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序論 

1 大腸がん 

日本およびアジア地域では、食生活の欧米化などにより大腸がんの患者数が増加の傾向にあり、

日本国内での羅患数は、2019年予測値として男性では約9万人に上り、各種臓器がんの中で1位

を占めている。女性でも約7万人の罹患数を示し、2位に位置している。さらに、死亡数予測で

は男性で3位、女性で1位を占めている（https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/short_pred.html、最

終アクセス日：2019年11月24日）。大腸がんは世界的にもがん死亡原因の第4位となっている。

現在、大腸がんを初期に発見された場合の治療は手術療法が主流であるが、手術後の再発予防

や治癒切除不能な進行がん・再発がんに対しては薬物療法が不可欠である。薬物療法としてイ

リノテカン（ irinotecan）、オキサリプラチン（oxaliplatin）および5-フルオロウラシル（5-

fluorouracil、5-FU）などが臨床で広く使用されている。イリノテカンはトポイソメラーゼⅠの阻

害作用を通じて細胞毒性を示し、胃がんや大腸がんでよく使用される。白金製剤であるオキサ

リプラチンは、転移性大腸がんや胃がんなどで5-FUと併用で使われる。5-FUは核酸合成を阻害

することで制がん効果を示し、乳がんや消化器がんによく使われている。さらに、FOLFOX（レ

ボホリナート・フルオロウラシル・オキサリプラチンの3剤を用いた治療）(1)、FOLFIRI（レボ

ホリナート・フルオロウラシル・イリノテカンの3剤を用いた治療）(2) 療法などの化学療法や、

ベバシズマブ［抗vascular endothelial growth factor（VEGF）抗体］(3)、レゴラフェニブ（VEGR

や発がんに関与するKITやplatelet-derived growth factor receptor（PDGFR）を標的としたキナーゼ

阻害剤）などの分子標的薬が用いられている。しかしながら、これらの薬物治療の効果は十分

なものではなく、耐性化による病勢の進展や再発が生じるため、新たな治療薬の開発が必要と

なっている。 

 

 

https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/short_pred.html
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2 Wnt/-カテニンシグナル伝達経路 

