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研究成果の概要（和文）：本研究では、高頻度にWnt/β-cateninシグナルの異常を認める大腸がんおよび肝がん
それぞれの腫瘍において、同シグナルの新たな標的遺伝子MOSPD1およびODAMを同定した。それぞれの遺伝子の
Wnt応答エンハンサー領域を同定し、さらに、ODAMは肝がんの細胞周期の進行や増殖に関わることを明らかにし
た。また、１倍体ゲノムを持つHAP1細胞を用いて、新規Wntシグナル標的遺伝子VSNL1を同定し、同分子の高発現
が大腸がん細胞のアポトーシス回避に関与していることを示した。本研究成果は、Wntシグナルが関与する様々
な生命現象調節機構の理解が深まることに役立つものと期待される。

研究成果の概要（英文）：The Wnt/β-catenin signaling pathway has been shown to be activated in 
various types of cancer including colon and liver cancer. In this study, we identified two novel 
target genes of this pathway, MOSPD1 (motile sperm domain containing 1) and ODAM (odontogenic, 
ameloblast associated), in colorectal and liver cancer, respectively. In addition, we found their 
Wnt-dependent enhancers in the 3’-flanking region and 15 kb-upstream region of MOSPD1 and ODAM, 
respectively. This study also disclosed that ODAM regulates cell cycle progression and proliferation
 of hepatoma cells. Besides, we identified another target gene, VSNL1 (visinin-like 1) using the 
near-haploid human cell line HAP1, and showed that VSNL1 plays a crucial role in the anti-apoptotic 
property of colorectal cancer cells. Further investigation of the biological role of these molecules
 will contribute to the profound understanding of physiological and pathological processes played by
 the Wnt signaling pathway.

研究分野：分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Wnt/β-cateninシグナル伝達経路の異常な活性化は、様々ながん種の発がんや細胞の生存、幹細胞の増殖と分化
の調節、最近ではがん免疫回避機構に関与することが報告されている。そのため同経路は、がんの再発や薬剤耐
性化の解決に繋がる有望な標的として治療薬開発が行われてきた。しかしながら、実際の臨床で投与可能な治療
薬の開発には至っていないのが現状である。我々の研究成果は、Wntシグナルの多種多様な生物学的プロセスの
理解に役立つだけでなく、これら下流分子を標的とする新しい抗がん剤開発への展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大腸がんの 90％以上の症例で、Wnt/β-catenin シグナル伝達経路の構成因子である APC や
CTNNB1 (β-catenin)、AXIN1、TCF7L2、RNF43、RSPO などの変異が相互排他的に認められる。ま
た、一部の軟部腫瘍や肝がんなどでもβ-catenin の異常が認められる 1。これらの変異によって
核内にβ-catenin が蓄積し、β-catenin-TCF/LEF 複合体の転写を亢進させる。その結果、β-
catenin-TCF/LEF 複合体の下流遺伝子の発現上昇により、細胞死の抑制や細胞周期の進行、幹細
胞性の維持などを通じて、がんの発生や進展が誘導される。 
Wnt シグナルは時空間的（時期・組織に依存した）な遺伝子の発現調節を行っていることが知
られており、これまでにがん細胞を含む様々な細胞やモデル動物を用いた研究により、多種多様
な標的遺伝子が同定されてきた（スタンフォード大学・Nusse 博士の the Wnt homepage, 
https://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/）。Wnt シグナルの異常な活性化を示
す腫瘍細胞では、必ずしも共通した標的遺伝子の発現亢進が認められるわけではなく、腫瘍由来
組織依存的な標的遺伝子の発現が誘導される。実際、我々は肝臓組織特異的な Wnt 標的遺伝子
Histidine ammonia lyase（HAL）を同定し２、HAL は抗がん剤の感受性に関わることが報告され
ていることから、Wnt シグナルの組織特異的な薬剤耐性機構が存在することを示唆する知見を
得た。 
 
