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研究成果の概要（和文）：RNF43はCK1によって多段階にリン酸化を受ける。その結果RNF43のユビキチン化酵素
としての活性はリン酸化によって制御され、このリン酸化サイトに遺伝子変異が起こるとWntシグナルの異常活
性化が起こることを明らかにした。一方でp53の抑制はリン酸化による影響を受けなかったので、がんにおける
変異RNF43の過剰発現はWntシグナルの異常活性化とp53の不活性化を同時に行うことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We show in this research that;
1, CK1 phosphorylates RNF43 on multiple serines. 2, Phosphorylation activates ubiquitinating 
function of RNF43. 3, Mutation of RNF43 in these serines induces the excess of Wnt signaling. 4, 
Such mutations do not change the function of RNF43 in suppression of p53-dependent cellular 
reactions.
These results suggest that mutations in serine on RNF43 act concurrently in the first step: Wnt 
activation and in the 3rd step: p53 inactivation. Furthermore, we propose a new model of 
tumorigenesis: two mutations, in RNF43 and Ras, is sufficient for the onset of tumor.

研究分野：発がん
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではRNF43によるWntシグナルとp53シグナルの調節機構が恒常性維持にどのような役割を果たしているか
検討した。さらにその調節メカニズムの破綻によりどのように発がんに関与しているかを明らかにした。その結
果、発がんに必要とされる3つのステップの中で2つが単一の遺伝子変異によって同時に達成されてしまう可能性
を示唆した。この結果はこれまでのがん研究を更に発展させる新たな概念を創出したと考えられる。また今後の
がん治療研究への応用においても大きな意義を持つと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Wnt/βcateninシグナルの異常活性化と発がんの密接な関係は古くから知られており、特に家族
性大腸がんにおいて βcateninの分解に重要な役割を果たしている APC遺伝子の変異が同定さ
れたことが、Wntシグナルの調節機構と発がんメカニズムの解明に大きな役割を果たした。そ
の後も β-cateninの分解にユビキチンリガーゼの SCFβTrCPが関与するだけでなく、Dvl、Axin、
APC、TCF/Lefといった Wntシグナルのエフェクター分子の大半の分子も、それぞれが複数
のユビキチンリガーゼによって分解されることが明らかにされてきた。これらの研究により、
Wntシグナルの活性調節においてタンパク質のユビキチン化依存的調節機構が β-cateninのみ
ならず、シグナル経路全体を複雑かつ厳密に制御していることが明らかになってきた。我々ら
はこれらの背景に基づいて、Wntシグナルをユビキチン化依存的に調節している新規分子の同
定とその疾患への関与の解明を目的とし、がんにおいて発現異常が認められているユビキチン
リガーゼ群を対象に、ルシフェラーゼレポーターを用いた機能的スクリーニングを行った。そ
の結果、Wnt受容体である Fzdを分解することでシグナルを抑制する機能を持つユビキチンリ
ガーゼとして、RNF43を同定した。さらに我々は、がんでしばしば同定される RNF43のアミ
ノ酸が置換されるような遺伝子変異が RNF43 の機能を失わせるだけでなくドミナントネガ
ティブ変異体として機能が変化した結果Wntシグナルを逆に活性化すること、活性化したWnt
シグナルによりさらに変異 RNF43 の発現が促進されること、つまり通常は負のフィードバッ
クループを形成しWntシグナルを抑制すべき RNF43が、変異を持つことにより正のフィード
バックによる Wnt シグナルの暴走へと転換されることが発がんに大きな役割を果たしている
ことを明らかにしてきた[MCB: 35: 2007 (2015):引用文献 1]。しかし、RNF43の機能について
の分子モデルにはまだ整合性が取れていない部分も多く、そのため現在も世界中で活発に研究
が行われている。 

