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研究成果の概要（和文）： 

岡山大学で同定した新規の不死化関連遺伝子群について、前立腺正常上皮細胞および前立腺癌

細胞における発現動態が、細胞内での Ras シグナリングの抑制および細胞増殖抑制にどのような

分子機構により関わるのかを系統的に解析した。特に、不死化関連遺伝子の一つである

REIC/Dkk-3 の発現が、活性化 Ras タンパク質を抑制することにより Akt タンパク質の非活性化

に関与することを明らかにした。また、REIC 発現による細胞死の分子シグナル伝達を、分子シ

ャペロンタンパク質である BiP/GRP78 タンパク質が負に制御することを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

We analyzed the molecular function of novel immortalization-related genes, which were 

identified at Okayama University, in the intracellular Ras signaling and cell growth of 

prostate normal and cancer cells. In particular, we disclosed that the expression of 

REIC/Dkk-3, one of the immortalization-related genes, inactivated Akt signaling by 

down-regulating activated Ras. We also elucidated that the expression of BiP/GRP78, one 

of molecular chaperones, suppresses the REIC/Dkk-3-induced apoptotic signaling. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、抗腫瘍効果を有する新規癌抑制遺

伝子を同定するために、正常線維芽細胞に比

較し不死化ヒト線維芽細胞において発現が消

失ないし著しく低下している遺伝子を

subtraction hybridization法にて検索、それ

らの遺伝子とタンパク質の機能について基礎

研究を行ってきた。同定された3種類の不死化

関連遺伝子のひとつであるREIC/Dkk-3は、1)

ヒトの非小細胞肺癌、肝細胞癌、腎細胞癌な

どの癌細胞で高頻度に発現が低下しているこ

と （ BBRC, 289:257, 2001 ； J.Urol., 

171:1314,2004）、2）発現低下の主たる要因は

promoter領域のメチル化によること（Gene, 

282:151, 2002）、3）前立腺癌では、検討し

た52例全てのヒト前立腺癌組織でタンパク

質の発現が低下、その程度は組織学的悪性度

と相関していたこと、ならびに、アデノウイ

ルスを用いて強制発現させるとアポトーシ

スが誘導されること（Cancer Res, 65:9617, 

2005）より、新規の癌抑制遺伝子として報告

した。我々は、このような背景の中、

REIC/Dkk-3を含む新規不死化関連遺伝子群

の発現そのものが癌化を根源的に抑制する機

能を有し、また、前立腺癌では癌化の過程に

おいてその発現低下が極めて重要なイベント

となる可能性に着目した。特に、REIC/Dkk-3

の発現動態が、強い発癌作用を有する

Oncogenic Rasシグナリングに対しどのような

影響を持つのかを解明することが、前立腺の

癌化を理解する上で重要であると考え、本研

究を開始した。 

 

 

