
東京大学・医科学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

Wntシグナルの新規標的制御異常による大腸腫瘍の発生機序の解明

Elucidation of mechanisms underlying colorectal tumorigenesis associated with 
deregulation of new Wnt targets

２０２７２５６０研究者番号：

古川　洋一（Furukawa, Yoichi）

研究期間：

１７Ｈ０３５７５

年 月 日現在  ２   ５ ２８

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：古典的Wntシグナルによって正に制御される新規分子FRMD5と、負に制御される新規分
子IFIT2を同定した。大腸がんにおけるFRMD5の発現増加は浸潤との関連を認め、FRMD5発現が高い腫瘍は予後不
良であることが判明した。一方、IFIT2発現が低い細胞は増殖やアポトーシス抵抗性と関連することを見出し
た。さらにIFIT2の発現を制御する転写因子としてIRF1を同定し、Wnt活性化によるIFIT2発現低下がIRF1タンパ
ク質の不安定化によるものであること、Wntシグナルにより抑制されるUAF1に結合する脱ユビキチン化酵素USP1
がIRF1タンパク質の不安定化に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified new target genes regulated by the canonical Wnt
 signaling. Among the genes, FRMD5 was positively regulated, and IFIT2 was negatively regulated by 
the signaling. Elevated expression of FRMD5 is associated with invasion of colorectal cancer (CRC) 
cells, and high FRMD5 expression in CRC tissues is linked to poor prognosis. On the other hand, 
reduced IFIT2 expression is associated with cell proliferation and resistance to apoptosis. 
Furthermore, we identified IRF1 as a transcriptional regulator of IFIT2. Importantly, we revealed 
that activation of the Wnt signaling downregulates IRF1 through its destabilization, and that a 
deubiquitinating enzyme USP1 plays an important role in the stabilization of IRF1. We also found 
that UAF1, a USP-interacting protein, is reduced by the activated Wnt signaling. These data suggest 
that activation of the signaling reduces the stability of IRF1 through its ubiquitination by 
suppression of USP1-UAF1 activity.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： がん　シグナル伝達　Wnt
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は大腸がん発生・進展メカニズムの理解に役立つのみならず、新たなバイオマーカーや治療薬開発な
どに応用できるかもしれない。学術面では、Wnt活性化により特定のタンパク質分解が誘導されるという発見
は、これまで知られていない新たなWntシグナル制御機構で、他にも制御される分子が存在する可能性が考えら
れる。社会的意義ではFRMD5の発現と臨床情報の詳細な検討により、FRMD5が新規予後マーカーとして利用できる
可能性が示された。またWnt阻害によって発現が増加するIFIT2やIRF1は、Wntを阻害する化合物、抗体等の探索
プローブとしての応用が可能であり、今後の治療薬開発に役立つかもしれない。

※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 

(1) 腫瘍細胞の発生・進展には複数の遺伝子異常が蓄積しており、大腸がんや肝がんでは APC
遺伝子やβ-catenin 遺伝子、AXIN1 遺伝子などの遺伝子異常による Wnt シグナルの活性化が、腫
瘍発生早期に重要な役割を演じている。これらの遺伝子異常によりβ-catenin タンパク質の分
解が障害され、蓄積したβ-catenin タンパク質が核内で TCF ファミリー転写因子に結合してそ
の転写活性を増加させる。その結果、β-catenin/TCF 複合体の下流遺伝子である c-Myc や
CyclinD1、LGR5、RNF43、AXIN2、SP5 などの遺伝子発現が増加する。これまで多くの下流遺伝子
が同定され、Wnt シグナルが細胞増殖や細胞周期、幹細胞性の維持などに重要な役割を演じてい
ることが明らかにされてきた。しかし、腫瘍細胞における Wnt シグナルの役割について全て解明
されたわけではない。他の研究グループにより新たな下流遺伝子の同定によって、Wnt シグナル
が関与する新たな機能が明らかとなることが示されている。 
 