２．研究の目的 

大腸がんは日本国内だけでなく世界でも広くがんによる死亡原因の上位を占めている。我々
は以前、大腸がんで発現の亢進している分子として知られているユビキチンリガーゼ RNF43
がp53依存的転写を抑制することで細胞死を抑制することを報告した[BBRC: 404: 143 (2011):
引用文献 2]。さらにその後の研究で RNF43 が Wnt受容体複合体の分解に関与し、Wnt シグ
ナルと腸管幹細胞の増殖の調節を行っていることが明らかとなってきた。またその遺伝子変異
の発がんへの関与も活発に研究されている。そのような世界的な研究動向の中で、最近我々は
RNF43 の酵素活性が細胞内ドメインのリン酸化によって調節されている可能性を見出した。
そこで本研究では、RNF43のリン酸化によるWntシグナルの調節機構が正常組織においてど
のように腸管の恒常性維持に関与しているか、また発がんステップ全体の進行にこの RNF43
リン酸化制御の破綻がどのように関与しているかを分子レベルで解明することを目的とした。 

３．研究の方法 

（１）RNF43 の活性を規定する部位の決定：RNF43 タンパク質のどの部位がそのユビキチン化活
性に関与しているかを検討するため、まずさまざまな部位を欠く欠失変異体を作製した。RNF43
の欠失変異体が Wnt シグナルに与える影響については、Wnt レポーター細胞である STF293 細胞
を用いたルシフェラーゼアッセイにより検討した。さらに欠失変異体によって絞り込んだ部位
に存在するセリンに対してリン酸化変異を模倣したアミノ酸置換を行った変異体を作製し、同
様にレポーターアッセイによる活性調節部位の確認を行った。 

（２）RNF43 の活性を規定するリン酸化メカニズムの解明：上記のアミノ酸置換を行ったセリ
ンがどのような酵素によりリン酸化されるのか、in vitro キナーゼアッセイにより検討を行っ
た。更に細胞内で実際にリン酸化が起こっているかを、正リン酸ラベルを用いて検討を行った。
また、内因性の RNF43 が細胞内で実際にリン酸化を受けているかを、リン酸化されるアミノ酸
にゲノム編集で変異を導入した細胞を用いての検討も行った。 

（３）RNF43 リン酸化のゼブラフィッシュの体軸形成におよぼす影響：RNF43 のリン酸化部位を
アミノ酸置換した変異体を Wnt レポーターゼブラフィッシュで発現させ、ゼブラフィッシュ胚
における Wnt 標的遺伝子に対する in situ ハイブリダイゼーションとリアルタイム PCR を用い
て Wnt シグナルの活性変化を検討した。また RNF43 変異体の non-canonical Wnt シグナルへの
影響を、体軸伸長の表現型を指標に検討した。 

（４）RNF43 リン酸化が腸管の恒常性維持に及ぼす影響：リン酸化部位をアミノ酸置換した変
異体を発現するため RNF43 のウィルスベクターを腸管オルガノイドに導入し、短期でのオルガ
ノイド発達と長期にわたる腸管幹細胞の維持の両面について、さまざまな培養条件のもとで検
討を行った。 

（５）RNF43 リン酸化が発がんに及ぼす影響：RNF43 のリン酸化変異体を恒常的に発現する
NIH3T3 非がん細胞を作製し、その足場非依存性増殖能とスフィア形成能を検討した。この細胞
に更に活性型 Ras を導入した細胞を作製しヌードマウス皮下に移植することで、RNF43 のリン
酸化の発がんへの影響を検討した。 

（６）RNF43 リン酸化が p53 の機能に及ぼす影響：RNF43 のリン酸化変異体を恒常的に発現する



HCT-116 大腸がん細胞を作製し、定常状態と DNA ダメージを与えた状態で p53 の下流標的遺伝
子の発現が影響を受けるか転写レベルとタンパク質レベルの双方で確認した。 

（７）RNF43 リン酸化状態の変化が発がんやがん治療に及ぼす影響：RNF43 リン酸化状態を人為
的に変化させることで、発がんを加速させたる抑制することが可能かを、RNF43 のリン酸化変
異体を恒常的に発現する NIH3T3 細胞を ヌードマウス皮下に移植することにより検討した。 

