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研究成果の概要： 

抗がん剤による治療を行った場合に、徐々にその効果が低下することは臨床上しばしば認める

ことであり、そのメカニズムを解明しその結果に基づき新たな治療法を開発することは極めて重

要なことである。がん細胞に対してアポトーシス（細胞死）誘導するREIC/Dkk-3が耐性獲得抑制、

耐性克服もしくは感受性増強のための標的となることを明らかにした。特に、REIC/Dkk-3により

抗がん剤耐性獲得におけるkey moleculeであるP-glycoproteinの発現が低下することを突き止

めた。 
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１．研究開始当初の背景 

JNKおよびREIC/Dkk-3をはじめとするJNK関連

ストレス応答分子と薬剤耐性化の関連を明ら

かにすることで耐性獲得の新規分子機構を解

明し、さらには耐性克服を企図した分子修飾

の方策を突き止めるこことが可能となる。一

連の抗癌剤耐性獲得の機序とストレス応答分

子との関連性を示唆する報告は散見されるが、

耐性克服を企図しかつ臨床応用化の実現可能

性を有する分子修飾法に関する具体的研究成

果は得られていないため 

２．研究の目的 

尿路性器癌に対する抗癌剤耐性獲得にお

ける新規分子機構としてMAPK familyのひと

つでありストレス応答分子のひとつである

JNKに着目し以下のことを明らかにする。 



(1) JNKならびにJNK関連分子が抗癌剤耐性獲得

に関与しているか否かを分子細胞生物学的

に明らかにする。 

(2) 従来より明らかにされている耐性獲得機

序であるMDR、MRP、GST-Πなどとの関連性

を明らかにする。 

JNKおよびJNK関連分子を標的とし抗癌剤耐

性克服ならびに感受性増強を企図した治療

法開発の可能性を明らかにする。 

すなわち、尿路性器癌に対する抗癌剤耐性獲

得における新規分子機構としてのJNKと関連

遺伝子の意義を明らかにし、癌の治療におけ

る標的となりうるか否かを検証し、有効な治

療法を開発するための科学的基盤を形成する

ことである。 

３．研究の方法 

(1)癌細胞株  

使用した癌細胞株は野生型 MCF7 (MCF7/Wt), 

多剤耐性型 MCF7(MCF7/ADR)，MDA-MB-231, 

SK-BR-3, HCC1806．コントロールとして，子

宮頸癌細胞株 HeLa，線維芽細胞株 OUMS24，

正常乳腺上皮 HMEC を使用した。 

(2)蛋白発現分析  

細胞株から蛋白を抽出し，それぞれの目的蛋

白に応じた抗体を使用してウエスタンブロ

ットを行い，蛋白発現を定量した．REIC に対

する抗体は岡山大学細胞生物学教室で作成

した。 

(3)REIC アデノウイルスベクター  

REIC 遺伝子の Full-length cDNA を COS-TPC 

method にてアデノウイルスベクターに挿入

した．ベクターのコントロールとして LacZ

遺伝子を挿入したアデノウイルスベクター

を使用した。 

(4)Apoptosis Assay  

In Vitro においては，アデノウイルスベクタ

ーを感染させてから 48 時間培養した後，

Hoechst33342 solution を用いて細胞核の濃

縮，断片化を観察してアポトーシスの評価と

した．また In Vivo では，TUNEL 染色法を用

いて腫瘍細胞のアポトーシスの評価を行っ

た。 

(5)Cell Viability Assay  

96 穴の培養プレートを使用して，アデノウイ

ルスベクターを感染させてから 48 時間培養

した後，ドキソルビシン濃度の異なる培養液

中で 72 時間培養し，MTT assay 法にて生存し

ている細胞数を定量した。 

(6)ドキソルビシンの細胞内濃度測定  

REIC 遺伝子を強制発現させた癌細胞株にお

いて，10μM のドキソルビシン濃度の培養液

で 36 時間培養した．ドキソルビシンは赤色

の自家蛍光を持っているため，それを蛍光顕

微鏡で観察し，細胞内のドキソルビシン量を

定量した。 

(7)マウス皮下腫瘍モデル  

生後 5-6 週のヌードマウスの皮下に MCF7/Wt

を 5×106個移植し，皮下腫瘍モデルを作成し

た．MCF7 はエストロゲン受容体陽性のため，

あらかじめ皮下にエストラジオールの徐放

剤を移植した．皮下腫瘍が 3-6mm 程度になっ

たところで，腫瘍内にアデノウイルスベクタ

ーを局注し感染させ，3 週間にわたり，腫瘍

の体積を評価した。 

 

