在ではグ
リオブラストーマの場合、平均生存期間は
1年以内である。 

 Wnt は分泌型の glycoprotein であり、
胚形成や皮質の発達に重要な役割を果たす。
Ligand が Frizzeleds といわれる７回膜貫
通型の G-protein 受容体に結合し、いくつ
かの異なったシグナル伝達経路に作用する。
最もよく知られた canonical pathway （図
1）では転写因子である -catenin の安定
化と核内移行に関与している。Wnt シグナ
ルがoffの状態では -cateninはリン酸化
され、ユビキチン化による蛋白分解を受け
る。他に -catenin 非依存的な Wnt シグ
ナルも知られているが、その異なるシグナ
ルの特異性はco-receptorとreceptorの活
性化と関係しており、canonical pathway
ではLRP-5,-6がco-receptorとして必要と
さ れ る 。 こ の canonical pathway の
inhibitorであるREIC/Dkk-3は生体内では
さまざまな臓器に発現が確認されている。
しかし脳腫瘍に関する報告はなく、申請者
は REIC/Dkk-3 の低下が脳腫瘍の増殖に関
係していることを見出し、また、REIC/Dkk-3 
plasmid を遺伝子導入することにより
REIC 蛋白を過剰発現させると、ミトコンド
リアを介したアポトーシスが誘導されるこ
とを明らかにし、脳腫瘍における Wnt シグ
ナルの重要性を証明した。(Neuro Oncol. 
2008 Jun;10(3):244-53) 

また脳腫瘍における Wnt signal のレ 
セプターである LRP6 についての予備実

験を行い、剖検例の正常脳および脳腫瘍の

正常部位では LRP6 は発現は低いが、脳腫瘍
の悪性度が高くなるに従い、LRP6 の発現は
増加し、grade IV では LRP6 が強発現して
いることを見出している。 
悪性脳腫瘍においてWnt signal阻害物質

である REIC/Dkk-3 が低下し、Wnt signal
レセプターである LRP6 の発現が上昇して
いる結果から、Wnt signal の活性化の増減
が腫瘍細胞の増殖、細胞死に強く関与して
いることが推察され、その詳細な分子機序
を解明することが、新しい治療薬の開発を
もたらすことになると着想するに至った。
現在では脳腫瘍に対して、効果的な遺伝子
治療は存在していない 
Wnt signal の阻害物質を脳腫瘍細胞に投
与し、治療効果を研究することにより、悪
性脳腫瘍に対する新治療をもたらすと考え
られる。また Wnt signal の阻害物質の細
胞内での分子機構を解明することにより、
他の腫瘍に関しても、基礎的、臨床的に飛
躍的発展をもたらすと期待される。 
 

２．研究の目的 

悪性脳腫瘍におけるWnt signalの関与と
細胞内での分子機構の解明、動物モデルを
用いた Wnt signal 阻害物質の生体内での
治療効果確認することが、本研究の主たる
目的である。 
脳腫瘍効果が不十分な原因として脳腫瘍と
正常細胞の境界に浸潤している癌幹細胞が
薬物療法や放射線療法に強い耐性を示すこ
とが原因の一つとして考えられている。こ
の癌幹細胞は増殖が遅いけれども、自己再
生能が強いことがわかっている（図 2）。脳

腫瘍効果をさらに検討していくためには癌
幹細胞を用いた実験を行うことが必須と考
えられる。そこで、研究期間内にヒトグリ
オーマ組織から分離培養した癌幹細胞にお
いて、REIC/Dkk-3 の癌幹細胞抑制効果を
確認し、腫瘍抑制効果の解析を行う。申請
者により、脳腫瘍細胞、組織における
REIC/Dkk-3の抗腫瘍細胞効果およびWnt 
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signal レセプターLRP6 の蛋白および遺伝
子発現についてはすでに明らかにしている。 
1) 癌幹細胞において siLRP6 を行い、Wnt 
signal を阻害し、細胞増殖速度、細胞死の
変化、細胞内での分子機構を解明する。ま
たこれらの知見とREIC/Dkk-3遺伝子導入
の場合とを比較検討する。さらに生体内で
の治療効果の評価として、癌幹細胞を脳内
に移植したヌードマウスを用いた脳腫瘍モ
デルを作成し、REIC/Dkk-3、siLRP6 を投
与することによって、腫瘍の治療効果およ
びその分子機構を検討する。さらに 
2) 最近の論文で、mammary progenitor 
cell では、Musashi 1 が Wnt の上流で
REIC/Dkk-3 の発現を制御しており、また
REIC/Dkk-3 は Musashi 1 の発現にも影
響すると報告されている。この Musashi 1
が 脳 腫 瘍 細 胞 お よ び 癌 幹 細 胞 で
REIC/Dkk-3 抑制に作用し Wnt signal が
活性化されているか、活性化されていても
REIC/Dkk-3 遺伝子導入により Musashi 1
の発現が抑制されるかどうかについて調べ
る。 
 