２．研究の目的 
網羅的な遺伝子発現解析により得られた新規 Wnt 標的遺伝子の機能解析を通じて、がん細胞に
おける新しい Wnt シグナルの役割を明らかにすることを目的の一つとした。また、ナノポア技術
を利用して完全長のネイティブ RNA を直接シーケンスすることで、これまでの技術では捉えら
れなかった新しい標的遺伝子やメチル修飾の変化など、より幅広いスペクトラムの転写産物の
変化を同定し、Wnt シグナルのさらなる理解に役立てることをもう一つの目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）細胞培養 
ヒト肝細胞がん、肝芽腫、大腸がんおよび慢性骨髄性白血病細胞は Japanese Collection of 
Research Bioresources、American Type Culture Collection、Korean Cell Line Bank および
Horizon Discovery から入手した。すべての細胞は 10%ウシ胎児血清と抗生物質を含む培地を用
い、SW480 細胞は 37℃、大気中で培養し、その他すべての細胞は 37℃、5% CO2 条件下で培養し
た。 
 
２）遺伝子発現解析 
エクソン3を欠損した活性化変異型β-cateninあるいはコントロールプラスミドをHuH7肝がん
細胞に導入し、マイクロアレイ（SurePrint G3 Human GE v3 8x60K）による遺伝子発現解析を行
った。また、HAP1 細胞を用いた遺伝子発現解析では、CRISPR/Cas9 システムにより APC 遺伝子を
ノックアウトした２つの細胞株クローンを樹立した。この 2 つの細胞で有意に発現上昇する遺
伝子群や、この細胞にβ-catenin siRNA を導入し、発現低下する遺伝子群を RNA-seq 解析によ
って同定した。RNA-seq は Ion AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression Kit および Ion 
Proton システム(Thermo Fisher Scientific)を用いた。 
 
３）ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
ODAM 遺伝子の 5’-flanking 領域、エクソンおよびイントロン領域を PCR により増幅し、pGL4.23
レポータープラスミドにクローニングした。また、MOSPD1 については 5’-flanking 領域および
3’-flanking 領域を pGL4.23 にクローニングした。ルシフェラーゼ活性測定はピッカジーンデ
ュアルルシフェラーゼキットを用いた。 
 
４）クロマチン免疫沈降(ChIP)アッセイ 
HepG2 および HCT116 細胞を 1% ホルムアルデヒド溶液で 10分間固定し、Micrococcal nuclease 
で DNA を断片化した。次に、10 µgの抗 TCF7L2 抗体(05-511、Merck)または Normal mouse IgG 
(Santa Cruz Biotechnology)と磁気ビーズ(DynaBeads Protein G)を固定した抗体結合ビーズを
用いて免疫沈降を行った。この免疫沈降物を脱クロスリンク反応や RNase A、Proteinase K 処理
した後に、DNA を精製した。ODAM の 5’-flanking 領域および MOSPD1 の 3’-flanking 領域の
TCF7L2 結合候補領域を増幅するプライマーを用いて qPCR を行った。 
 
５）Chromatin Conformation Capture（3C）アッセイ 
HepG2 細胞を 1%ホルムアルデヒドで固定した。細胞を溶解し、HindIII で DNA を消化した後に T4 
DNA ligase を用いてライゲーション反応を行い、DNA を精製した。ODAM プロモーターとエンハ
ンサー領域の相互作用の検出には、文献 3に示すプライマーを用いて PCR により増幅した後、キ
ャピラリーシークエンサーを用いて HindIII を介する結合部位の配列を確認した。 
MOSPD1 については、SW480 細胞および HindIII 制限酵素を用いた。MOSPD1 プロモーターとエン
ハンサーの領域の相互作用の検出には、文献 4に示すプライマーを用いた。 
 



６）エンハンサー領域欠失細胞の樹立 
エンハンサー領域の両側に gRNA を設計し、pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)にクローニングした。
HepG2 あるいは SW480 細胞にこのプラスミドを導入し、GFP 陽性細胞を FACS でソーティングし、
限界希釈によって単一細胞クローンからなる細胞群を得た。欠失の有無については、ゲノム DNA
を PCR により増幅し、PCR 産物のサイズで判定した。 
 