２．研究の目的 

岡山大学で同定した新規不死化関連遺

伝子群の前立腺正常上皮細胞および前立

腺癌細胞における発現と、細胞内での Ras

シグナリングの抑制、細胞増殖抑制、な

らびに転移・血管新生抑制の分子機構を系

統的に解析し、これら遺伝子群による

Oncogenic Ras 制御と前立腺癌化抑制機構

を解明することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（１）不死化関連遺伝子の発現動態が癌化シ

グナリングにおよぼす影響の解析 

単量体 p21GTP 結合タンパク質（Small 

GTPase）である Ras は、不活性型の GDP 結

合状態と活性型の GTP 結合状態間を循環し、

増殖・形質転換・アポトーシス・移動・細胞

周期の進行など、多くの細胞機能を制御して

いる。したがって、Ras-GTPの細胞内蓄積は、

正常細胞の癌化誘導の一つの条件になると

考えられる。この活性型 Ras（Ras-GTP）の

細胞内での半定量化には、EZ-Detect－Ras 

Activation Kit（PIERCE Biotechnology 社）

を用いた。 

培養中のヒト前立腺正常上皮細胞：PrEC

細胞（Lonza 社より購入）において、REIC

遺伝子発現を特異的 siRNA によりノックダウ

ンさせ、癌化に関連するタンパク質の発現変

動や活性化について、主にウエスタンブロッ

ト法により解析を行った。特に、いかなるタ

ンパク質が不死化関連遺伝子のシグナルの下

流に存在するかという観点から検討を行うべ

く、Ras シグナリングの根幹である Ras-GTP

レベルと、主要タンパク質 Akt と Raf の活性

化に焦点を絞り解析した。さらに、Ras-V12

遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ

Oncogenic Ras を細胞内に蓄積させた癌化誘

導状態において不死化関連遺伝子の発現と

Ras シグナリングの動態および細胞増殖・ア

ポトーシス誘導についての解析を行った。ま

た、同様の観点から、癌細胞を用いた実験系

においても解析を行った。癌細胞における

一過性の遺伝子発現のためのトランスフ

ェクションには、Lipofectamine 2000 試

薬（Invitrogen 社）を用い、ヒト前立腺

正常上皮細胞(PrEC)においては FuGENE HD 

試薬 (Roche 社)を用いた。各細胞の細胞



増殖の解析には、 MTS アッセイキット

（Promega 社）を用いた。 

 

（２）分泌型 REIC/Dkk-3 タンパク質の生理

学的機能の解析 

通常、REIC/Dkk-3 タンパク質は細胞質内

に 存 在 し て お り 、 そ の 一 部 が 分 泌 型

REIC/Dkk-3として間質、結合織、および血中

に分泌されると考えられる。そこで、前立腺

分化における分泌型 REIC/Dkk-3 タンパク質

の機能の解明を目的として、前立腺由来細

胞である RWPE-1 細胞の培養系において、

Matrigel（BD Biosciences 社）を用いた３次

元培養による腺管構造形成アッセイを行った。 

 

（３）不死化関連遺伝子の前立腺癌 Stable 

transfectant 細胞株での機能解析 

マウス前立腺癌細胞 RM9 細胞株は T. C. 

Thompson 教授(The University of Texas, 

Houston, TX)より譲渡された。REIC タン

パク質を恒常発現する RM9 細胞株は、全

長の REIC 遺伝子およびネオマイシン耐

性遺伝子を組み込んだプラスミドを

Lipofectamine 2000 により RM9 細胞にト

ランスフェクションし、さらに G418 

(Sigma 社)によりセレクションをかける

ことにより、クローン細胞株として樹立

した。この細胞株を用いて、いかなるタ

ンパク質が REIC/Dkk-3 発現シグナルの下流

に存在するのかを、タンパク質２次元泳動

法を用いたプロテオミクス解析を行い同定

した。 

 

（４）REIC 全身ノックアウト（KO）マ

ウスでの解析 

REIC 全身 KO マウスは、マウス REIC

遺伝子の exon 5 と exon 6 が欠損して

いるマウスであり、当該マウスでは機

能的な REICタンパク質が産生されない。

岡山大学動物実験施設において、当該

マウスの genotyping を行いながら、法

令に基づく拡散防止措置等の管理され

たゲージにて REIC 全身 KO マウスの飼

育、繁殖を行った。REIC 全身 KO マウス

は、REIC KO/WT（ヘテロ）マウス同士

の交配により作出した。 

 

 

