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研究成果の概要（和文）：がん分子標的治療ではATP競合型キナーゼ阻害剤の躍進が著しいが、それに続く画期
的な創薬のためには新たな治療標的の同定が重要な課題である。本研究開始時に、我々が同定したWnt/β
-cateninシグナル阻害剤（WSI）が、mTOR複合体(mTORC)構成因子の1つであるTel2に結合することを見出してい
た。Tel2はmTORCの安定化因子であり、その機能制御は新たな治療戦略になり得ると考えた。本研究では「WSIの
Tel2への結合が、mTORC機能を阻害し、Wnt/β-cateninシグナル依存性細胞増殖を抑制する。」という作業仮説
の検証を行い、新規治療標的としてのTel2の有用性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：ATP competitive kinase inhibitors have shown remarkable progress in the 
molecular targeting therapy for cancers. However, the identification of the new therapeutic target 
has been an important issue for the epoch-making drug discovery. We found that our Wnt/β-catenin 
signaling inhibitor (WSI) bound to a component of mTOR complex (mTORC), which is essential for mTORC
 functions. Therefore, we thought that pharmacological control of its function could become a new 
therapeutic strategy. In this study, we showed that WSI inhibited mTORC functions and controlled 
proliferation of cancer cells, and suggested usefulness of the component of mTORC as a new 
therapeutic target. This new target molecule may open up a next-generation drug discovery field.

研究分野： 創薬科学

キーワード： mTOR　Wnt　化合物　阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、画期的な新規創薬標的を提供するものであり、新たな創薬フロンティアを開拓する糸口となる。進行
性腎細胞がんや神経内分泌腫瘍などのmTOR阻害薬が有効なアンメットメディカルニーズの高い疾患のための新た
な治療選択の礎を築く。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
Wnt/β-catenin 経路阻害薬の魅力と課題 
Wnt/β-catenin 経路が、様々ながんの病態に寄与することが広く知られている（図１）。抗悪

性腫瘍活性を期待して、Wnt/β-catenin 阻害剤の探索が世界中で行われていたが、研究開始当
初は医薬品として承認されたものはなかった。また、現在もない。これまでの in vitro screening
では、Wnt/β-catenin 経路の多様な生体機能を加味することができず、思いもよらない副作用
の発現が開発失敗の一因と考えられていた（Kahn, Nat. Rev.Drug Discov. 2014）。それらの失
敗を受けて、モデル動物を用い
た第二世代スクリーニングが
注目されていた（Lu et al. 
Cancers 2016）。 
 
独自のゼブラフィッシュ胚を
用いた Wnt/β-catenin 経路阻
害剤スクリーニング 
我々は、ゼブラフィッシュ胚

を用いたユニークな探索系を
用いて、継続的に胚発生に低毒
性な Wnt/β-catenin 経路阻害
剤 を 多 数 同 定 し て き た
（Nishiya et al. Chem. Biol. 
2014）。これらは、アゾール系抗
真菌薬や合成化合物 IMU1003 な
どを含む多様な化合物群であ
り、マウス大腸がんモデルでは
目立った毒性を示さずに抗腫
瘍効果を示した。 
 
mTORC 構成成分 Tel2 と Wnt/β-catenin signaling inhibitor（WSI）の物理的相互作用 
WSI 結合分子の質量分析によって、Telomere length regulation protein 2（Tel2）、Tel2-

interacting protein 1/2（Tti1/2）が同定された。Tel2 が WSI と特異的に結合することも示し
た。Tel2 は、Tti1/2 とともに mTORC1 および mTORC2 の構成成分となり、mTORC1/2 の安定化や機
能発現に必須の因子である。（Laplante & Sabatini, Cell 2012, Kaizuka et al. J. Biol. 
Chem. 2010））。 
 
 
２．研究の目的 
がん分子標的治療では ATP 競合型キナーゼ阻害薬の躍進が著しいが、それに続く画期的な創

薬のためには新たな治療標的の同定が重要な課題である。最近、申請者らが Wnt/β-catenin シ
グナル阻害剤として同定した WSI が、mTORC 構成因子の 1 つである Tel2 に結合することを見出
した。Tel2 は mTORC の安定化因子であり、その機能制御は新たな治療戦略になり得る。FKBP12
を介したラパマイシン誘導体の mTOR 阻害と双璧をなす治療戦略になり得る。 
 