４．研究成果 

（１）RNF43 は複数のセリンがリン酸化されることにより活性が制御されている：複数の RNF43
欠失変異体を用いた Wnt レポーターアッセイを行った結果、474-478 番目に存在する 4 つのセ
リン残基が RNF43 の Fzd 分解を介した Wnt シグナルの抑制に必須であることを確認した。また
正リン酸ラベルによって、内在性の RNF43 においてこれらのセリンが実際にリン酸化されてい
ることも証明した。 

（２）RNF43 は CK1 によってリン酸
化され活性化する：RNF43 の各種変
異体を用いて細胞表面のFzd発現量
をフローサイトメーターで測定し
たところ、リン酸化を受けるセリン
を保持するRNF43のみがFzdの発現
量を低下させること、さらに CK1 の
阻害剤がFzdの発現量低下をキャン
セル出来ることが明らかになった。
これらの結果より、RNF43 は多段階
的なリン酸化の中でCK1により活性
化されることを示した。 

（３）RNF43 のリン酸化はゼブラフィッシュで Wnt シグナル調節をおこなっている：RNF43 のリ
ン酸化変異体をゼブラフィッシュ胚に発現させた結果、リン酸化依存的に Wnt シグナル標的遺
伝子の発現変化が観察された。さらに発生が進んだ体軸伸長期には野生型で観察された体軸伸
長の阻害がリン酸化欠損変異体では起こらないことも明らかとなった。これらの結果、RNF43
のリン酸化は canonical と non-canonical 両方の Wnt シグナル調節に関与していることを明ら
かにした。 

（４）RNF43 リン酸化は腸管幹細胞の維持や分化増殖を調節している：RNF43 のリン酸化模倣、
非リン酸化模倣変異体
の発現を腸管オルガノ
イドモデルに導入した
結果、恒常的なリン酸化
を模倣した変異体では、
短期的な腸管陰窩の発
達も長期的な幹細胞維
持も阻害されることが
明らかとなった。これら
の結果より、RNF43 のリ
ン酸化状態が解除され
ることによって得られ
る Wnt シグナルの活性
が腸管の恒常性に重要
であることが示唆され
た。 

（５）RNF43 リン酸化調節が破綻すると、Ras 変異と強調して発がんを誘導する：非がん細胞で
ある NIH3T3 細胞に Wnt シグナルを上昇させる RNF43 のリン酸化変異体を単独で発現させても、
足場非依存的増殖やスフィア形成などは起こらず、またヌードマウス皮下に移植しても腫瘍の
形成は起こらなかった。しかしこの変異 RNF43 を導入した NIH3T3 細胞に更に活性型 Ras を導入
すると、足場非依存的増殖やスフィア形成が可能となり皮下に腫瘍も形成された。これらの結
果から、RNF43 のリン酸化による活性制御は Ras と協調して発がんをコントロールしているこ
とが示唆された。 

（６）リン酸化状態に関係なく、RNF43 は p53 下流を抑制する： RNF43 が p53 の転写活性を抑
制することを報告したが、リン酸化がこの抑制機能に影響を与えるか検討した。その結果、正
常型だけでなくリン酸化依存的にWnt活性に影響を与える全てのRNF43も同様にp53下流のp21
や Bax の発現を抑制したことから、RNF43 のリン酸化による活性制御は Wnt シグナルと p53 シ
グナルにおいては別の分子メカニズムで機能していることが示唆された。 



（７）RNF43 のリン酸化を人為的に回復させると発がんが抑制できる： RNF43 の細胞外ドメイ
ンに遺伝子変異が起こりその機能が失われると、活性型 Ras 変異と協調して多段階発がんステ
ップを達成することを示した。さらにこのがんを引き起こす変異 RNF43 に強制的にリン酸化を
起こした状態を作ったところ、その発がん能力は失われた。この結果は人為的に RNF43 のリン
酸化状態をコントロールすることでがん治療への応用の可能を示した。 

（８）これらの結果は国際総合誌に投稿中であり、現在 4回目の修正投稿中である。 
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