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研究成果の概要：Wnt抑制ベクター作製のため，shRNA配列をpBAsi-hU6 DNAプラスミドベクター

に組入れ， COS-TPC法でWnt抑制shRNA発現アデノウィルスベクターを作製した．Wnt2b抑制ベク

ターは，in vitro実験でWnt2b高発現癌細胞株に対して細胞障害活性を認め，Wnt2b高発現癌細胞

株を移植した担癌ヌードマウスによる実験でも強力な抗腫瘍効果を認めた．我々はTM4SFのメン

バーであるCD9 の発現誘導アデノウィルスベクターも用いて，癌転移抑制遺伝子治療の研究も行

い，機能解析を行っている． 
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１． 研究開始当初の背景 
これまでの我々の臨床的研究により，イニ
シエションに関わる癌抑制遺伝子の異常よ
りも，CD9 などの癌転移抑制遺伝子や VEGF-A
などの血管新生因子などのプログレッショ
ンに関わる異常の方が，より悪性度の高い腫
瘍細胞を形成し，非小細胞肺癌の予後不良因
子であることが判明した（J Clin Oncol 16: 
1397-1406, 1998; Br J Cancer 92: 1231-1239, 
2005）．我々はこれまで研究してきた CD9 の
発現誘導が，Wnt シグナル発現を抑制するこ
とをみいだした（Oncogene 23: 7475-7483, 

2004）．この Wnt シグナルは癌のプログレッ
ションに広く関わっている．進行期肺癌の
93％に Wnt5a または Wnt1 の過剰発現がみら
れた．Wnt1 と Wnt5a の過剰発現は，VEGF-A
や cMyc などの標的遺伝子発現を誘導し，腫
瘍増殖の亢進や血管新生・転移に関与する（J 
Clin Oncol 23:8765-8773,2005）．以上のよ
うに我々の研究成果から，CD9 の減弱は Wnt
シグナルの発現異常を抑制すること，更に非
小細胞肺癌のプログレッションにおいて Wnt
の過剰発現が悪性度の高い進行癌の形成に
関わっていることが判明した． 



 
２． 研究の目的 
我々は肺癌の遺伝子治療として，Wnt シグ

ナ ル 抑 制 と TM4SF(transmembrane 4 
superfamily)誘導の両面から，腫瘍のプログ
レッションを包括的に抑制するカクテル遺
伝子治療を研究する．Wntシグナルでは shRNA
（short hairpin RNA）発現ベクターを開発
する．TM4SF は我々が研究してきた癌転移抑
制遺伝子 MRP-1/CD9, KAI1/CD82 の発現誘導
ベクターを用いる．ベクターとしては，導入
効率の高いアデノウィルスベクターを中心
に行う．癌細胞株での RNA interference 
(RNAi)実験で，作製したベクターの抑制効果
を確認後，実験動物（担癌マウスモデル）で
遺伝子治療の研究を行う．実験動物で抗腫瘍
効果が確認できたベクターについては，アテ
ロコラーゲンとの複合体も作製し，その徐放
効果を検討する． 
更に我々は，これらの癌遺伝子治療プロト

コールが広く臨床応用されることを目指し，
個々の腫瘍におけるこれら遺伝子の異常に
応じたカクテル遺伝子治療のために，様々な
組み合わせのカクテルベクターも作製する．
我々は CD9 と CD82 の遺伝子導入ベクターを
既に作成済みである．そのためまず我々は，
Wnt1と Wnt5aを抑制するshRNA発現ウィルス
ベクターの開発を行う． 
 
３．研究の方法 
(1) 合成 siRNA の目的細胞株への導入実験 
対象とする Wntに数種類のターゲット部位

に対する合成 siRNA を作製する．そして，Wnt
高発現癌細胞株に対して，リポフェクション
により，合成 siRNA を導入する．real-time 
quantitative RT-PCR による標的遺伝子発現
定量と Western Blot による標的蛋白発現定
量によりノックダウン効率を評価し，最適な
siRNA 配列を決定する． 
 