本研究では「化合物による Tel2 の機能修飾が、mTORC 機能を阻害し、Wnt/β-catenin シグナ

ル依存性がん細胞の増殖を抑制する。」という作業仮説の検証を行い、新規治療標的としての
Tel2 の有用性を明らかにすることを目的とする。本研究で例示する druggable な新規標的分子
が、次代の創薬領域を開拓する糸口になると期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
 下記の方法で、「化合物による Tel2 の機能修飾が、mTORC 機能を阻害し、Wnt/β-catenin シグ
ナル依存性がん細胞の増殖を抑制する。」という作業仮説を検証した。 
 
低 WSI 親和性 Tel2 変異体の作成 
以降の実験に用いる薬剤耐性 Tel2 変異体等のツールを作成した。まず、Tel2 の欠失変異体の

発現系を構築し、WSI を共有結合させた磁性ビーズを用いて in vitro 結合実験を行った。結合
活性に必要な領域を狭めて結合に必要な最小断片を同定し、WSI への親和性が低下した点変異体
（耐性 Tel2）を作成した。 
 



変異体を用いた WSI 作用の検証 
化合物による Wnt/β-catenin 経路阻害が Tel2 との結合を介するかを明らかにするために、

siRNA による Tel2 遺伝子ノックダウン、変異型 Tel2 の強制発現や再構成系を用いた。再構成系
は、Tel2 ノックダウン細胞への耐性 Tel2 の再導入によって構築した。WSI の Wnt/β-catenin 経
路阻害作用への変異体の影響は、β-catenin タンパク質レベル、β-catenin/TCF 依存的転写活
性、mTORC 下流因子であるに S6 キナーゼと AKT のリン酸化状態の変化を指標に評価した。転写
活性はルシフェラーゼアッセイを用いて、リン酸化状態の評価はリン酸化体特異抗体を用いた
ウェスタンブロットを用いて評価した。 

 

 
４．研究成果 
本研究開始当時、WSI 結合因子として Tel2 が同定されていたが、Tel2 の Wnt/β-catenin シ

グナルへの機能的な関与についての情報が不足していた。そこで、まず、Wnt/β-catenin シグ
ナルへの関与を明らかにするために、siRNA による Tel2 遺伝子のノックダウンを行った。Tel2
タンパク質の生細胞中の半減期が長いため、十分なタンパク質発現低下が観察されるのは siRNA
トランスフェクション後 4 日程度を要することが明らかとなった。十分にノックダウンされる
条件下で、β-catenin タンパク質レベルをウェスタンブロットで評価したところ、細胞質画分
のβ-catenin タンパク質レベルが低下した。また、TCF 結合配列を用いたルシフェラーゼレポー
ターアッセイを行ったところ、siRNA によって Wnt 依存的なβ-catenin/TCF 転写活性化能が低
下した。 
 
Tel2 の欠失変異体の哺乳類細胞発現系を構築し、WSI への結合活性に必要な領域を狭めて、C

末端側のαヘリックス構造が重要であることを突き止めた。さらに、大腸菌の GST 融合タンパク
質発現系を構築し、詳細に結合様式を解析した。上記のαヘリックス内の極性アミノ酸残基を中
心に site directed mutagenesis を行い、複数の点変異体を作成した。これらの WSI 磁性ビーズ
への結合活性を in vitro 結合反応で評価した。ヘリックス内のリジン残基に変異を導入した変
異体（K変異体）では、WSI への結合活性が著しく低下していた。 
 
in vitro での結合活性評価に加えて、生細胞中の Tel2 と WSI の結合特異性について検討し

た。WSI にユビキチンリガーゼのリガンドであるレナリドミドまたはウベニメクスを共有結合し
て複数の PROTAC-WSI または SNIPER-WSI を作成した。これらは、WSI 結合タンパク質近傍にユ
ビキチンリガーゼを引き寄せ、ユビキチン-プロテアソーム系による分解を引き起こす。したが
って、PROTAC-WSI または SNIPER-WSI が Tel2 の分解を誘導するかを評価することによって、
生細胞中のWSIと Tel2間の結合を確認できる。今回作成したいずれのPROTAC-WSIも野生型Tel2
の分解を誘導しなかった。一方、ウベニメクスを結合した 2種類の SNIPER-WSI は、濃度依存的
に野生型 Tel2 の分解を誘導した。その一方で、in vitro での WSI 結合親和性の低下した K変異
型 Tel2 は、SNIPER-WSI による分解を回避した。したがって、WSI は生細胞中で特異的に Tel2 に
結合すると考えられる。 
 
