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研究成果の概要（和文）： 
 スキルス胃がん腹膜播種マウスモデルにREIC/Dkk-3発現アデノウイルスを投与したところ、

抗腫瘍効果が認められた。腫瘍部分にはナチュラルキラー細胞が動員されており、REIC/Dkk-3
遺伝子治療はスキルス胃がんに対する統合的なアプローチの選択肢になりうると考えられた。

さらにミトコンドリアの品質管理に重要な分子 PINK1 が、REIC/dkk-3 遺伝子治療の耐性克服

の新しい標的となることが新たに示された。また REIC/Dkk-3 の正常組織における発現制御因

子のスクリーニングの結果、TNF-αが同定された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A single intraperitoneal injection of REIC/Dkk-3 adenovirus suppressed tumor 
dissemination and disease progression of scirrhous gastric carcinoma (SGC) in the mouse 
model. Immunomodulation by Ad-REIC led to recruitment of natural killer cells inside tumor 
nodules. We conclude that REIC/Dkk-3 gene therapy may be a potential tool in combinatorial 
approaches to achieve curative effects in SGC. We also demonstrated that PINK1, a key 
molecule for the mitochondrial protection system, was a new target molecule to sensitize 
resistant cancer cells to REIC/Dkk-3 gene therapy. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 REIC （ Reduced Expression in 
Immortalized Cells）は、不死化した細胞で
その発現が低下する遺伝子として本研究室

で最初に発見された。その後、塩基配列の相
同性から Dkk（Dickkop）ファミリーに属す
ることがわかり、別名 Dkk-3 とも呼ばれてい
る。この Dkk ファミリーの他のメンバーは
Wnt シグナルを阻害することが知られてい
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るが、REIC/Dkk-3 の機能については未だ不
明である。 
 REIC/Dkk-3 は肺がんや前立腺がんなど
様々な腫瘍において発現が消失または低下
しており、がん抑制遺伝子と考えられている。
さらにアデノウィルスを用いて REIC/Dkk-3
を強制的に発現させると（以降 Ad-REIC と
する）、小胞体ストレスを介してがん細胞の
みにアポトーシスが誘導される。In vivo にお
いてもヒト前立腺がん細胞を移植したマウ
スに Ad-REIC を投与すると、腫瘍がほぼ完
全に消滅した。 
 多角的な解析から Ad-REIC の抗腫瘍効果
は、がん細胞の直接的アポトーシス誘導作用、
正常線維芽細胞などからのインターロイキ
ン-7 分泌を起点とした NK 細胞の動員、ABC
トランスポーター遺伝子の発現抑制による
抗がん剤感受性の向上など多岐にわたるこ
とが判明した。現在、前立腺がんを標的とし
たREIC/Dkk-3遺伝子治療は岡山大学病院な
どで臨床試験を開始している。 
 腹膜播種は腹腔内を経由するがんの転移
形式であり、胃がんなどの腹腔内臓器由来の
がんではリンパ節転移に次いで多い。胃がん
手術後の場合、再発症例の半分を腹膜播種が
占めるが、予後不良で５年生存率は外科切除
がなされた場合でも数％しかない。早期診断
が困難であるため、病態が完成してから初め
て治療が開始されるのが現状である。そのた
め非常に難治性であり、標準的な治療法も確
立されていない。 
 
 
２． 研究の目的 
 
 本研究は上記のような背景の下に、
Ad-REIC による REIC 遺伝子治療を難治性
がんの代表であるスキルス胃がん腹膜播種
に応用しようというものである。 
 
 
３． 研究の方法 
 
 本 研 究 は ヒ ト が ん 細 胞 株 を 用 い て
Ad-REIC の効果とその機序の細胞生物学的
解析を行った。In vivo の検討では胃がんマウ
スモデルとして、スキルス胃がん細胞株
OCUM-2MD3 細胞をヌードマウスへ腹膜播
種させた実験系を用いた。また REIC/Dkk-3
タンパク質の発現解析はマウス組織の免疫
染色によって行った。 
 