(2) shRNA 発現プラスミドベクターの作製 
決定した siRNA 配列を元に，ループ配列を

組み入れた shRNA 配列に対する合成オリゴ
DNA（sh オリゴ）を作製する．この合成オリ
ゴ DNA を，RNA polymerase III 系プロモータ
ーを搭載したプラスミドベクターに組み込
み，shRNA 発現プラスミドベクターを作製す
る．Wnt 高発現癌細胞株に対して，リポフェ
クションで shRNA発現プラスミドベクターを
導入する．real-time quantitative RT-PCR
による標的遺伝子発現定量と Western Blot
による標的蛋白発現定量によりノックダウ
ン効率を評価し，最も抑制効果の優れた
shRNA 発現プラスミドベクターを選別する． 
 
(3) shRNA 発現アデノウィルスベクター作製 
shRNA 発現プラスミドベクターから，“プロ

モーター+shRNA 配列”を切出し，インサート
とする．このインサートをコスミドベクター
に組み込み，COS-TPC 法で shRNA 発現アデノ
ウィルスベクターを作製する． 

Wnt 高発現癌細胞株に対して，shRNA 発現
プラスミドベクターを導入する．real-time 
quantitative RT-PCR による標的遺伝子発現
定量と Western Blot による標的蛋白発現定
量によりノックダウン効率を評価し，ノック
ダウン効率の最良な shRNA発現アデノウィル
スベクターを選別する． 
選別した shRNA発現アデノウィルスベクタ

ーを大量培養，塩化セシウム法で濃縮・精製
し，臨床応用可能なまでの高力価 shRNA 発現
アデノウィルスベクターを作製する． 
 
(4) Wnt 高 発 現 癌 細 胞 株 へ の RNA 
interference 実験 

Wnt 高発現癌細胞株に対して，shRNA 発現
アデノウィルスベクターによる RNAi 実験を
行う．Wnt とその標的遺伝子（cyclin D1, 
c-Myc, VEGF-A, MMP7 など）について遺伝子
発現の抑制効果と蛋白発現抑制効果の評価
を行う．更に，Wnt 抑制ベクターの Wnt 高発
現癌細胞株に対する機能解析も行う． 
 
(5) 担癌実験動物における遺伝子治療実験 

ヌードマウスに，Wnt 高発現癌細胞株を移
植し担癌モデルを作製する．作製した Wnt 抑
制 shRNA発現アデノウィルスベクターを投与
し，抗腫瘍効果を総合的に評価する．評価項
目としては，腫瘍における Wnt とその下流標
的遺伝子（cyclin D1, c-Myc, VEGF-A, MMP7
など）についての遺伝子発現と蛋白発現の定
量，免疫組織化学法による腫瘍増殖能（Ki-67
増殖指数）と腫瘍内血管新生の評価，及び組
織学的評価を行う． 
 
(6) アテロコラーゲンによる徐放効果の検
討 

抗腫瘍効果がみられた shRNA発現アデノウ
ィルスベクターに対して，アテロコラーゲン
との複合体も作製する．実験動物での遺伝子
治療実験を行い，アテロコラーゲンによる徐
放効果を評価する． 
 

(7) カクテルベクターの作製 
Wnt 抑制プラスミドベクターと CD9 または

CD82 発現誘導ベクターからインサートを切
り出し，Wnt を抑制し，CD9 または CD82 を誘
導するカクテルベクターを作製する．各腫瘍
のタイピング（Wnt1 高発現，Wnt5a 高発現，
CD9 低発現，CD82 低発現）に合わせて，遺伝
子治療の実験を行う． 
 
４． 研究成果 

Wnt 抑制ベクターの作製については，Wnt1, 



Wnt2b, Wnt5a を研究対象とした．我々はこの
三種類の Wntについて抑制ベクターの作製を
行った．まず，現在研究成果が最も進んでい
る Wnt2b 抑制ベクターを中心に報告する． 
 

(1) 合成 siRNA の目的細胞株への導入実験 
まず 8種類のヒト癌細胞株の Wnt2b 遺伝子

発現を定量した．real-time quantitative 
RT-PCR で遺伝子発現を定量した結果，肺癌細
胞株 A549 を Wnt2b 高発現癌細胞と選別した． 
Wnt2b 遺伝子（NM_004185）に対する siRNA