４．研究成果 

(1)癌細胞株における REIC 発現の抑制  

スクリーニングとして各種乳癌細胞株にお

いて REIC 蛋白の発現を検討した．線維芽細

胞株，正常乳腺上皮においては REIC 蛋白の

発現が見られたが，薬剤耐性 MCF7/ADR も含

め，今回使用したすべての癌細胞株において

その発現は抑制されていた．このことは前立

腺癌など他の癌腫における結果と同様であ

った。 

(2)アデノウイルスベクター感染による REIC



強制発現  

MCF7/Wt，MCF7/ADR についてアデノウイルス

ベクターを感染させて REIC 蛋白発現の検討

を行った．いずれの細胞株においても，アデ

ノウイルスベクターの濃度依存性に REIC の

強発現がみられた．以後十分な蛋白強制発現

が得られる 100MOI を実験に使用するベクタ

ー濃度とした。 

(3)REIC 強制発現によるアポトーシス誘導 

In Vitro において REIC 強制発現がアポトー

シスを誘導することの検討を行った．

MCF7/Wt，MCF7/ADR，SK-BR-3 の細胞株すべて

において REIC アデノウイルスベクター感染

が有意にアポトーシスを誘導していた．しか

し正常乳腺上皮（HEMC）については，同濃度

の REIC アデノウイルスベクター感染でも有

意なアポトーシス誘導は見られなかった。 

(4)REIC 強制発現と薬剤耐性の関係  

REIC 強制発現が薬剤耐性に及ぼす影響を野

生型 MCF7（ MCF7/Wt）と多剤耐性 MCF7

（MCF7/ADR）を用いて検討した．MCF7/Wt で

は REIC 強制発現はドキソルビシンの感受性

に影響を与えなかったが，MCF7/ADR ではドキ

ソルビシン濃度 10μM，25μM において REIC

強制発現群で有意に感受性が増強していた。 

(5)REIC 強制発現と JNK 経路の関係  

MCF7/Wt，MCF7/ADR について REIC 強制発現が

JNK-c-Jun 経路に及ぼす影響を検討した．い

ずれの系においても JNK，c-Jun の発現量そ

のものに変化はなかった．MCF7/Wt，MCF7/ADR

いずれにおいても REIC 強制発現が JNK をリ

ン酸化誘導することでその活性を増強し，

c-Jun リン酸化を来していた．活性化された

c-Jun は，cleaved caspase-3 が発現増強し

ていることからアポトーシス誘導に関与し

ていると考えられた．またそれと同時に，活

性化 c-Jun は多剤耐性のマーカーである

P-glycoprotein(P-gp)を抑制しており，REIC

強制発現がドキソルビシンに対する薬剤耐

性緩和に関与していると考えられた．REIC 強

制発現系に JNK 阻害剤を加えると c-Jun 活性

化，P-gp 抑制は解除され，これらの反応が

JNK 依存性であることが示唆された。 

(6)REIC 強制発現と細胞内ドキソルビシン濃

度の関係  

自家蛍光を測定することにより細胞内ドキ

ソルビシン濃度を測定した．MCF7/ADR におい

て REIC 強制発現群では細胞内ドキソルビシ

ン濃度の上昇が見られた．このことは，REIC

強制発現により多剤耐性マーカーである薬

剤排出性膜蛋白の P-gp が抑制されるとした

仮説を裏付けるものであった。 

(7)In VivoにおけるREIC強制発現の腫瘍増殖

抑制効果  

ヌードマウス皮下腫瘍モデルで腫瘍増殖抑制

効果を検討した．コントロール群に比べ，REIC

アデノウイルスベクターを腫瘍内注射した群

において著明な腫瘍増殖抑制効果を認めた．

また，TUNEL染色において高率にアポトーシス

を認め，増殖抑制効果がREIC強制発現からの

アポトーシス誘導によるものであることが示

された。 
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