７）ロングリードシークエンシング 
Direct RNA Sequencing キットおよび cDNA-PCR Sequencing キットを用いてライブラリ調製を行
った。シークエンスは Oxford Nanopore 社の MinION とフローセル R9.4.1 を用い、解析はヒト
ゲノム解析センターのスーパーコンピュータシステム SHIROKANE を利用した（研究協力者、笠島
理加 研究員）。 
 
４．研究成果 
１）新規 Wnt 標的候補遺伝子 ODAM、MOSPD1 および VSNL1 の同定 
活性化変異型β-catenin を導入した HuH7 細胞のマイクロアレイデータを用いて、β-catenin 過
剰発現により発現誘導される ODAM 遺伝子を見出した。また、β-catenin をノックダウンした大
腸がん細胞の遺伝子発現データと TCF7L2 の ChIP-seq データとの統合解析によって得られた
MOSPD1 遺伝子を 2 つ目の Wnt 標的候補遺伝子とした。さらに我々は、APC 遺伝子をノックアウ
トした HAP1 細胞において発現上昇する遺伝子群と、この細胞にβ-catenin をノックダウンして
発現低下する遺伝子群を統合し得られた VSNL1 遺伝子を 3 つ目の Wnt 標的候補遺伝子として着
目し解析を進めた。 
 
２-１）肝がんおよび大腸がん組織における ODAM の発現 
NCBI Gene Expression Omnibus から肝芽腫および大腸がんのマイクロアレイ遺伝子発現データ
を取得し、各正常組織と腫瘍組織における ODAM 発現の比較検討を行った。今回の解析では、肝
芽腫は 53 腫瘍組織と 14正常肝臓組織（GSE131329）、大腸がんは 104 腫瘍組織と 25 正常大腸組
織（GSE21510）のデータセットを用いた。肝芽腫と大腸がん組織における ODAM の発現量は正常
組織と比較してそれぞれ 2.74 倍（q value=3.84×10-5）、2.77 倍（q value=3.37×10-3）上昇し
ていた。次に、肝芽腫のデータセットを用いて、ODAM と代表的な Wnt 標的遺伝子 AXIN2 と RNF43
の発現に相関があるかどうか調べた。その結果、ODAM は AXIN2（R2 = 0.323）と RNF43（R2 = 
0.323）ともに正の相関傾向を示した。さらに肝芽腫組織において、ODAM の免疫組織化学染色を
行い、β-catenin の発現パターンと一致するかどうか比較したところ、11検体中 10 検体で腫瘍
部位における ODAM の発現がβ-catenin の発現と一致していた。 
 
２-２）Wnt シグナルによる ODAM の発現調節メカニズムの解明 
Wnt/β-catenin シグナルによる ODAM の転写活性化に関与するゲノム領域を同定するために、
Encyclopedia of DNA Elements（https://www.encodeproject.org/）の ChIP-seq データを用い
て、ODAM 遺伝子近傍の TCF7L2 結合領域を調べた。その結果、5’-flanking 領域に 2か所と遺
伝子内に 2か所の ChIP-seq ピークが検出された。この 4領域をレポータープラスミドにクロー
ニングし、ルシフェラーゼ活性を測定した。このなかで、ODAM 転写開始点から約 15 kb 上流に
ある領域が高いレポーター活性を示し、また、β-catenin ノックダウンによりレポーター活性
が抑制された。この領域に TCF7L2 が結合することを ChIP-qPCR によって確認した。さらに、
Chromosome Conformation Capture（3C）アッセイにより周辺領域の高次構造を検討したところ、
この遠位 5’-flanking エンハンサーと ODAM 遺伝子プロモーターが相互作用していることが明
らかとなった。最後に、HepG2 細胞において、CRISPR/Cas9 を用いてエンハンサー領域を切断・
除去すると、ODAM の発現は有意に低下した。以上の結果より、Wnt/β-catenin シグナルは 5’-
flanking の遠位エンハンサー領域を介して ODAM の発現を調節していることが明らかとなった。 
 
