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研究成果の概要（和文）：本研究では，我々が発見した β-カテニン/Tcf 複合体の転写標的分子

CRD-BP のがん促進機能，CRD-BP を介する Wnt と hedgehog (Hh) 経路の交差応答および，がん

細胞の極性喪失にともなう細胞接着因子の発現変化と β-カテニン活性化の関連など，新しい視点

から β-カテニンがん化経路の病的作用を解明した．また，我々が同定した新規がん標的分子

GSK3βの阻害によるがん細胞の浸潤抑制や治療耐性の改善などのがん治療効果を実証し，GSK3β
を標的とする新しい消化器がん治療法の分子機構を明らかにした．  
 
研究成果の概要（英文）：This study clarified the distinct pathologic roles of oncogenic β-catenin signaling 
in colorectal cancer (CRC) from the new biological points of view. They include putative pathologic role for 
coding region determinant-binding protein (CRD-BP), a novel transcriptional target of β-catenin/Tcf 
complex, in promoting CRC by mediating interaction between Wnt and hedgehog pathways; and the 
causative relationship among loss of cell polarity, cell adhesion disorder and oncogenic activation of 
β-catenin in CRC tumorigenesis. We also demonstrated the therapeutic effects of GSK3β inhibition against 
invasion of gastrointestinal (GI) cancer cells and their resistance to therapies, and uncovered the molecular 
basis for the novel traetment of GI cancer by targeting GSK3β.  
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１．研究開始当初の背景 

 我々は，大腸がんを対象に基幹的細胞機能
を司る Wnt 経路が異常をきたして固有のがん
化シグナルを誘発する仕組みとそれを修飾す
る分子細胞メカニズムの解明を進めてきた．
これまでに，大腸がんの「がん腫－宿主境界」

において，β-カテニン活性化に起因するがん
化シグナル回路を明らかにした．この経路で，
RNA トランス因子 coding region determinant- 
binding protein (CRD-BP)がβ-カテニン/Tcf複合
体の転写標的であることを発見した．大腸が
ん細胞の機能解析から，CRD-BP は複数の細
胞生存・増殖経路（Wnt，NF-κB，c-Myc，IGF-II）
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における責任分子の mRNA を安定化して，が
んの進展に寄与する可能性が示唆された．同
様に，hedgehog 経路の指令実行分子 Gli-1 の
mRNA 安定化作用を裏付ける予備成果を得た． 
 細胞増殖・分化の制御作用に加えて，Wnt
経路が細胞の極性制御に重要な役割を示すと
いう知見が集積されていた．そこで，細胞接
着と情報伝達につぐ β-カテニンの第３の分子
機能に焦点を当て，腸上皮細胞やがん細胞の
物質極性輸送への関与が重要であると考えた．  
上記の研究過程で我々は，Wnt 経路の制御

因子と認識されている glycogen synthase kinase 
(GSK) 3β が同経路とは関係なく「がん促進機
能」を有する新規標的分子であることを発見
した．そして，GSK3β 阻害によるがん治療効
果を大腸がんをはじめとする消化器がん細胞
と担がん動物で実証し，本酵素が新しいがん
治療標的であると提唱した（国際出願）．Wnt
経路研究から派生したGSK3βを標的とするが
ん治療法の確立には，その分子機構を明らか
にすることが不可欠であると考えた． 
 
２．研究の目的 

(1) 我々が発見した Wnt/β-カテニン経路の新
規転写標的分子 CRD-BPの機能解析，CRD-BP
を介する Wnt と hedgehog (Hh) 経路の交差応
答の可能性および，がん細胞の極性喪失にと
もなう細胞接着因子の発現変化と β-カテニン
活性化の関連性など，新しい視点により β-カ
テニンがん化経路の病的作用を解明する． 
(2) がん細胞で GSK3β が誘導する固有のリ
ン酸化分子経路の阻害による制がん作用の
分子機構を解明し，GSK3β を標的とする消化
器がんの新しい治療法の開発に結びつける． 
 