のターゲット部位を３カ所選び，合成 siRNA
を 3 種類作製（配列 1,配列 2,配列 3）した．
scrambled siRNA も作製し，ネガティブコン
トロールとした． 
TransIT-TKO (TaKaRa)を用いて，これら３

種類の Wnt2b 抑制合成 siRNA を，A549 細胞株
に導入した．合成 siRNA 導入後２４時間と４
８時間に，Wnt2b 遺伝子発現を TaqMan 
real-time quantitative PCR で定量し，siRNA
導入後４８時間に，Western Blot法を用いて，
Wnt2b 蛋白発現も定量した．その結果配列 1
（Wnt2bsiRNA,Oncogene 25:6480-6488,2006）
による導入が，Wnt2b 蛋白発現のノックダウ
ン効率も最も高かった．  
 
(2) shRNA 発現プラスミドベクターの作製 
配列 1 を元に，ループ配列を組入れて，

Wnt2b 抑制合成オリゴ shRNA を作製した．こ
の Wnt2b 抑制合成オリゴ shRNA を，human U6
プロモーターを搭載したプラスミドベクタ
ーpBAsi-hU6Pur DNA に組み込み，Wnt2b 抑制
プラスミドベクターTA0288 を作製した．当初
の研究計画では，RNA polymerase III 系のプ
ロモーターとして，human U6 と human H1 の
二つを試みる予定であったが，human U6 プロ
モーターの方が，shRNA の発現効率が良好で
あることが明らかとなったので，human U6 プ
ロモーターのみでベクター作製を行った． 
そして，この Wnt2b 抑制プラスミドベクタ

ーTA0288 を，Wnt2b 高発現癌細胞株 A549 に
TransIT-TKO で導入した結果，この Wnt2b 抑
制プラスミドベクターによる Wnt2b遺伝子発
現のノックダウン効率は良好であった． 
 
(3) shRNA 発現アデノウィルスベクター作製 
Wnt2b抑制プラスミドベクターTA0288から，

EcoR V による制限酵素処理により，「human U6
プロモーター＋Wnt2b 抑制 shRNA 配列」を切
り出した．これをアガロースゲルで電気泳動
後，回収しインサートとした．このインサー
トをコスミドベクターpAxcw にライゲーショ
ンした．ライゲーション後， in vitro 
packaging し，大腸菌に感染させ，クローニ
ングした．アルカリ mini-prep 法でコスミド
ベクターを抽出し，PCR によりコスミドベク
ターの構造を確認した．アデノウィルスベク

ターでは，E1A・E1B の転写の向きと逆向きに
インサートが挿入された方が，力価が高いの
で，このようなコスミドベクターを選別した．
コスミドベクターを再び in vitro packaging
し，大腸菌に感染させ，大量培養後 Wnt2b 抑
制コスミドベクターを大量抽出した． 

次に Wnt2b抑制コスミドベクターを用いて，
COS-TPC 法によりアデノウィルスベクターを
作製した．手順としては，作製した Wnt2b 抑
制コスミドベクターと DNA-TPCを，CellPhect 
Transfection Kit で ， 293 細 胞 に
co-transfection した．24 時間後に 96 ウェ
ルプレートに限界希釈法でクローニングし
た．クローニング後8日より13日までにfull 
CPE を確認したクローンを採取した（First 
seed）．制限酵素処理と PCR によってアデノ
ウィルスベクターの構造確認を行った．その
結果，目的とする Wnt2b 抑制アデノウィルス
ベクターが確認できたクローンを 293細胞に
感染させ，Third seed から Forth seed へと，
Wnt2b 抑 制 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー
(Wnt2bshRNA-Ad5)を作製した． 
この Wnt2bshRNA-Ad5 を Wnt2b 高発現癌細

胞株である A549 に感染させた．感染後 48 時
間に Wnt2b 遺伝子発現を定量すると，91％と
高いノックダウン効率が確認された． 
そこで，このWnt2b抑制アデノウィルスベ

クターを大量培養し，塩化セシウム法で濃
縮・精製した．そして 1.7×109 PFU/mlの力
価を持ったWnt2b抑制アデノウィルスベクタ
ー(Wnt2bshRNA-Ad5)を作製した． 
 