この K 変異体の強制発現が WSI 耐性化を引き起こすか、β-catenin/TCF 転写活性化能の低下

を指標に評価した。予想に反して、コントロールとして用いた野生型 Tel2 の強制発現が耐性化
傾向を示したが、K 変異型 Tel2 は感受性にほとんど影響を与えなかった。この結果から、細胞
内で Tel2 と協調して機能する因子との stoichiometry の重要性を予想した。すなわち、単純に
強制発現しただけでは Tel2 の機能発現には不十分であり、強制発現された外来タンパク質はデ
コイフラグメントのように振る舞うと考えた。今回得られた結果は、野生型 Tel2 はデコイとし
て WSI の効果を低下させたが、WSI への親和性の低下した K変異体はデコイの効果を示さなかっ
たと解釈することができる。したがって、目的とする評価を行うためには、内在性 Tel2 をノッ
クダウンし、外来の Tel2 で再構成する必要があると考えた。 
 
 siRNA による内在性 Tel2 のノックダウンの後、siRNA 耐性変異を導入した Flag-tag 付加 Tel2
の発現ベクターをトランスフェクトすることで再構成系を構築した。再構成系の健全性は、内在
性 Tel2 タンパク質レベルの低下と Flag-Tel2 の発現によって確認した。野生型 Tel2 再構成細
胞では、WSI による細胞質β-catenin タンパク質レベルやβ-catenin/TCF 転写活性化能の低下
が観察された。一方、WSI への親和性が低下した K変異型 Tel2 再構成細胞では、WSI によるβ-
catenin タンパク質レベルやβ-catenin/TCF 転写活性化能の低下が観察されなくなった。すな
わち、K変異型 Tel2 再構成細胞は WSI に耐性を獲得し、WSI の生物活性は Tel2 への結合を介す
ることが示された。 
 
通常の Wnt/β-catenin 経路の負の制御では、プロテアソームによるβ-catenin の恒常的分解

の貢献が大きい。一方、WSI のβ-catenin レベル低下作用は、プロテアソーム阻害剤 MG132 存在
下でも観察されることから、プロテアソーム非依存的であると考えられる。この点を、再確認す
るために、プロテアソームによる分解に耐性を示す変異体β-catenin S33Y を発現させた細胞を



用いて WSI の効果を解析した。その結果、WSI によって、β-catenin S33Y 変異体も内在性β-
catenin と同様に低下した。したがって、薬理学的方法に加えて、WSI のプロテアソーム非依存
性が遺伝学的方法によっても再確認された。 
 
mTORC はオートファジーやアポトーシスを制御するため、これらの経路に関連するプロテアー

ゼがβ-catenin レベルの低下に関わる可能性を考えた。オートファジー阻害剤である E-64d や
paclitaxel は WSI によって低下したβ-catenin レベルを回復させることはなかった。しかし、
複数のCaspase阻害剤はβ-cateniｎレベ
ルを回復させた。この結果から、WSI は、
caspase を介してβ-catenin レベルを低
下させることが示唆された。また、この減
弱は、WSI によるアポトーシス誘導の６時
間以上前に観察されるため、WSI は
caspase の非アポトーシス機能を介して
β-catenin レベルを低下し、Wnt/β-
catenin 経路を阻害すると考えられる。さ
らに、WSI 処理や Tel2 遺伝子ノックダウ
ンによって、mTORC の下流因子である AKT
と S6 kinase のリン酸化レベルが低下し
た。 
 
以上の結果から、WSI は Tel2 への結合

を介して mTOR 機能を阻害し、caspase に
よるβ-catenin の分解を引き起こすこと
によってWnt/β-catenin経路を抑制する
と考えられる。また、Tel2 は、WSI 等の化
合物によって機能制御可能な新たな治療
標的分子と考えられる。 
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A zebrafish phenotypic screening re-discovered ivermectin as a Wnt pathway inhibitor.

イベルメクチン結合タンパク質(IvBP)はdruggableなWnt/β-catenin経路仲介因子である
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アゾール系抗真菌薬によるWnt/beta-catenin経路阻害と抗腫瘍作用

Identifying chemical suppressors of the Wnt/β-catenin signaling pathway.

Chemical suppressors of the Wnt/β-catenin signaling pathway and their molecular targets

Ivermectin suppresses the Wnt/beta-catenin pathway and specifically binds to target proteins.
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