大腸がんはadenoma-carcinoma sequenceと呼ばれる多段階発がん過程を経て生じる。まず、がん抑制遺

伝子adenomatuous polyposis coli（APC）に機能喪失型変異が入り、そのあとGTPase活性をもつがん原遺

伝子KRASの機能獲得型変異や、DNA修復や細胞増殖停止などに関与するがん抑制遺伝子TP53の機

能喪失型変異などを経て、前がん病変から悪性の大腸がんへと進展する。これらの一連の遺伝子変異

に伴って変化するシグナル伝達経路のなかでも、Wnt/β-カテニンシグナルの活性化は最も高頻度に認

められる。すなわち、約80%の大腸がんではAPCの機能喪失型変異もしくは-カテニンの機能獲得型変

異を持っているため、-カテニンが細胞内に蓄積し、Wnt標的遺伝子の発現が上昇することでがんが増

殖する。異常に亢進したWnt/β-カテニンシグナルは、腫瘍の成長と浸潤、がん幹細胞（次項参照）の維

持、発がんの調節に重要な役割を果たすことが知られている。Wnt/-カテニンシグナルはさらに、細胞の

運動、アポトーシスおよび分化にも寄与している。 -カテニンはE-カドヘリンと複合体を形成する一方で、

Wntリガンドが存在しない場合、細胞質中に存在する-カテニンはAPC、casein kinase 1（CK1）、AXINお

よびglycogen synthase kinase 3 （GSK3）と結合して複合体を形成している(4,5)。GSK3は-カテニン

をリン酸化し、それによってユビキチン化とプロテアソームによる分解を引き起こす(6)。具体的には、-

TrCP（-transducin repeat containing protein）と呼ばれるF-boxタンパク質を介したポリユビキチン化によっ

てプロテアソーム分解が引き起こされ、-カテニンのレベルが低く維持される。 一方、Wntリガンドによる

刺激を受けると、上記の複合体において-TrCP依存的なポリユビキチン化が起きなくなり、-カテニンが

核内に蓄積し、転写因子TCF/LEFと複合体を形成して標的遺伝子の転写活性化を引き起こす。Wnt/-

カテニンシグナル経路は、抗がん剤の標的として攻略しやすい因子を持たず、undruggableと考えられて

きた。 
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3 がん幹細胞 

腫瘍は不均一ながん細胞および様々な非がん細胞の集団で成り立っており、さらにこのがん細胞集団の

中に「がん幹細胞」と呼ばれる腫瘍形成や薬剤抵抗性の核となる亜集団が含まれることが近年、示されて

きた（図2）。がん幹細胞は高い自己複製能や造腫瘍性をもつとともに、薬剤療法と放射線療法に耐性で

あり、がんの再発に寄与すると考えられている(7,8)。これまでの研究では、白血病(9)、乳がん(10)、脳腫

瘍(11)、前立腺がん(12)、膵臓がん(13)、胃がん(14)、大腸がん(15)など、さまざまな種類のがんにがん幹

細胞が存在することが報告されている。大腸がんにおいては、CD44(16)やLgr5(17)などの幹細胞関連細

胞表面抗原を発現するがん細胞の亜集団の中に、がん幹細胞と思われる特性を持つ細胞が存在する。

そのうちCD44は、ヒアルロン酸などのリガンドと結合することが知られている。また、選択的

なスプライシング（alternative splicing）によるバリアンドフォームが存在する。その中でも

CD44v9は、細胞膜においてシスチントランスポーターのxCTと結合し、このxCTがシスチンを細

胞内に取り込むことでグルタチオン生成を促進する。これにより、がん細胞内の活性酸素の蓄

積が抑制される。すなわち、CD44はがん幹細胞のマーカーであるばかりでなく、がん細胞の維

持に機能している(18)。一方、Wntの標的遺伝子であるLgr5は当初、正常幹細胞のマーカーとし

て同定されたが(19)、APCが欠損することでadenomasを形成するのはLgr5陽性細胞であることも

知られている(17)。Wntシグナルの高い活性によりLgr5陽性となる細胞は大腸がん幹細胞として

機能すると考えられる(20)。このことから、Lgr5は大腸がん幹細胞を識別する重要な分子である

と考えられる。 

がんを完全に根絶するには、がん幹細胞を攻撃する治療薬の開発が必要と考えられる（図1）。がん幹

細胞の標的経路として注目されているものの一つとして、免疫、分化、アポトーシスなどに関与する

STAT3シグナル伝達経路（別名：JAK-STATシグナル伝達経路）が挙げられる。STAT3シグナル伝達

経路を標的とするナパブカシン（BBI 608）(21)や、様々な悪性腫瘍で高発現し、細胞周期・細胞増殖や

腫瘍形成に関わるmaternal embryonic leucine zipper kinase（MELK）の選択的阻害剤であるOTS167など

(22)、がん幹細胞を標的とするいくつかの化合物が開発され、臨床試験中である。しかし、承認に至った

がん幹細胞標的薬は未だにない。 
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図1. がん幹細胞によるがんの再発とこれを標的とした治療戦略 

A: がんに従来の抗がん剤を処理してもがん幹細胞が残存し、再発に繋がる可能性がある。 

B: がん幹細胞標的薬と従来の抗がん剤を併用することで、がん幹細胞と非幹がん細胞の両方を

攻撃し、がんの根治を達成できる可能性がある。 
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4 タンキラーゼ 

タンキラーゼはポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ（PARP）ファミリーのメンバーであり、テロメア合成酵素テ