(4) Wnt 高 発 現 癌 細 胞 株 へ の RNA 
interference 実験 

Wnt2b 高発現癌細胞株 A549 を用いて，MTT
アッセイで細胞障害性を比較検討した．ネガ
ティブコントロール用ベクターとして，LacZ
発 現 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ 以 下
LacZ-Ad5）を用いた．A549 細胞株を 96 ウェ
ルプレートに 2000 個/ウェルまき，ベクター
投与群ではそれぞれのベクターを 30 
PFU/cell で感染を行った．5日間 incubation
後，Cell Proliferation Kit I(Roche)によ
り MTT アッセイを行い，細胞抑制率を定量し
た． A549 細胞における細胞抑制率は
Wnt2bshRNA-Ad5 投与群で 89％であった．以
上の結果から，Wnt2b 高発現癌細胞株である
A549 細胞に対し，Wnt2bshRNA-Ad5 は強力な
抗腫瘍効果を持っていることが示された．現
在，他の Wnt2b 高発現癌細胞株についても，
結果の再現性を検討している．  
 

(5) 担癌実験動物における遺伝子治療実験 
Wnt2b高発現癌細胞株A549をヌードマウス

に皮下移植し，生着した腫瘍組織を継代移植
し，担癌モデルを作製した．2mm 角の腫瘍組
織を皮下移植し，腫瘍が 6mm 角になったとこ



ろで，Wnt2bshRNA-Ad5 または PBS（コントロ
ール）をそれぞれ皮下腫瘍に直接注射（4 日
に 1回，計 4回）した．腫瘍の大きさを経時
的に観察し，治療後 4週目で組織学的検査を
行った．その結果，PBS 投与群と比べて，
Wnt2bshRNA-Ad5 投与群では有意に腫瘍増殖
抑制が認められた．現在アポトーシスなどに
ついて組織学的検討を行っている． 
このように Wnt2b 抑制ベクターは，Wnt2b

高発現腫瘍に対して強力な抗腫瘍効果があ
ることが判明した．我々は Wnt5a 抑制アデノ
ウィルスベクター（Wnt5ashRNA-Ad5）も作製
済であり，現在 Wnt5a 高発現癌細胞株におけ
る in vitro 実験を行っている．Wnt1 抑制ベ
クターについては，合成 siRNA による実験段
階で，抑制効果が不安定であったため，追加
検討中である．その理由としては，癌細胞株
内における Wnt1 発現が培養環境などに影響
され変動していることが一因かもしれない． 
 
(6) アテロコラーゲンによる徐放効果の検
討 
担癌実験動物における遺伝子治療の研究

結果が，組織学的検討を含めてまとまった段
階で，Wnt2b 抑制ベクターとアテロコラーゲ
ンとの複合体を作製し，その徐放効果につい
ても検討して行く予定である． 
 
(7) カクテルベクターの作製 
CD9誘導ベクター(CD9-Ad5)とWnt2b抑制ベ

クター（Wnt2bshRNA-Ad5）を用い，CD9 誘導
+Wnt2b 抑制カクテルベクターの作製にも取
り組んできた．それぞれのプラスミドベクタ
ーから制限酵素 EcoR V で，発現誘導ユニッ
ト（CAG プロモーター+CD9cDNA）と発現抑制
ユニット（human U6 プロモーター＋Wnt2b 抑
制 shRNA 配列）を切り出した．この二つのユ
ニットをコスミドベクターpAxcw にダブルラ
イゲーションで組み込むことを試みてきた
が，未だ安定したコスミドベクターを作製す
るには至っていない．二つのユニットとも
blunt end であるため，ライゲーション効率
が低く，希望する構造をもったコスミドベク
ターが作製できなかったものと思われる．今
後，組み込むユニットの両端に修飾を加える
ことで導入効率をあげたいと考えている．こ
のカクテルベクター作製の研究は，多様な遺
伝子異常を伴う癌細胞に対する遺伝子治療
の理想型であり，その開発に今後も我々は精
力的に取り組んで行く． 
我々はこの研究期間中に，CD9 誘導ベクタ

ー(CD9-Ad5)を用い，CD9 の細胞運動能に関与
する機序についても検討した．その結果，CD9
誘導は WAVE2 発現を介して，Actin 細胞骨格
を調節していることが明らかとなった
（Oncogene 25:6480-6488,2006）． 
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