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 研究成果の概要：がんは遺伝子の病気であり、染色体レベルでの欠失や転座が生じやすい部
分には、『がん抑制遺伝子』と呼ばれる細胞のがん化を抑制している遺伝子が存在するのではと
いう仮説がある。本研究は、染色体脆弱部位に存在する Fragile histidine triad (FHIT)遺伝
子、WW domain-containing oxidereductase (WWOX)遺伝子産物に注目し、その機能解析とヒト
悪性腫瘍発生メカニズムについて各種検討を行った。 
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                               （金額単位：円） 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・人体病理学 
キーワード：Fhit、Wwox、口腔癌、膵臓癌 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 膵癌は悪性度が高く、予後の悪い悪性腫瘍
である。膵前癌性病変と考えられている膵管
上 皮 内 腫 瘍 性 病 変 （ pancreatic 
intraepithelial neoplasia; PanIN）から浸
潤癌に至るまで、その背景にある異常として、
多くの癌遺伝子や癌抑制遺伝子の変異が指
摘されているが、いまだに不明な点も多い。 
 ヒトゲノムにおける染色体脆弱部位は環
境発癌物質に影響を受けやすく、また種々の
悪性腫瘍において欠失が見られる。例えば、
多くのヒト悪性腫瘍において FRA3Bにおける
homozygous 欠失や染色体異常が見られ、こ
の領域に存在する fragile histidine triad 

(FHIT)遺伝子の発現消失を引き起こす。癌細
胞において FHIT 遺伝子を発現させると、ア
ポトーシスが誘導されることからも、Fhit は
腫瘍抑制機能を有することが示唆されてい
る。 
 
２．研究の目的 
 
 WW domain-containing oxidoreductase 
(WWOX)遺伝子は、染色体脆弱部位 FRA16D に
位置し、乳腺、食道やその他のヒト悪性腫瘍
において WWOX 遺伝子座のヘテロ接合性の喪
失 (LOH)やプロモーター領域の DNAメチル化、
その結果としての Wwox 発現消失が観察され
る。Wwox タンパクは N末端に WW domain を 2



個（WW1 と WW2）持ち、C 末端に SDR domain
を有する構造をしている。最近の研究で、
Wwox はヒト悪性腫瘍において p73 や Ap-2γ
の局在を制御することによる腫瘍抑制機能
を持つが、特に WW1 domain は、この部位に
含まれる 33 番目のチロシンを変化させると
ErbB-4 や Jun と結合しなくなることから、タ
ンパク結合にとって重要部位であることが
示唆されている。 
 本研究では、膵癌由来細胞にアデノウイル
スベクターを用いて WWOX を発現させ、細胞
増殖やアポトーシスに及ぼす Wwox の効果を
調べるとともに、膵癌組織とそれに隣接する
PanIN病変におけるWwox発現についても検討
し、膵癌発生過程における Wwox の役割を検
討した。 
 
３．研究の方法 
 
細胞培養と組織標本： 
 Wwox 発現陰性のヒト膵癌由来細胞株
PANC-1 細胞と、神戸大学病院にて外科的に切
除された浸潤性膵管癌 32 症例のホルマリン
固定パラフィン包埋切片を用いた。組織病理
学的診断は膵癌取扱い規約（第 5版、日本膵
臓学会編）に準じて行った。 
 
免疫ブロット： 
 抗 Wwox 抗体（オハイオ州立大学、Kay 
Huebner 教授供与）、抗 procaspase-3、
procaspase-8、Smad4、Smad2/3 抗体（Cell 
Signaling 社）、抗 GFP 抗体（MBL 社）、抗β
-actin 抗体（Sigma 社）をウエスタンブロッ
ト、免疫組織化学に用いた。 
 
遺伝子導入： 
 野生型 WWOX と非特異的対照として GFP を
遺伝子導入するアデノウイルスベクター
（Ad-WWOX、 Ad-GFP）を用いた。また、
Invitrogen 社の発現ベクターpRcCMV を用い
て、野生型 pWWOX、33 番目のチロシンをアル
ギニンに変異させた pWWOX-Y33R、SDR-domain
を欠損させた pΔWWOX、pΔWWOX-Y33R の種々
の発現ベクターを作成して使用した。 
 
フローサイトメトリーと caspase-3 活性分
析： 
 フローサイトメトリーには FACS キャリバ
ーサイトメーター（BD Biosciences 社）を使
用した。Caspase-3 活性は Sigma 社の測定キ
ットを用いて分析した。 
 
細胞増殖解析、コロニー形成分析と腫瘍形成
能分析： 
 細胞増殖解析は、1×105 の PANC-1 細胞を
100-mm plate に撒き、Ad-WWOX、Ad-GFP を感
染させ、24 時間ごとに細胞数をカウントした。

コロニー形成分析は 100-mm plate に撒いた 1
×104 の PANC-1 細胞に野生型 WWOX と種々の
変異型 WWOX 発現ベクターを導入し、48 時間
後に細胞をメタノール固定、ギムザ染色して
可視コロニー（直径 0.5 mm 以上）をカウン
トした。腫瘍形成能分析は、Ad-WWOX、Ad-GFP
を感染させ 24 時間経過した後、1×106 の
PANC-1 細胞をヌードマウスの皮下に注入し、
形成された腫瘍の大きさを一週間に 2回計測
した。 
 
免疫組織化学染色： 
 免疫組織化学的分析に、Dako 社の LSAB キ
ットを用いて、Wwox と Smad4 の発現を解析し
た。Wwox発現は、発現が 5%未満のものを (－)、
5-50%に発現が見られるものを(＋)、50%以上
に発現が見られるものを(++)と判定した。
Smad4発現は、発現量が 50%未満のものを(－)、
50%以上のものを(＋)と判定した。 
 