３．研究の方法 

Ⅰ．本研究で使用する脳腫瘍由来の癌幹

細胞は、術前にインフォームドコンセン

トを行い、許可を得た患者からの腫瘍組

織から、癌幹細胞培養液を用いて、分離

培養し、保存している癌幹細胞を使用す

る。 

Ⅱ．申請者らの徳島大学脳腫瘍研究グル

ープはヌードマウスの背部皮下に移植し

た担癌モデルを作成しており、また、ヌ

ードマウスの腫瘍に対して、siRNA を投

与する方法を確立している。(図)さらに

脳内に移植

した脳腫瘍

モデルを確

立するため

の準備をし

ている。研究

助成を受け

られれば研究機関内に脳腫瘍モデルの確

立および REIC/Dkk-3、siLRP6 の脳腫瘍細

胞、脳腫瘍幹細胞に及ぼす効果を評価す

ることが可能である。 

 

１．REIC/Dkk-3、LRP6、Musashi-1 蛋白

および遺伝子発現の解析 

腫瘍組織サンプルの免疫染色 
術前にインフォームドコンセントを行い、
許可を得た患者からの腫瘍組織の凍結切片
を作成し、REIC/Dkk-3、LRP6 の抗体を
用いて、免疫染色を行う。REIC/Dkk-3、
LRP6 の免疫染色により、約 2 時間程度で
REIC/Dkk-3、LRP6 の増減の度合いによ
って悪性脳腫瘍の診断が可能と考えている。
Wnt signal の key protein を免疫染色する
手段を診断の、1 手法として加えることに
より、従来から行われている術中迅速標本、
永久標本との組み合わせで、より正確な診
断法を確立する。また、サンプル数を増や
すことにより腫瘍組織での REIC/Dkk-3、
LRP6 の発現の程度と腫瘍悪性度の相関関
係を比較検討する。さらに Musashi-1 蛋白
がREIC/Dkk-3の発現と逆相関するかにつ
いて明らかにするため、同様に Musashi-1
の発現と局在を免疫染色で解析する。 
腫瘍組織サンプルの遺伝子解析 
上記の腫瘍サンプルから、total RNA を抽
出し、C-DNA に変換後、RT-PCR を用い
て、REIC/Dkk-3、LRP6 の発現を調査し、
遺伝子レベルでの診断、予後の予測に役立
てる。 
２. siLRP6 の機能解析 
腫瘍細胞への siLRP6 の添加の影響 
(1)当教室にて患者から分離培養した初代
グリオーマ細胞を培養する。 
(2) SiRNA を用いて LRP6 を阻害すること
により、腫瘍細胞増殖抑制効果を評価する
ため siLRP6 を培養液に添加する。 
(3) MTT assay により生存細胞数を調べる。 
(4) 腫瘍細胞に LRP6 阻害物質を加え、ま
た、SiLRP6 を行い、定量 RT-PCR や
western blot 解析により、腫瘍増殖抑制効
果に対する LRP6 の関与を評価する。 
3. Musahi-1 による REIC/Dkk-3 の制御機
構解析(右図) 

(1) 上記と同様
に初代培養した
細胞を用いてま
ず Musahi-1 の
発現を調べ、正
常細胞に比べて
Musahi-1 の発
現が高いことを
確認する。 
(2) SiRNA を用
いてMusashi-1
を阻害すること
により、腫瘍細
胞増殖抑制効果を評価する。MTT assay に
より生存細胞数を調べる。 
(3) 腫瘍細胞に Musashi-1 阻害物質を加え、
定量 RT-PCR や western blot 解析により、

Wnt Dkk3



 

 

腫瘍増殖抑制効果に対する REIC/Dkk-3、
および LRP6 発現の解析する。 
 
４．研究成果 
まず悪性神経膠腫における Wnt シグナルの
制御を行うため、アデノウイルスに REIC
遺伝子を組み込んだ Ad-REIC を用いて細胞
増殖抑制作用を確認した。その分子機構と
して Ad-REIC による内因性アポトーシス誘
導がみとめられた。また Wnt シグナルにお
ける REIC による Wnt 蛋白およびその各受
容体との相互作用を調べ、Ad-REIC によっ
て Wnt 蛋白が遺伝子レベルで発現抑制され
ることや、その受容体への結合を REIC が阻
害することを明らかにした。さらに Wnt 蛋
白の受容体への結合および機能に特異性が
あることを示し、Ad-REIC による Wnt シグ
ナル抑制が悪性神経膠腫抑制に重要で、見
込みのある治療法を提供する可能性を示し
た。現在、論文化を進めている。この結果
を踏まえ臨床へのアプローチをおこなうた
めに in vivo での検討を進めている 
癌幹細胞に対する作用について今後検討を
行い、さらに ips 細胞の手技を応用した脳
腫瘍モデルを確立するための準備を進めて
いる。これらを応用した前臨床研究を進め、
臨床応用の可能性を探求する予定である。 
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