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研究成果の概要（和文）：GATA-6は初期胚の分化・増殖に必須の転写因子である。近年では消化器系の癌の増殖や生存
に関与することが知られている。本研究では、『癌化学療法における分子標的として、GATA-6分解系はどの程度有効で
あるか』を明らかにしたいと考え、具体的に2つの課題：(1)GATA-6の分解を誘導するシグナル伝達経路の解明、及び(2
)GATA-6分解誘導による抗癌作用の検証、を設定した。課題(1)では、種々のリン酸化酵素（キナーゼ）のスクリーニン
グを行い、新規な分解経路を見出した。課題(2)では、GATA-6の分解誘導薬によって、大腸癌細胞の細胞周期を分裂期
で停止させ、増殖を抑制する作用が認められた。

研究成果の概要（英文）：GATA-6 is transcription factor essential for differentiation or proliferation of e
arly embryonic cells. Recently it is reported that GATA-6 involved proliferation and surviving of gastroin
testinal tumor cells. In this study, I configured the research theme, "How effective is the degradation of
 GATA-6 as novel molecular target of chemotherapy for colorectal cancer". Especially I focused on two issu
es, (1) Identification of signal transduction pathway for degradation of GATA-6, and (2) Estimation of eff
ectiveness of degradation of GATA-6 as novel anti-tumor chemotherapy. Experiment for (1) resulted that nov
el kinase pathway activating JNK involved degradation of GATA-6 via nuclear export pathway. The other expe
riment for (2) showed that JNK activator inducing proteolysis of GATA-6 arrested the cell cycle at G2/M ph
ase, and suppressed proliferation of colorectal cancer cells.      
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 転写因子 GATA-6は、初期胚の時期に発
現が誘導され、中胚葉・内胚葉への分化およ
びその後の細胞増殖に必須の因子と考えら
れている。分化した細胞ではその発現量は一
定のレベルにまで減少し、臓器特異的な遺伝
子発現を調節している。一方、消化器系の多
くの癌（臨床サンプル）では、GATA-6の発
現量が著しく増加していることが、近年相次
いで報告され、抗癌剤耐性との関わりも示唆
されている。 
 
(2) 我々の研究室では、チャイニーズハムス
ター卵巣細胞 (CHO-K1 細胞 )を用いて、
GATA-6 を安定に発現する細胞を作製し、
GATA-6の分解を誘導する分子機構について
解析を進めてきた。 
 
(3) この分解誘導機構が癌細胞においても同
様に存在するのか否か、癌細胞の生存・増殖
に影響を与えるのか否かに興味を持ち、これ
を明らかにしたいと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
『癌化学療法における分子標的として、
GATA-6分解系はどの程度有効であるか』を
明らかにしたいと考え、具体的に 2つの課題
を設定した。 
 
(1) 癌細胞において GATA-6の分解を誘導す
るシグナル伝達経路の解明 
→細胞内の A kinase が活性化されると、タ
ンパク質分解装置であるプロテアソームに
よってGATA-6は分解される。しかしながら、
A kinase が直接的に GATA-6 をリン酸化し
ているわけではなく、他のキナーゼの関与が
示唆された。この分解シグナルネットワーク
に関与するキナーゼのスクリーニングする
ことを目的とした。 
 
(2) GATA-6分解誘導による抗癌作用の検証 
→癌細胞における GATA-6の過剰発現は、主
に消化器系の癌で報告されており、種々の癌
細胞を比較した場合に、GATA-6を高発現し
ている細胞では、抗癌剤投与によるアポトー
シスが起こりにくいことが知られている。こ
のことから、GATA-6分解誘導による抗癌効
果を検証し、癌化学療法における分子標的と
しての可能性を検討することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) GATA-6 の分解を誘導するシグナル伝達
経路の解明 
→GATA-6 を安定発現させた CHO-K1 細胞
を使用した。 A kinase の活性化には
dbcAMP(ジブチリルサイクリック AMP)を

使用した。A kinase活性化時に機能するキナ
ーゼを探索するために、キナーゼ阻害剤キッ
ト (化学療法基盤支援活動、標準阻害剤キッ
ト)を使用した。薬剤を作用させた後、細胞を
回収し、タンパク質サンプルを調製後、ウェ
スタンブロット法によりGATA-6の発現量を
比較検討した。この方法では、キナーゼ阻害
剤の添加によりGATA-6の分解が抑制された
場合、その阻害したキナーゼが、A kinaseと
クロストークしている可能性が考えられる。
以上の方法で候補キナーゼをピックアップ
し、濃度依存性などを個別に検討した。 
 
(2) GATA-6分解誘導による抗癌作用の検証 
→GATA-6を高発現している細胞株として、
ヒト直腸癌の細胞株である DLD-1 細胞を用
いた。DLD-1 細胞に GATA-6 分解を促進す
る薬剤である anisomycin を添加し、その後
の細胞増殖を継時的に測定した。また、細胞
周期の解析も同時に行った。最近では、培養
ディッシュに播いた状態での、いわゆる平面
培養法に加え、より生体に近いモデルと考え
られている 3 次元培養(立体培養)の手法も検
討されている。そこで本研究においても 3次
元培養条件下でのGATA-6分解の影響を解析
した。3次元培養の方法としては、3D-petridis
によるスフェロイド (Spheroid) 培養の方法
を採用した。 
 