２-３）肝がん細胞における ODAM の役割 
ODAM の発現が高い HepG2 肝芽腫細胞ならびに SNU-C4 大腸がん細胞で ODAM をノックダウンし、
RNA-seq による遺伝子発現解析を行った。複数の ODAM siRNA 処置に加え、2種類の細胞株で共通
して発現変動する 117 遺伝子を同定した。さらに、MSigDB で公開されている Hallmarks や GO、
Pathway などの遺伝子セットを利用して、over-representation 解析を行ったところ、ODAM が細
胞周期の進行に関与していることが示唆された。実際、ODAM の発現を抑制すると、EdU 取り込み
を指標としたがん細胞の DNA 合成や増殖は有意に抑制された 3。 
 
３）Wnt シグナルによる MOSPD1 の発現調節メカニズムの解明 
MOSPD1 の転写調節領域を同定するために、MOSPD1 遺伝子近傍の TCF7L2 結合領域および活性化
エンハンサーのヒストンマークである H3K27 のアセチル化修飾と H3K4 のモノメチル化修飾の分
布を調べた。その結果、MOSPD1 遺伝子の 3’側と 5’側にそれぞれ 1か所ずつ、有力なエンハン
サー候補領域を見出した。ODAM での解析と同様に、レポーターアッセイ、ChIP アッセイおよび
3C アッセイにより、3’-flanking 領域に機能的な TCF 結合エレメントを同定した。さらに、SW480
大腸がん細胞において、この領域を切断・除去すると、MOSPD1 の発現は有意に低下したことか



ら、Wnt/β-catenin シグナルが 3’-flanking に存在するエンハンサー領域を介して MOSPD1 の
発現を調節していることが明らかとなった 4。 
 
４）Wnt シグナルによる VSNL1 の発現調節機構ならびに大腸がん細胞での役割の解明 
VSNL1 は HAP1 細胞の RNA-seq 解析から候補遺伝子として見出されたが、大腸腫瘍組織において
も顕著な発現増加が認められたことから（TCGA データセット、 5.9 倍 、p value=1.14×10-11）、
大腸がん細胞を用いて発現調節機序の解明および機能解析を行った。実際、HCT116、LoVo、SW48
および SW480 大腸がん細胞において、β-catenin ノックダウンにより Wnt シグナルを抑制する
と VSNL1 の発現は顕著に抑制された。さらに、VSNL1 遺伝子のイントロン 1 に存在する 2 つの
TCF 結合モチーフが Wnt シグナルによる発現調節に重要な役割を演じていることが明らかとな
った。また、VSNL1 の発現を抑制すると大腸がん細胞にアポトーシスが誘導される一方で、VSNL1
過剰発現は camptothecin や doxorubicin の細胞障害性抗がん剤による細胞死を抑制した。以上
の結果より、VSNL1がWntシグナルの薬剤耐性メカニズムに関与している可能性が示唆された 5。 
 
５）Wnt シグナル異常が及ぼす RNA プロセシングへの影響 
ナノポア cDNA-PCR Sequencing を用いた RNA の長鎖解析によるスプライシングバリアントの検
出および発現定量の解析を行った。Control siRNA あるいはβ-catenin siRNA を処置した大腸
がん細胞株から RNA を抽出し、従来のショートリードシークエンスとロングリードシークエン
スを実施した。rMATS や FLAIR ソフトウェアを用いて選択的スプライシングの正確な予測のため
の比較検討を行い、ロングリードでしか検出できないスプライス変化が多数見つかった。ナノポ
ア Direct RNA Sequencing による RNA 修飾およびメチル化を検出するアルゴリズムの開発 6やそ
れを用いた解析も進行中である。 
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 ２．論文標題  ５．発行年
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Nature Communications 7476

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
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Identification of odontogenic ameloblast associated as a novel target gene of the Wnt/β‐
catenin signaling pathway

Cancer Science 948～960

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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