(2) Wnt シグナル活性化により転写因子 TCF7L2 を介して発現増加する下流遺伝子群について
は多くの研究が行われている。しかしながら、Wnt シグナル活性化により発現抑制される遺伝子
やその抑制メカニズムに関してはほとんど解明されていない。 
 
(3) Wnt シグナル阻害剤が、Wnt シグナルの活性化が関与する腫瘍の治療戦略として有望である
ことが示されているが、実際に治療薬として上市されたものはない。したがって詳細な Wnt シグ
ナル伝達機構の解明により、新たな Wnt シグナル制御機構が明らかとなれば、Wnt シグナル阻害
剤の開発が一層推進されることが期待される。 
 
２．研究の目的 
(1) 大腸がんにおいて、APC 遺伝子やβ-catenin 遺伝子の変異により活性化した Wnt シグナル
が制御する遺伝子群を網羅的に解析することで、Wnt シグナルにより制御される新規遺伝子群を
同定するとともに、それら下流遺伝子の機能解析によって Wnt シグナルが関わる新たな機能の
解明と、詳細ながん化のメカニズムを明らかにすることを主目的とした。 
 
(2) 活性化した Wnt シグナルにより発現誘導される新規分子群の解析から、新たなバイオマー
カーや新規治療戦略開発のための基盤情報を得ることも目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) 我々は本研究の予備的実験で 3 種類の大腸がん細
胞株を用いて Wnt シグナルを抑制した際の網羅的遺伝
子発現を行った。また、TCF7L2 抗体を用いた ChIP-seq
解析を行い、TCF7L2 結合候補領域を同定した。これらの
データを基に、Wnt シグナルにより直接発現が正に制御
される 3 種類の既知下流遺伝子と、11 種類の新規下流
遺伝子候補を同定した（図１）。新規候補遺伝子に関し
て、β-catenin や TCF により制御されるかどうかを
Real-time PCR により検証するとともに、大腸がん組織
での発現を検討した。さらにレポーターアッセイや
TCF7L2 の ChIP-seq データを用いて、発現調節領域の同
定を行った。 
 

(2) Wnt シグナルによる制御が確認された遺伝子につい
て、大腸がん組織における発現と、臨床病理学的情報や
予後との相関を解析した。またそれら分子のバイオマー
カーとしての有用性を評価した。 
 
(3) Wnt シグナルにより発現誘導される遺伝子をノックダウンもしくはノックアウトした場合
に、腫瘍細胞にどのような表現型が現れるか、細胞周期、細胞増殖、アポトーシス、細胞運動や
浸潤能などの観点から、WST-8 アッセイ、PI 染色、sub-G1 解析、マトリゲルアッセイなどによ
り検討した。また各遺伝子の発現を抑制した際に、どのような遺伝子群やパスウェイに変化が起
こっているのかを網羅的遺伝子発現と Gene Set Enrichment Analysis などにより解析し、腫瘍
の特性にどのように影響するのかを推定した。 
 
(4) Wnt シグナルにより発現が抑制される遺伝子の機能解析では、同定された発現調節領域に結
合する転写因子候補を転写因子結合配列や ChIP-seq のデータから探索し、レポーターアッセイ
等により確認をした。その転写因子の発現に関わる分子について、制御メカニズムの観点から絞
り込みを行い、siRNA によるノックダウンや阻害化合物を用いた解析により検討した。 
 
４．研究成果 



(1) Wntシグナルにより発現誘導される遺伝子として 11種類の新規下流遺伝子候補を同定した。

これらについて、Real-time PCR を行い 4 種類の新規遺伝

子が発現誘導されること確認した。これらの遺伝子の中

で、FRMD5 (FERM domain-containing protein 5)について

機能解析を行った。FRMD5 をノックダウンした細胞を用い

た機能解析の結果、細胞周期や細胞増殖、細胞運動への一

致した影響は認められなかった。そこで FRMD5 のノックダ

ウンによる網羅的な遺伝子発現解析とパスウェイ解析を

行ったところ、細胞外マトリクスとの関連で有意な相関を

認めた。大腸がん組織での FRMD5 の発現と臨床情報との相

関では、FRMD5 の発現が高い腫瘍ほど予後不良であること

が判明した（図２）。この結果は、FRMD5 が新たな大腸がん

予後マーカーとして有望であることを示唆していた(文献

①)。 

  

