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研究成果の概要（和文）： Stabilized Alpha-Helix of BCL9 peptide (SAH-BCL9) を設計・合成

し，SAH-BCL9 が Wnt/β-カテニン転写活性を特異的かつ効果的に阻害し，大腸癌細胞株の増殖

を抑制するのみならず、大腸癌の浸潤・転移、血管新生を抑制することを明らかにした．SAH-BCL9 

は BCL9/Wnt シグナルが活性化している大腸癌において新たな分子標的薬として有用である可

能性が示唆された． 

研究成果の概要（英文）：We developed a stabilized a helix of BCL9 (SAH-BCL9), which we show 

targets beta-catenin, dissociates native beta-catenin/BCL9 complexes, selectively 

suppresses Wnt transcription, and exhibits mechanism-based antitumor effects. SAH-BCL9 

also suppresses tumor growth, angiogenesis, invasion, and metastasis in mouse xenograft 

models of Colo320 colorectal carcinoma. By inhibiting the BCL9/beta-catenin interaction 

and selectively suppressing oncogenic Wnt transcription, SAH-BCL9 may serve as a prototype 

therapeutic agent for cancers driven by deregulated Wnt signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦において大腸癌の死亡数は増加の一途
にあり，年間死亡者数は約 40,000 人にもの
ぼる（癌死亡率 第３位）．本疾患の治療成
績は抗がん剤療法の進歩に加え，抗 VEGF 抗

体や抗 EGFR 抗体などの分子標的薬の導入に
より向上してきている．しかしながら，未だ
生存期間中央値は 25-30ヵ月と短く，予後不
良な疾患である．よって，より効果的な新規
治療法の開発が待たれている．多くの大腸癌
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では，Wnt/-カテニンシグナルが活性化され，
細胞増殖能および転移能を亢進させている
ことから，大腸癌治療において同シグナルは
分子標的薬のターゲットとして極めて重要
である．一方，同シグナルは骨髄幹細胞をは
じめとする様々な幹細胞の維持や創傷治癒
の制御に必須である．したがって，Wnt/-カ
テニンシグナル抑制剤投与により重篤な合
併症が誘発されることが危惧される．実際に，
TCF/-カテニン複合体拮抗剤として開発さ
れた PKF115-584 (Cancer Cell, 2006) を担
癌マウスに投与すると高度な骨髄抑制と体
重減少が惹起される (PNAS, 2007)．これら
の知見より，大腸癌治療の標的となり得る新
たな Wntシグナル分子の同定が待たれていた． 
 申請者らは，これまで -カテニンの 
co-factorであるBCL9が大腸癌および多発性
骨髄腫細胞で高発現していることを見出し
た．一方，BCL9はその発生母地である正常大
腸粘膜および形質細胞には発現していない
ことを確認している．Xenograft 大腸癌マウ
スモデルにおいて，shRNA を用いて大腸癌細
胞の BCL9 の発現を抑制することにより Wnt
シグナルの下流遺伝子群の発現が低下し，癌
細胞の増殖，転移・浸潤および腫瘍血管新生
が優位に抑制され，その結果として担癌マウ
スの生存率を有意に向上させることを明ら
かにしている (Cancer Res, 2009)．以上，
これまでの申請者らの検討結果から，BCL9 
は大腸癌治療の標的のとして理想的な分子
であると考えられる．結晶構造の解析結果か
ら BCL9 は，-Helix を形成する HD2 ドメイ
ン（アミノ酸残基 351-374）を介して-カテ
ニン表面の groove に結合することが明らか
となっている．特にヒスチジン 358 残基 
(H358) およびアルギニン 359残基(R359) が
その結合に重要である．申請者らはこれらの
結晶構造から，研究協力者である Loren D. 
Walensky (Dana-Farber Cancer Institute) 
が開発した stapled peptide (Science 2006, 
Cancer Cell 2010, Nat Chem Biol 2010) に
より BCL9 と-カテニンの結合を阻害する 
SAH-BCL9 peptide A-C を設計・合成した．
stapled peptideは，従来の peptide と比較
し，-Helix 構造を有することから細胞内へ
効率よく移行し，かつ分解されづらいため新
規癌治療薬として開発できる可能性があり，
その将来性が有望視されている  (Nat 
Biotechnol, 2010)．はじめに，設計・合成
した SAH-BCL9 peptide A-C が-helix を形
成していることを Circular dichroism (CD) 
解析で検討したところ，いずれの stapled 
peptide も通常型 peptide (BCL9 HD2)と比
較して有意に-Helix 構造を形成していた．
続いて，SAH-BCL9 peptide A-C が-カテニ
ンに結合するか否かを FITC でラベルした 5 
M の stapled peptide を 24 時間大腸癌細胞

