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研究成果の概要（和文）：WT1遺伝子は様々な腫瘍の発生・悪性化に関与する。本課題ではWT1の新たな癌遺伝子機能と
してDNA損傷修復促進と代謝調節の二つを明らかにした。まず、WT1のWTC isoformは遺伝子組換え(HR)因子のRad51D、X
RCC2、およびRad54の発現を上昇させDNA損傷修復の主要経路HRを促進することで、腫瘍の抗癌剤抵抗性をもたらした。
次に腫瘍細胞の細胞質に発現するWT1タンパクが、細胞の代謝に関わる酵素に直接結合しその活性を増強していること
を示した。以上の知見はWT1遺伝子が様々な機序で癌遺伝子様機能を果たすとともにこれらを標的とした新たな分子標
的治療法開発の可能性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：The WT1 gene is overexpressed in leukemia and various types of solid tumors.In 
the present research project, we elucidated two novel mechanisms by which WT1 exerts its oncogenic 
functions. First, WT1 induced resistance to chemotherapeutic drugs such as DOX through promotion of 
homologous recombination (HR) that plays a critical role in DNA damage repair responses. Among four 
isoforms of WT1, WTC isoform alone promoted HR, which resulted from upregulation of HR factors, XRCC2, 
Rad51D, and Rad54. Immunohistochemistry showed that XRCC2 and Rad54 proteins were highly expressed in the 
majority of NSCLC and gastric cancer, and that expression of these two proteins was significantly 
correlated with that of WT1 protein in NSCLCs. Second, we showed the involvement of cytoplasmic WT1 
protein in metabolic regulation through direct binding to metabolic enzymes in tumor cells. These 
interactions of WT1 with metabolic enzymes might be targets of novel molecular targeted cancer therapy.

研究分野： 腫瘍生物学　血液学　腫瘍免疫学
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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。しかし、われわれ

はこれまでに以下を明らかにしてきた。 

1）変異のない野生型WT1遺伝子が白血病

や肺癌、大腸癌などの様々な固形癌にお

いて過剰発現 

2）白血病、軟部肉腫において WT1mRNA の

発現レベルと患者予後は逆相関を示す 

3）WT1 アンチセンスオリゴ DNA により

WT1 遺伝子の発現を抑制すると WT1 を発

現する白血病細胞や固形癌細胞の増殖

が抑制される 

4）WT1 遺伝子の強制発現がマウス正常骨

髄前駆細胞の好中球への分化を抑制す

る 

5）WT1 遺伝子の 4 種のアイソフォームの

うち WTA(17AA+/KTS+), WTB(+/-)は白血

病細胞および固形癌細胞のミトコンド

リア膜電位の安定を介して抗がん剤で

あるドキソルビシンやエトポシド誘導

性のアポトーシスを抑制する 

6）WTD(-/-)はアクチン結合タンパクで

あるゲルゾリンやアクチニンの発現レ

ベルを制御することにより腫瘍細胞の

運動能や浸潤能を増強することを明ら

かにしてきた。 

これらの結果は WT1 遺伝子がこれらの細

胞における細胞増殖、分化の抑制や細胞

死の抑制を介して白血病や固形癌の発生

に重要な役割を果たし、WT1 遺伝子が癌抑

制遺伝子よりはむしろ癌遺伝子として機

能していることを示していた。 

さらに我々は本研究課題の先行研究にお

いて WT1 が新たな癌遺伝子様機能として

ゲノム安定性維持・DNA 損傷修復や細胞の

生存に関与する代謝系において役割を果

たす可能性を明らかにしていた。 

 
２． 研究の目的 

 
本研究の研究目的はこれまでの研究で示唆

された、ゲノム安定性・DNA 損傷修復および

腫瘍細胞の代謝制御においてWT1遺伝子の果

たす機能とその分子学的メカニズムを明確

にすることである。さらに、WT1 タンパクが

これらの機能を果たすためにはWT1タンパク

と binding partner となる分子の間の相互作

用が重要であることが示唆されたので、本研

究においては WT1 タンパクと binding 

partner の相互作用を WT1 ペプチドにより

dominant negativeに阻害することによって、

WT1 が他の因子と協働して発揮する機能のメ

カニズムを解析することである。 

 
３．研究の方法 
 

(1) WT1 遺伝子のゲノム安定性・DNA 損傷

修復への関与について 

1-1 WT1 の DNA 二本鎖切断（DSB）の損傷

修復への関与 

DNA DSB の主たる修復経路である homologous 

recombination (HR)がおこるとＧＦＰを発現

するレポーターベクターを導入したWT1遺伝

子を内在性に発現しないヒト細胞株にWT1遺

伝子の isoform のそれぞれを強制発現させ、

WT1 の HR に及ぼす影響を検討した。WT1 が HR

を介した DNA DSB の修復を促進したため、こ

れらの WT1 強制発現細胞における HR 因子の

発現変化を解析し、WT1 による HR 因子の発現

調節の有無およびその機序について解析し

た。 

 