統計解析： 
 カイ二乗検定、スチューデントの t 検定、
カプランマイヤー法、ログランク検定を使用
して、P値が 0.05 以下のとき、統計学的に有
意差があるものとして判定した。 
 
４．研究成果 
 
WWOX発現回復によるcaspase依存性アポトー
シス誘導と腫瘍増殖抑制： 
 PANC-1 細胞に Ad-WWOX を感染させ 48 時間
後にフローサイトメトリーにて解析すると、
感染量依存的に sub G1 の割合増加がみられ
た。Wwox 発現陰性膵癌細胞 PK-1 にても同様
の結果が得られたが、Wwox 発現陽性膵癌細胞
PK-9 ではその効果が減じていた。WWOX を遺
伝子導入すると caspase-3活性も感染量依存
的に上昇し、procaspase-3、procaspase-8 の
発現は共に減少した。一方、細胞増殖並びに
腫瘍形成能についても解析を行ったところ、
WWOX 導入群では有意な細胞増殖の抑制、腫瘍
形成障害が確認された。同様に各種 WWOX 発
現ベクター導入後コロニー形成を解析した
ところ、野生型ならびに SDR-domain 欠損群
ではコロニー形成抑制効果が見られたが、
Y33 変異群ではその効果が消失していた。 
 
膵管発癌における Wwox 発現の低下： 
 Wwox は正常膵管上皮においては細胞質に
強い発現が見られるが、膵管上皮内腫瘍性病
変 PanIN grade が進むほど発現が低下する傾
向にあり、膵癌組織においては大部分の症例
で低下あるいは消失していた。また、Wwox 発
現低下とリンパ節転移陽性との間に有意な
関係がみられた（P = 0.026）。さらにマイク
ロサテライト解析、メチル化特異的 PCR を行
ったところ、WWOX 遺伝子座（D16S3029）の



LOH は 22%、promoter 領域の DNA メチル化は
20%に観察されたのに対し、exon 1 領域の DNA
メチル化は 83%の症例に認められた。また、
外科的切除が行われた膵癌 32症例において、
Wwox 発現が低下している群（－、＋）と保た
れている群（++）とで予後を比較すると、発
現が保たれている群が予後良好（P = 0.024）
であった。 
 
膵癌細胞における Wwox が介する Smad4 発現
の回復： 
 TGF-β-Smad シグナル伝達経路における
Wwox の役割を調べるため、Wwox と Smad4 発
現との関係を解析した。Smad4 発現消失症例
では Wwox 発現が低下している傾向があり、
PANC-1細胞にWWOXを遺伝子導入したところ、
Smad4 の発現上昇が観察された。 
 
 いくつかの癌細胞株や癌組織において、
FHIT遺伝子を含む染色体脆弱部位FRA3Bにお
ける hemizygous あるいは homozygous 欠失が
みられ、染色体脆弱部位関連遺伝子の欠失や
タンパク発現の消失が、悪性腫瘍において細
胞の形質転換、不死化を引き起こすと言われ
ている。本研究では、膵癌細胞と組織標本を
用いて、染色体脆弱部位 FRA16D に位置する
WWOX 遺伝子の解析を行い、正常膵組織と比較
し癌細胞では Wwox タンパクの発現低下がみ
られた。WWOX 遺伝子座である D16S3029 にお
けるLOHは22%に認めるのみであったが、WWOX
発現制御部位の DNAメチル化は高頻度に観察
され、メチル化による WWOX の epigenetic な
発現抑制が膵癌発生に重要であることが示
唆された。 
 
 膵管における前癌病変から浸潤癌に至る
過程における分子遺伝学的分析がなされ、遺
伝子異常の蓄積により細胞形態学的に悪性
度が進行すると言われている。Wwox タンパク
発現低下も、癌遺伝子（KRAS や HER-2）産物
や癌抑制遺伝子（CDKN2A、TP53 や SMAD4）産
物の遺伝子異常の蓄積を促進させて、膵管病
変の形質変化を引き起こす可能性が考えら
れる。また、Wwox 発現低下はリンパ節転移陽
性や予後不良といった膵癌の悪性度と相関
がみられたことから、膵癌発生と膵癌の進行
において重要な役割を持つことが示唆され
る。 
 
 本研究において、WWOX 発現回復とアポトー
シス誘導、細胞増殖抑制が密接に関連してい
ることを示した。Ludes-Meyers らは、PPXY 
motifがWwox のN末端に存在するWW1 domain
と結合することを報告し、p73、Ap-2γや Jun
などの転写因子が Wwox と結合するタンパク
として同定されている。興味深いことに、
WWOX を遺伝子導入するとタンパクレベルに

おいて Smad4の発現増加が認められた。SMAD4
遺伝子は、膵癌の 50%に発現消失がみられる
癌抑制遺伝子である。Smad4 は TGF-βシグナ
ル伝達経路に属し、TGF-β受容体が活性化さ
れると Smad2/3と複合体を形成して核へ移行
し、p15 や p21 などを介して腫瘍抑制機能を
発揮する。Wwox の腫瘍抑制機能に TGF-β
-Smad シグナル伝達経路が関与する可能性が
示唆されるが、WWOX による Smad4 発現増加機
構の解明にさらなる研究が必要である。 
 
 また、本研究課題に関連して、ヒト口腔癌
発生及び進展過程における FHIT 遺伝子変異
と DNAチェックポイント機構との関連につい
ても研究を行い、① Fhit が口腔癌発生過程
において非常に早期から発現低下を来すこ
と、② FHIT 遺伝子発現回復が DNA チェック
ポイントの中心的役割を果たす Chk2 のリン
酸化レベルを増加させること、③ Fhit ノッ
クアウトマウスにおいても上記結果が確認
されることを併せて報告した。 
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