に添加し，抗 FITC 抗体を用いた免疫沈降法
で検討した．その結果，SAH-BCL9B が最も効
率よく-カテニンに結合していた．したがっ
て，SAH-BCL9B 用いて live cell imaging を
行いその細胞内移行を観察したところ，
SAH-BCL9B が主に核内に取り込まれていた．
また，SAH-BCL9B に細胞増殖抑制効果がある
ことを明らかしてきた． 
２．研究の目的 
申請者らは，-カテニンに結合し，その転

写活性を正に制御する BCL9 が大腸癌の細胞
増殖，転移・浸潤，腫瘍血管新生に重要であ
ることを明らかにしている (Mani M, Takada 
K, et al., Cancer Res, 2009)．BCL9 は正
常細胞に発現していないことから癌治療の
標的分子として理想的である．BCL9 は，
homology domain 2(HD2)が形成する-Helix
を介して-カテニンに結合する．申請者らは，
HD2 の 構 造 を 模 倣 し た Stabilized 
Alpha-Helix of BCL9 peptide (SAH-BCL9) を
設計・合成し，SAH-BCL9 が Wnt/-カテニン
転写活性を特異的かつ効果的に阻害し，大腸
癌 細 胞 株 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 
preliminary に見出していた． 本研究の目
的は，SAH-BCL9が癌細胞の増殖を抑制するの
みならず，浸潤・転移能さらには血管新生抑
制作用を有するか否かを検討するととも
SAH-BCL9の in vivoでの抗腫瘍効果を明らか
とし，SAH-BCL9を抗腫瘍薬として臨床試験へ
導入することを目的とした． 
３．研究の方法 
(1) Wnt 特異的ルシフェラーゼアッセイによ
る Wnt/-カテニン転写活性の測定：Colo320 
細胞に Wnt特異的転写活性を測定するために 
TOP-FLASHあるいは FOP-FLASH プラスミドを
Lipofectamine を用いて遺伝子導入した．遺
伝子導入 24時間後に SAH-BCL9B 処理を 12 時
間行い，デュアルレポーターアッセイキット
を用いてその活性を測定した．さらに，
SAH-BCL9B の特異性を確認する目的で，NFB
の転写活性を同様の方法で測定した． 
 
(2) qRT-PCR を用いた Wntシグナル特異的遺
伝子の mRNA 発現変化の検討:大腸癌細胞株
である DLD-1および Colo320細胞に vehicle 
(0.1 % DMSO) あ る い は  SAH-BCL9B ， 
SAH-BCL9B(R359E) を添加し，24 時間後に細
胞を回収し，TRIzol (Invitrogen) を用いて 
RNA を抽出する．続いて 2g の RNA から 
SuperScript VILO cDNA 合成キットを用いて 
cDNA を作製する．同 cDNA を用いて大腸癌
において Wntシグナルの特異的下流遺伝子と
して知られてい Axin2, Lgr5, LEF-1, APCDD1 
の発現量を qRT-PCR 法で定量した． 
 