ロメラーゼ(23,24)によるテロメア伸長を促進する因子として同定された(25)。テロメアは、TTAGGGの繰り

返し配列とその結合タンパク質で構成される複合体であり、染色体の末端に存在する。ヒト正常体細胞で

は、DNAポリメラーゼが直鎖状DNAの最末端を複製できないといういわゆる末端複製問題（end 

replication problem）から、テロメアはDNAの複製時に尐しずつ短縮する(26)。正常細胞はこのテロ

メア短縮によって細胞死や細胞老化に導かれる(27)。しかし、がん細胞では逆転写酵素の一種で

あるテロメラーゼが活性化することによってテロメア長が維持される。これにより、がん細胞は

無限の分裂能を獲得している。ポリADPリボシル化（PAR化）は、NAD⁺を基質としてADP-リボースを

タンパク質に連鎖付加する翻訳後修飾であり、PARPによって触媒される。PARPをコードする遺

伝子ファミリーは、PARP-1の触媒領域と相同性を有する18のメンバーで構成されている(28)。し

かし、この18メンバーのうち、PARP活性を持つのは6つ［PARP1、PARP2、PARP3、PARP4、

PARP5a（タンキラーゼ１）、PARP5b（タンキラーゼ2）］のみである。残りの10のメンバーは

モノ(ADP-リボシル)化を触媒する酵素であり、あとの2つは酵素活性が確認されていない(29)。

ポリ（ADP-リボース）代謝は、DNA修復、転写調節、テロメア長の調節などに重要であること

が知られている。タンキラーゼには、HPS（histidine-proline-serine）ドメイン、ANK（ankyrin）ドメイン、

SAM（sterile -motif）ドメイン、PARPドメインの4つの領域が存在する。ANKドメインにはさらにアンキリン

リピートクラスタ―領域（ANK repeat cluster: ARC）が存在し、このARCを通じてtelomeric repeat-biniding 

factor 1 （ TRF1 ） (25,30) 、NuMA(31) 、 TNKS1BP1(32)などのタンキラーゼ結合モチーフ配列

RXXPDG(33)を有するタンパク質を認識する。これによって、テロメア伸長、有糸分裂、細胞運動などの

様々な生物学的プロセスが制御される（図2）(25,30-32,34)。テロメアにおいては、タンキラーゼはテロメア

伸長抑制因子TRF1をPAR化することでこれをユビキチン分解へと導く(25)。タンキラーゼはまた、Wnt/-

カテニンシグナル伝達経路の正の調節因子として機能する(35)。Wnt/-カテニンシグナル伝達経路にお

いては、上述の通り、β-カテニンがTCF/LEFと複合体を形成して標的遺伝子の発現を誘導する(36)。ここ

で、タンキラーゼはβ-カテニンの負の制御因子であるAXINの働きを抑制する。すなわち、AXINはタンキ
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ラーゼ結合モチーブを有しており(33,35)、タンキラーゼによってPAR化され、E3ユビキチン-タンパク質リ

ガーゼであるRNF146によってユビキチン化され、プロテアソームによって分解される(37)。AXINの分解

は活性型-カテニンの核内蓄積を引き起こし、TCF/LEF標的遺伝子の転写を促進する。XAV939(35)、

IWR-1(38)、G007-LK(39)、RK-0287107(40)などのタンキラーゼ特異的PARP阻害剤（以下、タンキ

ラーゼ阻害剤）はAXINのPAR化を抑制し、同タンパク質の蓄積を誘導することで、-カテニン

の分解を促す(41)。これにより-カテニンシグナルが遮断され、同シグナルに依存した大腸がん細胞

の増殖が抑制される(35)。大腸がんの中でも特に、APCが「短鎖型」（後述）の欠失変異を起こし、-カテ

ニンシグナルへの依存性が高まっているものがタンキラーゼ阻害剤に感受性を示すことがわかっている

(42)。すなわち、APCには20-amino acid repeats（20-AARs）と呼ばれる7回繰り返し領域があり、-カテニ

ンがこの領域に結合することによって分解を受けている。全ての20-AARsを完全欠失した「短鎖型」の

APC変異は-カテニンを分解することができない。したがって、そのような変異により20-AARsを完全に失

った大腸がん細胞では-カテニンシグナルが強く活性化し、このシグナルへの依存性が高まる。ここにタ

ンキラーゼ阻害剤を処理すると、蓄積したAXIN2によって-カテニンが分解され、細胞増殖が抑制される

(42)。 
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図2. タンキラーゼの構造と様々な結合タンパク質および分子機能 

タンキラーゼは分子内のARCを介し、テロメア伸長抑制因子TRF1、Wnt/-カテニンシグナル抑制因子

AXIN、細胞分裂制御因子NuMA、細胞運動・浸潤制御因子TNKS1BP1などに結合し、これらをPAR化

修飾することでそれぞれの生理機能を制御する。 
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5 大腸がん幹細胞の治療標的としてのタンキラーゼ 

私は東京大学大学院新領域創成科学研究科メディカル情報生命専攻の修士学位論文（Jang Myung 

Kyu, Screening of the compounds that preferentially target colorectal cancer stem cells, 2017）