３．研究の方法 

(1) 大腸がんにおける CRD-BP の病的作用 
①CRD-BP が細胞生存・増殖経路（c-Myc, NF- 

κB）に及ぼす影響 
 大腸がん細胞について，CRD-BP の発現レ
ベルをβ-カテニンの活性化（核局在）や c-Myc
の発現 (mRNA，蛋白質)と比較解析する．ま
た，遺伝子導入や RNA 干渉により CRD-BP
の発現を変化させ，それにともなう c-Myc の
発現，NF-κB の核移行や転写活性の変化と，
がん細胞の生存性と増殖能を比較解析する． 
②CRD-BP を介する Wnt/β-ctenin と Hh/Gli-1
経路の交差応答 

 β-ctenin/Tcf により誘導される CRD-BP が
Gli-1 の発現や活性を変化させるかを検討する．
CRD-BPのGli-1 mRNAに対する結合性は種々
の CRD-BP 遺伝子断片を用いて紫外線架橋法
(UV cross-linking) で検出する．Gli-1 mRNA 安
定化作用は，Tet-off システムを利用して，遺
伝子導入によるGli-1発現レベルの経時変化に

より判定する．遺伝子導入や RNA 干渉により
β-ctenin/Tcf や CRD-BP の発現を変化させ，
Gli-1 の発現や転写活性の変化を観察する． 
③大腸がんにおけるCRD-BP関連分子の発現 
 大腸がん組織における CRD-BP の発現をβ-
カテニンの核局在，NF-κB p65 サブユニット
の核移行や c-Mycの発現を免疫組織化学染色
により比較解析する．約 20 症例を対象に，
CRD-BP や c-Myc の発現が相関するかを，定
量的 RT-PCR で検証する．また，CRD-BP や
関連分子の発現が，がんの病理所見，病期，
転移・再発などと関連するかを検討する． 
④CRD-BPのhTERT mRNAに対する安定化作

用と大腸がん細胞の不死化に果たす役割 
 CRD-BP の結合配列に基づいて，human 
telomerase reverse transcriptase (hTERT) の翻
訳領域にその標的配列があることを見出し
た．そこで Gli-1 の場合と同様に，CRD-BP
が hTERT mRNA に結合し，安定化するかを
検討する．予測される結果が得られる場合に
は，遺伝子導入や RNA 干渉によりβ-ctenin/Tcf
活性や CRD-BP の発現を変化させ，hTERT の
発現，telomerase の活性やがん細胞の不死化
／老化に影響を及ぼすかを観察する． 
 
(2) 腸上皮細胞の極性輸送因子 μ1B の異常と
大腸がんにおけるβ-カテニン活性化の関連 
①AP-1B 複合体のサブユニット μ1B の欠損マ

ウスにおける腸上皮細胞の形態と機能解析 
 E-カドヘリンの発現や局在の異常はβ-カテ
ニンの局在に影響を及ぼす．そこで，E-カド
ヘリンの極性輸送の異常を示すμ1B欠損マウ
ス（後述）の腸上皮におけるβ-カテニンの発
現や局在を正常マウスと比較解析する．また，
大腸がん細胞株において，β-カテニン活性化
と μ1B の発現を比較解析する． 
②大腸がんにおける μ1B，E-カドヘリンの発
現とβ-カテニン局在と活性化の比較解析 
 ヒト大腸がん組織検体を対象に，μ1B の発
現をE-カドヘリンとβ-カテニンの発現や腫瘍
細胞内局在と比較解析する．また，がんの病
理所見，病期，転移・再発や予後などとの関
連を調べて，μ1B 発現が大腸がん病態診断の
新しいバイオマーカーになるかを検討する． 
 
(3) GSK3β阻害による消化器がん抑制効果と
その分子メカニズムの検討 
①GSK3β 阻害によるがん細胞の形態や運動

能・浸潤性の変化 
 複数のヒト大腸がん細胞と膵がん細胞を対
象に，GSK3β 阻害が細胞運動能や浸潤性に及
ぼす効果をスクラッチテスト(wound healing 
assay)と Boiden chamber assay により観察，計
測する．細胞浸潤性の変化は，培養系にマト
リゲルを添加した状態で計測する．GSK3β 活
性阻害剤は，その特異性が高いことが証明さ
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れている AR-A014418 を，また，酵素発現阻
害には RNA 干渉法を使用する． 
②GSK3β 阻害によりがん細胞に生じる形態