(3) 細胞増殖抑制効果の解析：3H-tymidine 
incorporation 法により SAH-BCL9B の細胞増



殖抑制効果を検討した．外科的に切除された
大腸癌組織より大腸癌細胞のみを分離し，
SAH-BCL9Bの細胞増殖効果を確認した．同時に
同細胞の BCL9 および -カテニンの蛋白発
現量をウエスタンブロット法で解析し，増殖
抑制効果とこれらの蛋白発現量に相関があ
るか否かを検討した．大腸癌細胞の単離方法
は，まず切除された組織を 37 ℃，30 分間
collagenase IV (Worthington Biomedical 
Corporation)および 0.01 % DNase I で処理
する．混入している赤血球は ACK lysing 
buffer で溶血させ，生細胞を Ficoll-Paque 
で回収する．さらに，FITCラベル抗 EpCAM 抗
体（clone Ber-EP4, Dako）および Hoechst 
33258 (Sigma-Aldrich)で細胞を染色し，
FACSAria flow sorting (BD Biosciences)を
用いて EpCAM 陽性，Hoechst 陰性細胞を単離
した． 
 
(4) SAH-BCL9B による血管新生および浸潤能
抑制作用の評価：SAH-BCL9Bが VEGF 発現量に
変化を与えるか否かを ELISA 法 (DuoSet, 
R&D Systems) で解析した．具体的には，0-20 
M SAH-BCL9B を大腸癌細胞に添加し，24 時

間培養後細胞上清を回収し，VEGFを測定した．
さらに，既報(Cancer Res, 2009)と同様に in 
vitro angiogenesis assay キ ッ ト 
(Millipore) の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 
SAH-BCL9B が HUVEC の capillary tube 
formation に与える影響を観察した．一方，
浸潤能の変化に関しては 2 x 105の大腸癌細
胞を Matrigel Boyden chamber に蒔き，
chamber の膜を通過し得た細胞の数をカウン
トすることによって評価した． 
 
(5) in vivo における SAH-BCL9B の抗腫瘍効
果の検討：GFP でラベルした大腸癌細胞 
(Colo320) 1 x 106 個を放射線投与後の 
NOD.CB17-PrkdcSCID/J mice の腹腔内に接種
し，48時間後より Vehicle (2.5 % DMSO in 5 % 
Dextrose water), SAH-BCL9B (20 mg/kg) あ
るいはSAH-BCL9B(R359E)による治療を開始す
た．投与経路は腹腔内投与とし，薬剤の投与
は隔日投与とする．腫瘍接種 40 日後に抗腫
瘍効果判定を LAS-4000 を用いて GFP 陽性
領域を画像化し，Image J ソフトを用いてそ
の領域を定量化した． 
 
(6) in vivo における SAH-BCL9B の抗転
移・浸潤，血管新生効果の解析：担癌マウス
の complete necropsy を行い，組織学的に
肝および多臓器への転移を評価した．血管新
生の評価は，抗 CD34 抗体を用いた免疫染色
法で行った． 
 
 
 

４．研究成果 
(1) Wnt 特異的
ルシフェラーゼ
アッセイによる
Wnt/-カテニン
転 写 活 性 の 測
定：SAH-BCL9B処
理により Wnt の
転写活性は有意
に低下した．一
方，NFB の転写
活性に変化は認
められなかった． 
 
(2) qRT-PCR を用いた Wnt シグナル特異的遺
伝子の mRNA 発現変化の検討: SAH-BCL9B 処
理により Wnt の標的遺伝子である Axin2, 
LGR5, LEF1, VEGF, c-MYC が有意にその発現
が抑制された． 

 
(3) 細胞増殖抑制効果の解析：外科的に切除
された大腸癌組織より大腸癌細胞のみを分
離し，SAH-BCL9Bの抗腫瘍効果を検討したとこ
ろ BCL9 が発現している患者検体においてそ
の細胞増殖抑制効果が観察された． 

 
(4) SAH-BCL9B による血管新生および浸潤能
抑制作用の評価：SAH-BCL9B添加により，血管



新生，VEGFの産生能および浸潤能が有意に抑
制された． 

(5) in vivo における SAH-BCL9B の抗腫瘍効
果の検討：SAH-BCL9B 投与により，腫瘍は有
意に縮小した．  
 
(6) in vivo における SAH-BCL9B の抗転
移・浸潤，血管新生効果の解析：抗転移抑制
効果および抗血管新生抑制効果を病理学的
に証明し得た． 
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