において、大腸がん幹細胞を標的とする化合物の探索を行い、同定された化合物のメカニズム解析を行

った。ヒト由来大腸がんCOLO-320DM細胞は、がん幹細胞のマーカーであるCD44分子の発現に不均一

性を持つ。私は、フロ―サイトメトリーによるセルソーティングでCOLO-320DM細胞をCD44陽性・陰性細

胞に分離し、CD44陽性細胞分画がマウスゼノグラフト実験で高い造腫瘍性を示すとともに、その他のが

ん幹細胞マーカーであるLGR5、LRIG1などが高く発現していることを確認した。さらに、分離した細胞を

継代培養し続けることで、CD44陽性率が分離前のレベルに戻る「可塑性」を有することも確認した。これ

らのことから、COLO-320DM CD44陽性細胞はがん幹細胞性を有すると判断した（図3）。 

そこでこのCOLO-320DM CD44陽性・陰性細胞を用いて、CD44陽性細胞により強い増殖抑制効果を

示す化合物のスクリーニングを実施した。スクリーニングは、文部科学省・新学術領域研究『がん研究分

野の特性等を踏まえた支援活動』化学基盤支援活動より頂いた標準阻害剤キット（4つのキットで構成さ

れ、キット1と2は従来の抗がん剤および様々なタンパク質をターゲットとする阻害剤で構成される。キット3

は様々なキナーゼ阻害剤で構成される。キット4は臨床で承認されている分子標的薬で構成され、計325

種類の化合物が含まれている）を用いてCOLO-320DM CD44陽性細胞に選択的な増殖抑制効果を示

す化合物の探索として1次スクリーニングを行い、1次スクリーニングより選別された化合物をCOLO-

320DM細胞に処理するかたちで2次スクリーニングを行った。2次スクリーニングでは、CD44陽性分画を

減少させる化合物の選別を行った。1次および2次スクリーニングの結果、タンキラーゼ阻害剤IWR-1と

cdc2-like kinaseの阻害剤であるTG003を同定した。検証実験でスクリーニング結果の再現性を確認した

ところ、真のヒット化合物としてタンキラーゼ阻害剤を同定した（図4）。この結果を踏まえ、in vivoゼノグラ

フトモデルにおいて低用量のタンキラーゼ阻害剤とイリノテカンの併用が顕著な制がん効果を示すことを

見出した（図5）。これらの結果から、タンキラーゼ阻害剤は大腸がん幹細胞に選択性を示し、抗がん剤の

効果を増強させる可能性があることを報告した。ここで興味深いことに、タンキラーゼ阻害剤を処理した際

のAXINの蓄積とそれに伴う-カテニンの減少（図6, 7）には、CD44陽性・陰性細胞で特に差が認められ
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なかったことから、-カテニンの減少はCD44陽性細胞選択的な増殖抑制には関与していないと結論づ

けた。すなわち、タンキラーゼ阻害剤によるCOLO-320DM CD44陽性細胞に対する細胞増殖抑制の選

択性については、メカニズムが全くの不明であった。そこで博士課程における本研究では、タンキラーゼ

阻害剤がCD44陽性大腸がん幹細胞の増殖をより強く抑制する分子メカニズムを解明することを目的とし

て、以下の実験を行った。 
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図3. COLO-320DM CD44陽性細胞はがん幹細胞様の性質を示す（修士学位論文データ） 

A: COLO-320DM細胞のCD44陽性率をフローサイトメトリーにより検討した。 

B: FACSAriaを用いてCOLO-320DM細胞よりCD44陽性・陰性細胞をソーティングし、フローサイトメトリー

で分離効率を確認した。 

C: Bで分離されたCD44陽性・陰性細胞を1,000 cells/siteでNOD-SCIDマウスの皮下に移植し、52日目に

採材した腫瘍サンプルの写真。CD44陰性細胞からは腫瘍が形成されなかった。 

D: CD44陽性・陰性細胞よりRNAを抽出し、がん幹細胞マーカー遺伝子LGR5およびLRGI1の発

現をRT-qPCRで評価した。*P < 0.05、***P < 0.001 
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図4. タンキラーゼ阻害剤はCD44陽性大腸がん細胞の増殖をより強く抑制する（修士学位