や浸潤性変化の分子機構 
 GSK3β 阻害による細胞形態の変化につい
ては浸潤や転移に関わる EMT (epithelial- 
mesenchymal transition) に着目し，snail など
の EMT 関連分子を解析する．細胞運動や浸
潤性の形態学的指標として，葉状仮足(lamelli- 
podia)の計測と細胞内アクチンの局在変化を
観察する．これらの細胞現象にともなう分子
として，focal adhesion kinase (FAK), Rac1 など
を中心に，GSK3β 阻害による各分子の発現，
リン酸化や活性の変化を解析する． 
③新規 GSK3β阻害剤や GSK3β阻害作用が証
明された既存医薬品のがん抑制効果 

 新規阻害剤は上記の AR-A014418 の構造を
もとに本学薬学系で合成した 3 種類の化合物
を使用する．医薬品では，GSK3β阻害作用が
以前から知られているリチウム（双極性障害
治療薬）と，in silico 構造解析等から同阻害作
用が判明したバルプロ酸（抗てんかん薬），
シメチジン（H2 受容体拮抗薬），オランザピ
ン（統合失調症治療薬），ハイドロキシクロ
ロキン（マラリア治療薬），ゲミフロキサシ
ン（ニューキノロン抗菌剤）を使用する．こ
れらの新規阻害剤や既存医薬品が，がん細胞
の GSK3βを阻害するかを酵素活性測定法で
検証し，大腸がんをはじめとする各種がん細
胞の生存や増殖に対する効果を測定する． 
 
(4) ヒト消化管がん組織検体の資源化と臨
床・分子情報のデータベース化 
 本学附属病院と市中の基幹病院から組織
検体を収集し，核酸，蛋白質などを調整する．
大腸がんでは APC, K-ras, p53, MSI などの遺
伝子異常を解析する．これらの生物試料，が
ん病巣のパラフィン切片と分子情報に臨床
情報を合わせてデータベース化し，がん組織
検体を資源化する．大腸がん，胃がんの各症
例から，がん部分（表層と浸潤部）と非がん
部粘膜を選定し，組織アレイを作成する． 
 
４．研究成果 

(1) 大腸がんにおける CRD-BP の病的作用 
 β-カテニン経路により誘導される CRD-BP
は，c-My 発現を安定化するとともに，IκBα
の E3 ユビキチン連結酵素 β-TrCP1 mRNA の
安定化により NF-κBを活性化した．また，Gli-1 
mRNAの安定化を介して大腸がん細胞のWnt/β-
カテニン経路と Hh 経路を連結していること
を見出した．これにより，CRD-BP は Wnt/β-
カテニンシグナルに応答して．大腸がん細胞
の生存や増殖を促進することを明らかにした． 
 少数の大腸がん症例を対象に，がん組織にお

ける β-カテニン，CRD-BP とその関連分子の発
現の相関を定量的 RT-PCR で解析し，上記の細
胞レベルでの解析結果を検証した．この結果を
もとに，大腸がんの腫瘍組織における CRD- 
BP 関連分子 (β-TrCP1, c-myc, IGF-II, Gli-1) 
の発現や局在と臨床データとの関連を解析
した．CRD-BP の発現は c-myc や IGF-II と相
関した．CRD-BP 発現の高い症例は，リンパ
節転移が多く，病期はより進行していた． 
したがって，CRD-BP は大腸がんの病態診

断や治療の新しい分子指標であると考えら
れた．なお，本研究の開始当初，CRD-BP は，
その結合配列を有する hTERT mRNA を安定
化するという仮説のもとに，米国の共同研究
者らとともに検証を試みたが，予想された結
果は得られなかった．このため，この研究計
画は継続しないこととした． 
 
(2) 腸上皮細胞の極性輸送因子 μ1B の異常と
大腸がんにおけるβ-カテニン活性化の相関 
 AP 複合体は細胞内蛋白質の選別輸送に中
心的役割を担う．連携研究者：大野らは，上
皮細胞特異的に発現し，基底膜側細胞膜への
極性輸送を制御する AP-1B 複合体を発見し
た．そして，AP-1B サブユニット μ1B の欠損
マウスの腸上皮には過形成，微細構造の異常，
E-カドヘリンの極性輸送の異常とErbB2 の局
在変位による EGF 系の亢進が観察された． 
本研究ではこの解析を継続し，μ1B 欠損マ