(2) β-catenin/TCF7 により転写が抑制される候補遺伝子

群の中に、複数の interferon-induced protein with 

tetratricopeptide repeats ファミリー遺伝子(IFIT1, 
IFIT2, IFIT3)が含まれることから、これらの遺伝子に着目

した。大腸がん組織での発現を調べたところ、IFIT1, IFIT2
の発現が低下していた。さらに大腸がん細胞に IFIT2 を発

現させると、細胞増殖の抑制（図３）やアポトーシス細胞

の増加を認めた。これらの結果から、大腸がんにおける

IFIT2 の発現低下は、細胞増殖とアポトーシス抵抗性に関

与することが示唆された (文献②)。 

 

(3) 次に IFIT2 の発現調節機序の解析を行った。5‘-

flanking 領域のレポーターアッセイにより、IFIT2 の転写

開始点のすぐ上流の-20～+20 に、Wnt シグナルで調節され

る転写調節領域があることを発見した。さらにその領域に

結合する候補分子の解析から、interferon regulatory 

factor 1 (IRF1)が IFIT2 の転写に関わっていること、また

IRF1 が Wnt シグナルによって負に制御されることを発見した(文献③)。これらの結果から、Wnt

シグナルの活性化による IFIT2 の発現低下に、IRF1 の発現低下が関与することが示唆された。 

 

(4) Wnt シグナル活性化により発現が負に制御される転写因子 IRF1 について、その発現抑制機

序の解明を試みた。β-catenin を siRNA でノックダウンした際に、RNA の有意な増加はないにも

かかわらず IRF1 タンパク質が増加すること、プロテオソーム阻害剤である MG132 によっても

IRF1 が増加すること、β-catenin のノックダウンにより IRF1 のユビキチン化が減少すること

から、Wnt の活性化により IRF1 タンパク質のユビキチン化が誘導され、タンパク質がプロテオ

ソームで分解されて減少することが明らかになった。 

 

(5) そこで IRF1 タンパク質のユビキチン化に関係する E3 リ

ガーゼや脱ユビキチン化酵素に着目して検討を行った。脱ユ

ビキチン化阻害剤である PR-619や HBX41.108を処理して IRF1

蓄積の有無を調べたところ、Wnt シグナル抑制による IRF1 の

蓄積が有意に低下することから、脱ユビキチン化が重要な役

割を演じていることが判明した。Wntシグナルを抑制して IRF1

を誘導した細胞に、候補となる 21 種類の脱ユビキチン化酵素

をコードする遺伝子を siRNA でノックダウンしたところ、5 種

類の遺伝子の siRNA で IRF1 が低下し、これら 5 種類の脱ユビ

キチン化酵素が候補として絞られた。これらの候補タンパク

質の発現は Wnt シグナルを抑制しても変化がなかった。しか

し Wnt シグナル抑制により USP1 と結合する UAF1 の発現が増

加した。そこで siRNA により UAF1 をノックダウンしたところ IRF1 の蓄積が減少した。また USP1

のノックダウンや USP1 特的阻害剤である ML323、Pimozide 処理でも IRF1 の増加が阻害された

（図４）。 

これらの結果から、Wnt の活性化が UAF1 を抑制し、UAF1 に結合する USP1 の機能抑制を通じ



て IRF1 タンパク質の脱ユビキチン

化を抑制し、分解を促進することで

発現を抑制することが示唆された

（図５）。 

本発見は、古典的 Wnt シグナルが

β-catenin/TCF 転写複合体の活性

誘導を通じて下流遺伝子の発現を

増加させるとともに、脱ユビキチン

化酵素を通じてタンパク質を不安

定化し調節することを示した初め

ての報告である(文献③)。 
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