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研究成果の概要（和文）：癌治療遺伝子REIC/Dkk-3を用いた固形癌に対するin situ遺伝子治療では、癌細胞の
選択的アポトーシスが誘導されることがその主要な機序である。またこれまでに、癌治療遺伝子・タンパク質
REIC/Dkk-3による癌細胞増殖抑制作用が報告されており、本申請研究では、当該治療による癌化シグナル制御機
構を明らかにする為の研究を実施し、関連する重要な因子群を同定した。

研究成果の概要（英文）：Reduced expression in immortalized cells (REIC)/Dickkopf (Dkk)-3 is a tumor 
suppressor gene and has been studied with respect to the application of cancer gene therapy. Our 
previous studies demonstrated that adenovirus-mediated REIC/Dkk-3 overexpression induced significant
 apoptosis in the treated tumor sites. In this study, we further investigated the mechanisms 
underlying the antitumor therapeutic effects of Ad-REIC and clarified that the treatment inhibits 
cancer progression via modification of several oncogenic signaling.

研究分野：泌尿器科学、遺伝子治療学
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１．研究開始当初の背景 

 

REIC/Dkk-3 の癌治療遺伝子としての臨床

応用は近年脚光を浴びており、岡山大学を中

心としたグループにより、複数の難治性固形

癌（前立腺癌、悪性胸膜中皮腫、肝臓癌、膵

臓癌、悪性グリオーマ等）への癌遺伝子治療

への応用が進められている。これまでに

REIC/Dkk-3 の癌抑制遺伝子としての重要性

を指摘する論文が相次いで報告されてはい

るものの、今回の新知見である「REIC/Dkk-3

による Oncogenicシグナリング- 癌化制御機

構」についての報告はほとんど存在しなかっ

た。今回の本基盤的研究の遂行により、遺伝

子治療のみならず新たな標的医療の創出が

可能となり、難治固形癌に対する革新的癌医

療の創造につながっていくことが期待され

た。 

 

２．研究の目的 

 

REIC/Dkk-3 遺伝子の発現とその分泌型タ

ンパク質が、正常細胞、癌化誘導細胞および

各種の癌細胞において、どのような分子機序

で抗癌化作用・癌増殖抑制作用を発揮するの

かを明らかにする。正常細胞では、特異的

siRNAによるREIC/Dkk-3等の目的遺伝子ノッ

クダウン時の各種 Ras 関連遺伝子-タンパク

質発現の変動解析を行う。同様に、癌化誘導

時の正常細胞と各種癌細胞における

REIC/Dkk-3の発現とRasシグナリング動態と

の関係について、Ras 関連分子の発現・活性

化への影響を解析する。また、REIC/Dkk-3 タ

ンパク質及び癌関連タンパク質を in vitro

で投与した場合の、Oncogenic シグナリング

動態および細胞増殖抑制・浸潤能抑制効果の

有無を検証し、これら分泌型タンパク質の抗

癌作用を解明する。 

 

３．研究の方法 

 

(1)癌細胞および正常細胞でのREIC/Dkk-3に

よる抗細胞増殖作用の解析： 

 

単量体 p21GTP 結合タンパク質（Small 

GTPase）である Ras は、不活性型の GDP 結合

状態と活性型の GTP 結合状態間を循環し、増

殖・形質転換・アポトーシス・移動・細胞周

期の進行など、多くの細胞機能を制御してい

る。したがって、Ras-GTP の細胞内蓄積は、

正常細胞の癌化誘導の主な要因になると考

えられている。ヒト由来の正常上皮細胞を通

常培養した状態で、特異的 siRNA により

REIC/Dkk-3 遺伝子をノックダウンさせ、遺伝

子-タンパク質発現変動をウェスタンブロッ

ト法により解析した。特に Ras シグナリング

に関連する分子として細胞表面に局在する

Wnt receptors、更に Oncogenesis-related 

genes としての Metastasis-related genes

（MMP タンパク質や関連する因子群）に着目

し、これらの発現・活性化の動態や各細胞の

表現型（細胞増殖を中心に）を解析した。 

同様の観点から、REIC/Dkk-3 の分泌型タン

パク質の作用メカニズムについて解析した。

REIC/Dkk-3 は通常細胞質に存在しており、そ

の一部が分泌型 REIC/Dkk-3 として間質、結

合織、および血中に存在する。既に、

REIC/Dkk-3 の強制発現が細胞外マトリック

スの分解酵素であるMMP-2の発現を抑制する

ことを報告しているが（Cancer Gene Ther, 

14:765, 2007）、この分子メカニズムは明ら

かでなかった。Rasシグナリングの下流のAkt

および GSK-3 の機能が抑制された結果 MMPs

の発現が抑制される経路や、分泌型

REIC/Dkk-3 が Wnt receptor とそのリガンド

の結合を阻害し canonical pathway を通して

MMPs を抑制する経路が考えられ、分泌型

REIC/Dkk-3 タンパク質の機能について解析

を行った。 

 



(2)ウェスタンブロット法 

 

各タンパク質の発現は、ウェスタンブロッ

ト法により解析した。各種細胞を PBS で２回

洗浄し、溶解バッファー(50 mM HEPES, pH 7.4、

250 mM NaCl、1 mM EDTA、1％NP-40、1 mM DTT、

1 mM PMSF、5μg/ml ロイペプチン、5μg/ml 

アプロチニン、2 mMNa3VO4、1 mM NaF、10 mM 

β-GP)にてタンパク質を抽出した。遠心分離

後、上清中のタンパク質量を調整し、濃縮 SDS 

sample buffer で希釈し、95℃で５分間加熱

した。サンプル(10μg タンパク質)を 7.5% 

SDS-PAGEゲルで泳動し、PVDF膜に転写した。

10％無脂肪ミルク粉末、６％グリシン、0.1% 

Tween-20 を 含 む Tris buffered saline 

(T-TBS)を用いて室温で１時間ブロッキング

を行った。一次抗体(1:1000～希釈)を反応後、

T-TBS により３回洗浄し、西洋ワサビペルオ

キシダーゼ結合二次抗体を添加した。さらに、

T-TBS を用いて３回洗浄した後、enhanced 

chemiluminescence detection 法(ECL kit を

使用）によりバンドを発光させた。 

 

４．研究成果 

 
癌治療遺伝子 REIC/Dkk-3 をコードしたア
デノウイルスベクター:Ad-REICを用いた固形
癌に対する in situ 遺伝子治療では、癌細胞
の選択的アポトーシスが誘導される。これま
でに癌治療遺伝子・タンパク質 REIC/Dkk-3 に
よる癌細胞増殖抑制作用が報告されており、
本申請研究では、当該治療による癌化シグナ
ル制御機構を明らかにする為の研究を実施し、
関連する重要な因子群（β-catenin, c-Myc, 
NF-κB, RAGE, S100, Emmprin, p38）を同定
した。本研究の成果は後述する学術論文等に
より発表した。 
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