1-2 WT1 とゲノム DNA 代謝因子Ｘの間の相

互作用を阻害する WT1 ペプチドの同定 

これまでの研究で WT1 タンパクがゲノム DNA

の保護・修復に重要な役割を果たす因子 X（仮

称）と直接結合することを in vitro binding 

assay により明らかにした。そこで、WT1 と

因子 Xを含む WT1 複合体がゲノム DNA 保護・



損傷修復において果たす役割を明らかにす

るために、WT1 の部分配列のペプチドライブ

ラリーを合成し、WT1 タンパクと因子Ｘの結

合を dominant negative に阻害する WT1 ペプ

チドを同定した。 

 

(2) WT1 遺伝子による腫瘍細胞の代謝制御に

ついて 

2-1 酵素活性の in vitro 測定系の確立 

WT1 による制御が示唆された代謝経路および

WT1 が直接結合しうる酵素 Y1,Y2（仮称）の

活性を in vitro で測定する系を確立した。

さらに、これらの in vitro 測定系に、リコ

ンビナントの全長 WT1 タンパクを加え、これ

らの代謝経路の活性、酵素の活性への影響を

解析した。 

 

2-2 WT1 タンパクと酵素 Y1,Y2 の結合を

dominant negative に阻害しうる WT1 ペプ

チドの同定とその酵素活性への影響 

酵素と結合しうる WT1 ペプチドは WT1 タ

ン パ ク と 酵 素 の 結 合 を dominant 

negative に阻害しうる。そのため、酵素

Y1,Y2 と結合しうる WT1 ペプチドを同定

し、これが酵素 Y1 および Y2 の活性に及

ぼす影響を in vitro 測定系において解析

した。 

 

(3) WT1 分子標的療法の開発 

細胞の生存および増殖に重要な役割を果

たすWT1タンパクとそのbinding partner

の結合部位を標的として、これを阻害す

ると考えられる細胞膜透過配列を付加し

た WT1 ペプチドを合成し、その WT1 発現

腫瘍細胞の増殖、生存に及ぼす影響を解

析した。 

 
４．研究成果 
 

(1) WT1 遺伝子のゲノム安定性・DNA 損傷修復

への関与 

 

本研究では WT1の 4種のアイソフォームのう

ちこれまで機能が明確ではなかった、WTC ア

イソフォームが重大な DNA損傷である DNAの

二本鎖切断において、その主要な修復経路で

ある遺伝子組換え(HR)を促進することで、

DNA 損傷修復を促進することを明らかにし、

その機序として、HR の過程の早期のステップ

に関与する Rad51D および XRCC2、さらに中期

から後期のステップに関与するRad54の発現

の上昇を明らかにした。さらに WTC アイソフ

ォームによるこれらの遺伝子の発現上昇の

機序として、WTC タンパクが XRCC2 および

Rad51D のプロモーター領域に直接結合して

いることを明らかにした。 

 

図 1. WTC タンパクの XRCC2 および Rad51D

プロモーターへの結合A.XRCC2およびRad51D

のプロモーター領域におけるKTS+WT1アイソ

フォームの結合しうる部位. B. クロスリン

ク後、WTC タンパクと結合したゲノム DNA を

WT1 抗体により免疫沈降し、それぞれの領域

の DNA を Real-time PCR 法により増幅した。 

 

さらに非小細胞肺癌および胃癌において、

XRCC2 および Rad54 タンパクが高発現してい

ること、非小細胞肺癌においてこれらのタン

パクとWT1タンパクの発現が相関しているこ

と、腫瘍細胞内に共発現していることを明ら

かにした。 

 



 
図 2. WT1 と Rad54 または XRCC2 との肺癌組

織の免疫組織化学による二重染色像。WT1 は

赤、Rad54およびXRCC2は茶色に染色される。 

 

これらの研究成果は白血病や様々な固形癌

で過剰発現するWT1遺伝子の新たな癌遺伝子

様機能を明らかにしたものである。さらに

WT1 のアイソフォームのうち二つ目のスプラ

イシング部位である KTSを持つ KTS(+)WT1 ア

イソフォームの転写因子としての役割は明

確ではなく少数の報告があるのみであった。

今回の結果によりKTS(+)WT1アイソフォーム

が転写因子として様々な遺伝子の発現を調

節する可能性が示されたことはWT1遺伝子の

機能を理解する上で重要な知見である。 

以上の成果は Mol Carcinog 誌にて発表し

た。 

 

(2) WT1 遺伝子の腫瘍細胞の代謝制御を標的

にした分子標的療法の開発 

WT1 が直接結合しうる酵素 Y1 および Y2 に全

長 WT1 タンパクを加えたところ、WT1 タンパ

クが直接これらの酵素の活性を増強するこ

とを明らかにした。WT1 タンパク上の結合部

位に該当する WT1ペプチドは WT1タンパクと

酵素の結合を dominant negative に阻害しう

る。そのため、酵素 Y1,Y2 と結合しうる WT1

ペプチドを同定し、これが WT1 タンパクによ

る酵素 Y1および Y2の活性増強をキャンセル

す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 ペプチドを合成し、これ

で WT1 発現腫瘍細胞を処理したところ、これ

らの細胞に細胞死を誘導した。これらの結果

は腫瘍細胞の代謝を標的とし、かつ WT1 を発

現する腫瘍細胞に特異的な新たな治療法の

開発につながる知見である。 
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