 
４． 研究成果 
 
 スキルス胃がん細胞株 OCUM-2MD3に対して
In vitro における Ad-REIC のアポトーシス誘

導を検討したところ、前立腺がん細胞株 PC3
に比べて明らかな耐性を示した。そこで、ま
ずアデノウイルスベクターを用いた Ad-REIC
に対する耐性獲得の鍵となる小胞体ストレ
ス関連タンパク質 BiPの発現ついてスキルス
胃がん細胞株を用いて調べた。確認した 3株
全てで、これまで確認されている Ad-REIC 耐
性がん細胞株と同レベル以上の BiPタンパク
質発現が確認された。これまでに BiP 機能阻
害効果が知られている緑茶カテキン（EGCG）
を用いてみたが、残念ながら Ad-REIC による
アポトーシス誘導に対して限定的な増強効
果しか認めなかった。 
 さらに In vivo での効果を検討するため、
まずヌードマウスに OCUM-2MD3細胞を腹腔内
注射する腹膜播種モデルを我々の手で再現
した。その上で腹膜播種後 1 日目に Ad-REIC
を腹腔注射して検討したところ、播種性腫瘍
の数とその増大を抑制する効果が認められ
た。さらに Ad-REIC 投与により実際のマウス
腫瘍組織内でアポトーシスが誘導されてい
ること、CD49b により染色されるナチュラル
キラー細胞が腫瘍組織内へ動員されている
ことが確認された。すなわちスキルス胃がん
OCUM-2MD3 細胞を用いたマウス腹膜播種モデ
ルでは、主に Ad-REIC 腹腔内投与による腫瘍
免疫系の賦活化によって腹膜播種が抑制さ
れたと考えられた。 
 興味深いことにスキルス胃がん細胞株
OCUM-2MD3 で、幹細胞マーカーである CD133
と CD44 が高発現していた。さらに両マーカ
ーの高発現は、Ad-REIC により減少した。こ
のことは Ad-REIC ががん幹細胞に対して、幹
細胞性を抑制する可能性を示唆している。し
かし現状ではその程度は十分ではなかった
ので、今後効果を増強する条件を突き止める
方針である。OCUM-2MD3 の他に様々ながん細
胞株で CD133 の発現を確認したが、今後は
CD133 の発現の意味が比較的明らかとなって
いる中枢神経系の腫瘍で、Ad-REIC によるが
ん幹細胞への効果を検討していく方針であ
る。 
 Ad-REIC は様々ながんに対してアポトーシ
スを誘導することができるが、一方で膀胱が
んなどでは Ad-REIC 耐性が認められた。
Ad-REIC に感受性である前立腺がん細胞株か
ら耐性細胞株を樹立して感受性株と比較し
たところ、小胞体タンパク質 BiP/GRP78 の発
現量が Ad-REIC 耐性に正に相関していた。さ
らに BiP/GRP78 発現を siRNA によって抑制し
たところ、耐性株の感受性が回復した。また
Ad-REIC 耐性の前立腺がん細胞では Bcl-2 フ
ァミリータンパク質の発現を抑制すること
で、Ad-REIC の効果を大きく高めることがで
きた。このように臨床応用で今後問題となり
うる Ad-REIC 耐性に対しても、すでに機序を
解明しつつある。 



 

 

 新たな知見としてさらに、パーキンソン病
の原因遺伝子である PINK1の発現制御がこの
耐性克服に応用できることが明らかになっ
た。8 種類の膀胱がん細胞の Ad-REIC 感受性
と PINK1 の発現を調べたところ、両者の間に
正の相関が認められた。さらに耐性細胞に対
して siRNA を用いて PINK1 の発現を低下させ
ると、部分的にではあるが Ad-REIC 感受性が
亢進した。このとき Bcl-2 ファミリー分子の
発現を確認したところ、Ad-REIC によって低
下することが明らかになった。すなわちがん
細胞に対してミトコンドリア機能阻害によ
るストレス（と Ad-REIC によって誘導される
小胞体ストレスの複合ストレスが効果的で
あったといえる。この知見を踏まえて、今後
は複合ストレス戦の研究を進展させる方針
である。 
 REIC/Dkk-3 の正常機能を解明するため、主
に上皮組織での発現を詳細に解析した。皮膚、
口腔粘膜、食道、子宮頸部といった扁平上皮
組織では発現を認めたが、角膜では発現を認
めなかった。これら上皮組織における
REIC/Dkk-3 の発現は特異的で、すでにある程
度分化した層においてのみその発現を認め
た。このことは REIC/Dkk-3 の発現を制御し
ているなんらかの因子が存在することを意
味する。そこでヒト皮膚ケラチノサイトを用
いて、発現制御分子のスクリーニングを行っ
た。その結果、Tumor Necrosis Factor（TNF）
-αが皮膚ケラチノサイトの REIC/Dkk-3発現
を低下させることを発見し、組織などを用い
て確認した。TNF-αは皮膚の炎症時に発現し
て、ケラチノサイトの遊走などを制御するこ
とが知られているため、今後は REIC/Dkk-3
発現の意味を追求していく方針である。 
 本研究課題は一部に計画の変更などはあ
ったものの、総合的には順調に進行した。今
後は REIC/Dkk-3 遺伝子治療を基盤としたが
ん特異的な「複合ストレス戦略の開発を進め
ていく方針である。また本研究課題の成果か
ら、REIC/Dkk-3 の正常機能を解明する足がか
りが得られた。今後は機能解明へ向けた研究
へ軸足を移し、REIC/Dkk-3 の機能の全容を解
明したい。 
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