 
４．研究成果 
(1) GATA-6 の分解を誘導するシグナル伝達
経路 
方法に記したように、dbcAMP-A kinase 活
性化により誘導されるGATA-6の分解に対し
て、キナーゼ阻害剤を加えた場合の影響を検
討した。使用した細胞は GATA-6を安定発現
させた CHO-K1 細胞 (表中の tc1-17a 細胞)
で、用いたキナーゼ阻害剤は 95種類である。
このうちGATA-6分解が抑制されたものを表
1. に示す。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1. GATA-6 分解を抑制したキナーゼ阻害
剤 
 
検討した結果、A kinaseの阻害剤を加えた場



合と同等の分解抑制効果を示したものを 5種
類同定することができた。即ち、A kinaseと
のクロストークが示唆されるキナーゼとし
て、CDK (cyclin dependent kinase), CKII 
(casein kinase II), JNK (c-jun N terminal 
kinase), PI3K (phosphoinositide-3 kinase) 
の 4つを見出した。 
これらの 4 つのキナーゼのうち、直接的に
JNK キナーゼを活性化する薬剤として使わ
れていた anisomycinを購入し、JNK経路単
独でもGATA-6分解が誘導されるか否かの検
討を行った。その結果、anisomycin 単独で
も、GATA-6の分解が誘導されることがわか
った。 
薬剤投与によりGATA-6が分解される時間に
ついて検討したところ、A kinaseを活性化さ
せた場合に比べて、JNK を活性化させると
GATA-6 の分解が 3～6 時間のうちに起きる
ことが分かった。このことから、A kinase活
性化による分解機構とは異なる機構が示唆
された。 
GATA-6は核に局在してその機能を果たして
いるが、A kinase活性化により細胞質へとそ
の局在がシフトし、タンパク質分解を受ける
ことが分かっている。そこで、anisomycin
添加後の挙動についても同様の解析を行っ
た。その結果、GATA-6は核外輸送タンパク
質 CRM1により核外へと運搬され、細胞質で
プロテアソームによる分解を受けることが
分かった。GATA-6のアミノ酸配列には、核
外輸送シグナルに相当するアミノ酸モチー
フが存在しており、CRM1の認識配列に相当
すると考えられる。図 1.に今回明らかになっ
た分解経路の模式図を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. A kinase 及び JNK 活性化による
GATA-6分解機構 
 
本研究により、GATA-6 の分解機構に JNK
が関与していることが明らかになった。また、
転写因子の局在部位によって、その活性が調
節されている可能性を示唆することができ
た。JNKの活性化は、主に紫外線や抗癌剤な
どの薬物によって起こり、細胞にアポトーシ
スを誘導することが知られている。GATA-6
が癌細胞の抗癌剤抵抗性を増強することを
考慮すると、JNKの活性化剤は癌細胞のアポ
トーシス誘導、及び抗癌剤感受性を高めるこ
とが期待される。 

 
(2) GATA-6分解誘導による抗癌作用の検証 
GATA-6 を高発現している癌細胞である
DLD-1 細胞に対して、 JNK 活性化剤
anisomycin を作用させその抗癌作用を検証
した。 
その結果、0.5～1 M の anisomycinを作用
させるとGATA-6の分解が確認できた。また、
薬剤添加後 24 時間以降では細胞増殖が停止
することがわかった。細胞増殖の抑制作用に
ついては、3D-petridishを用いた 3次元培養
の条件下でも検討を行った。通常の培養条件
下では、スフェロイド (Speroid) と呼ばれる
細胞塊を形成し大きくなるが、anisomycin
添加時では細胞増殖が抑制され、スフェロイ
ドは小さいままであった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Anisomycinによるスフェロイド形成の
抑制 
 
この抑制効果はGATA-6をノックダウンした
場合にも確認されたことから、細胞塊の形成
においてGATA-6が必要であることが示唆さ
れた。 
Anisomycin 投与によって細胞増殖が抑制さ
れたことから、細胞周期に対して影響を与え
ていると考えられた。そこで、フローサイト
メーターを用いて、細胞の状態を詳細に解析
した。 
その結果、Anisomycin を作用させると、細
胞周期は G2/M 期 (分裂期)で停止すること
が分かった。また、細胞死が起きているか否
かについても検証したが、アポトーシス、ネ
クローシスともに確認できなかった。大腸癌
細胞の特徴である、浸潤活性 (癌転移に関与)
の測定も行ったが、浸潤を抑制するような作
用は認められなかった。 
以上の結果、JNK 経路の活性化により、
GATA-6の分解が起きることがヒト大腸癌細
胞でも確認でき、細胞塊の形成を抑制するこ
とが分かった。大腸癌以外にも胃癌、食道癌、
膵癌、肺癌などでは GATA-6の高発現が認め
られることから、これらの癌細胞に対しても
GATA-6分解の有効性が強く期待される。細
胞死を誘導する作用は強くないことを考慮
すると、既にサイズが大きくなっている腫瘍
に対しては他の抗癌剤との同時投与が望ま



しいと考えられる。 
本研究の成果から、GATA-6分解経路は大腸
癌細胞の増殖抑制を導くことがわかった。一
方で、GATA-6が転写因子である点を踏まえ
ると、①細胞周期を分裂期で停止させている
主たる因子は何か、②癌抑制遺伝子の発現パ
ターンはどうなっているのか等、GATA-6に
よって支配されている遺伝子とその機能の
解明が必要であると考えられる。そのように
して標的遺伝子をより明確にすることが、癌
化学療法における分子標的を決定するのに
必須であると考えられる。 
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