ウスにおける腸上皮細胞には，極性の異常に
伴うＥ-カドヘリン/β-カテニンの局在の異常
と β-カテニの核移行の増加ならびに細胞増
殖の亢進が観察された．ついで，APC 変異
(APCmin+/-)マウス腸管腫瘍における μ1B，E-
カドヘリンの発現とβ-カテニンの局在と活性
を比較解析した．これにより，細胞レベルで
観察された μ1Bの発現異常とβ-カテニンシグ
ナル活性化の関連を固体レベルで確認した． 

これらの細胞，動物レベルの所見を検証す
るために，ヒト大腸がん組織を対象に解析し
た．その結果，大腸がんにおける μ1B，E-カ
ドヘリンの発現とβ-カテニンの局在と活性が
逆相関することを見いだした．したがって，
μ1B はβ-カテニンの制御により大腸がん抑制
作用を示すと考えられた． 
 
(3) GSK3β阻害による消化器がん抑制効果と
その分子メカニズム 
 GSK3β は固有のリン酸化シグナルを介す
る細胞の代謝，増殖，分化，アポトーシスな
どの制御に加えて，生理的な細胞の形態変化
や運動性の制御機能が注目されている．とく
に，GSK3β の細胞形態変化への関与は snail を
介する EMT が，また，細胞骨格の改変や葉状
仮足（lamellipodia）の形成などを通じて細胞運
動を促進することが報告されている．そこで，
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がん細胞の遊走や浸潤における GSK3β の作
用を検討した． 
 本研究では，大腸がんより強度の浸潤性を
特徴とする膵がん細胞を対象に解析した．そ
の結果，GSK3β阻害により，培養膵がん細胞
の遊走や浸潤が抑制されることを見出した．
また，浸潤の抑制効果は動物移植腫瘍でも観
察された．GSK3β阻害により EMT 関連分子
の発現には一定の変化が観察されなかった．
一方，GSK3β阻害により細胞の遊走や浸潤に
特徴的な細胞微細構造である葉状仮足の形成
が抑制された．それに伴い，葉状仮足の形成に
重要な役割を示す Rac1 の活性化分画が低下し，
Rac1 とアクチンフィラメントの細胞辺縁への
機能的局在が消失した．また，Rac1 により発
現誘導されることが知られているマトリクス
分解酵素 MMP-2 の発現や分泌が抑制された．
Rac1 活性低下の一因として，FAK の活性化の
指標であるリン酸化が抑制された．以上の結果
より，GSK3βは FAK/Rac1/MMP-2 経路を介し
て，がん細胞の遊走と浸潤に重要な役割を果
たしていることから，がん浸潤の治療標的で
あると考えられた．  
 既存の GSK3β阻害剤はいずれも疾患治療
薬に至っていないことから，GSK3β阻害効果
をがん治療に応用するためには，新しい阻害
剤やその代替となる医薬品についてがん抑
制効果を調べる必要がある．まず，本学薬学
系で合成した 3 種類の化合物の作用を調べた
が，がん細胞の GSK3β活性阻害効果あるいは
がん治療効果は観察されなかった．GSK3β阻
害作用が科学的に証明された既存医薬品は，
大腸がん，膵がんと膠芽腫の GSK3β活性を抑
制し，これらの腫瘍細胞に対して抗腫瘍効果
（細胞生存・増殖抑制，細胞遊走・浸潤の抑
制）を示した．したがって，これらの医薬品
は GSK3β阻害によるがん治療法開発に有用
であることが示唆された． 
 
(4) ヒト消化管がん組織検体の資源化と臨
床・分子情報のデータベース化 
 大腸がん約一千例と胃がん 230 例の組織検
体を集積し，資源化した．これらの検体にお
けるがん関連遺伝子異常の系統的解析と臨
床情報を併せてデータベースを構築した．
121 例の大腸がん症例を対象に，富山大学附
属病院外科病理学講座および（株）パソロジ
ー研究所と共同で，同一症例のがん組織と正
常（非がん部）粘膜が対となるように組織ア
レイをデザイン，作成した． 

2010 年に当研究所が共同利用・共同研究拠
点に採択されたことにより，この組織検体資
源を「がん進展制御研究所ヒト組織バンク」
に移管し，本研究期間の終了後も資源化を継
続している． 
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