４．研究成果 

本申請研究では、前立腺正常上皮細胞およ

び癌細胞等において、不死化関連遺伝子REIC

発現に伴う癌化抑制（Ras関連分子を中心

に）・細胞死誘導のシグナリングの解析を行

った。まず、前立腺正常上皮細胞において、

不死化関連遺伝子REIC発現を特異的siRNAに

よりノックダウンすることにより、活性型の

Rasがアップレギュレーションされることを

確認した。この状態で、Ras-V12遺伝子をトラ

ンスフェクションさせOncogenic Rasを細胞

内に蓄積させた癌化誘導状態においては、Ras

シグナリングの根幹であるAktタンパク質の

活性化が認められた。興味深いことに、活性

化Rasの作用を負に制御するp21-WAFおよび

p16-INK4Aタンパク質の発現については変化

が無かったことより、癌化誘導状態において

はREICタンパク質が、Aktタンパク質の活性化

を抑制することにより癌化を防ぐ役割を果た

していると考えられた。さらに今回の研究に

より、REIC遺伝子の強発現による細胞死誘導

シグナリングの新しい制御機構の一端が明ら

かとなった。これまでに、REIC遺伝子の強発

現に基づく強力な治療効果の達成を目的とす

るAd-REIC剤の使用により、前立腺癌等の担癌

マウスモデル実験において強力な腫瘍縮小効

果が得られることが報告されている。しかし

ながら、多くの癌種、癌細胞種がAd-REICに感

受性を示す一方で、Ad-REICに耐性を示す癌細

胞が存在することが明らかとなっており、そ

の癌細胞死誘導における耐性メカニズムは明

らかでなかった。本年度の研究においては、

その薬剤耐性の主たる要因が、癌細胞内での

分子シャペロンタンパク質であるBiP/GRP78

に存在することを見出し、REIC発現による細

胞死の分子シグナル伝達をBiP/GRP78タンパ

ク質が負に制御することを明らかにした。 

また、本研究では、マウス由来前立腺癌細

胞であるRM9細胞においてREICタンパク質を

安定発現する株を作製しコントロール細胞と

比べることにより、REIC発現によるシグナル



の下流に位置する因子を、タンパク質２次元

泳動法を用いたプロテオミクス解析で同定し

た。結果として、発癌および細胞増殖に関わ

るとされる、eEF1A-1 (Eukaryotic elongation 

factor 1A-1) 、 GRP78 (78kDa 

glucose-regulated protein) 、 ARD 

(Aci-reductone dioxygenase)、MRP-L12 (39S 

ribosomal protein L12)、Peroxiredoxin-1 等

のタンパク質が、REIC発現によるシグナリン

グを構成している可能性が示唆された。今後、

新規に同定されたこれらのREIC関連因子の

Ras活性化への作用および抗腫瘍作用、生理学

的機能の観点からの解析が進められる予定で

ある。また、REIC全身ノックアウト（KO）

マウスでの解析については、現時点でも研

究が進行中であり、本研究終了後も引き続き

詳細な解析を行う。 

最近、不死化関連遺伝子REIC/Dkk-3の細胞

増殖サイクル異常・癌化における重要性を指

摘する論文が相次いで報告されており、これ

らの報告は本申請研究での成果の追試、補強

として位置づけられる。特に、今回の新知見

であるREIC/Dkk-3のRasシグナリング抑制作

用は未だ報告が無く、学術的に価値の高い知

見となる可能性が高い。今後、岡山大学で同

定した新規の不死化関連遺伝子群について更

なる基盤的研究を遂行し、単に前立腺癌のみ

ならず難治固形癌に対する、日本初の革新的

癌医薬の創造につなげていきたい。 
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⑧ Down-regulation of inhibition of 

differentiation-1 via activation of 

activating transcription factor 3 and Smad 

regulates REIC/Dickkopf-3-induced 

apoptosis.（査読有） 

Kashiwakura Y, Ochiai K, Watanabe M, 

Abarzua F, Sakaguchi M, Takaoka M, Tanimoto 

R, Nasu Y, Huh NH, Kumon H. 

Cancer Res. 2008 Oct 15;68(20):8333-41. 

 

⑨An N-terminal 78 amino acid truncation of 

REIC/Dkk-3 effectively induces apoptosis.

（査読有） 

Abarzua F, Kashiwakura Y, Takaoka M, 

Watanabe M, Ochiai K, Sakaguchi M, Iwawaki 

T, Tanimoto R, Nasu Y, Huh NH, Kumon H. 

Biochem Biophys Res Commun. 2008 Oct 

31;375(4):614-8. 
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