論文データ） 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞に様々な濃度のタンキラーゼ阻害剤（IWR-1およびG007-LK）をX

時間処理し、細胞数をXX法で定量した。*P < 0.05、**P < 0.01、 ***P < 0.001 
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図5. タンキラーゼ阻害剤はイリノテカンの制がん効果を増強する（修士学位論文データ） 

COLO-320DM細胞を皮下移植したヌードマウスに対し、イリノテカンをday 0、7に、タンキラーゼ阻害剤

G007-LKをday 1、2、3、4、5、8、9、10、11、12に投与した。上のグラフは腫瘍サイズ、下のグラフは体重

の変化を表す。**P < 0.01 

 

 

 

図6. タンキラーゼ阻害剤によるWnt/-カテニンシグナル経路の抑制 

タンキラーゼ阻害剤はAXINのPAR化を阻害してその蓄積を促し、これによって-カテニンの分解が誘導

される。 
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図7. COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞のWnt/-カテニン経路に対するタンキラーゼ阻

害剤の作用（修士学位論文データ） 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤（IWR-1およびG007-LK）を16時間処理した

のち、タンパク質を抽出してウェスタンブロット解析を行った。CD44陽性・陰性細胞間でAXIN2の蓄積と

その下流の-カテニンの低下には差が認められなかった。 
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第1章 タンキラーゼ阻害剤によるc-KITチロシンキナーゼの発

現抑制 

 

1.1 タンキラーゼ阻害剤のがん幹細胞選択的増殖抑制効果の検証 

 

【目的】 

私は修士学位研究において、タンキラーゼ阻害剤IWR-1およびG007-LKがヒト由来大腸がん幹細

胞様COLO-320DM CD44陽性細胞に対して、CD44陰性細胞と比較してより強い増殖抑制効果を

示すことを見出した。そこで本項では、これら以外の3種類のタンキラーゼ阻害剤がCOLO-

320DM CD44陽性細胞に対して同様の効果を示すか検討する。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

ヒト大腸がん細胞株COLO-320DM細胞は、American Type Culture Collection（ATCC）より入手し、

RPMI1640培地（ナカライテスク）に非働化済みのFBS（fetal bovine serum、最終濃度10％）およ

び0.05 g/mLのカナマイシンを1 mL（最終濃度1 g/mL）加えたメディウムで、37℃、5% CO2の

インキュベーターで培養した。培養には10 cmディッシュ（IWAKI）を用いた。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

COLO-320DM細胞をTrypsin/EDTAを用いてディッシュからはがした。はがれた細胞は血清入り

培地で懸濁し、1,000 rpm, 4℃で3分間遠心してペレットとして回収した。その後、suspension 

buffer［25 mM HEPES（pH 8.0）, 1 mM EDTA, 0.5 % FBSをphosphate buffered salt（PBS）(-) 40 ml

に添加］で懸濁し、１次抗体のマウス抗ヒトCD44抗体（BD biosciences、550989）を添加して

4℃で1時間反応させた。反応後、suspension bufferで2回洗浄した。さらに1 mLのsuspension buffer
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で懸濁した。得られた細胞懸濁液をFACSAria（BD）にかけ、CD44陽性・陰性分画にソーティ

ングした。sortingした細胞は培地で洗浄後、6 well plateに播種し、37℃、5% CO2のインキュベー

ターで培養を行った。 

 

3. 薬剤感受性試験（MTTアッセイ） 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞をいずれも350 cells/80 L/wellの密度で96-well plateに播種し

た。翌日にタンキラーゼ阻害剤XAV939(35)、JW55(43)、RK-287107(40)を最終濃度が0.03、0.1、

0.3、1、3、10 mol/Lとなるように添加し、5日間培養した。その後、PBS(-)で2.5 mg/mLとなる

ように溶解した3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）（ナカライテ

スク）を各ウェルに培養液の1/5量加え、37℃、5% CO2のインキュベーターで4時間培養した。

その後、培養液を取り除き100 µLのDMSO（dimethyl sulfoxide）を添加し、1時間室温にて静置し

たあと、570 nmおよび630 nmの吸光度をxMark™ Microplate spectrophotometer（Bio-Rad）で測定

した。 

 

【結果】 

タンキラーゼ阻害剤JW55、XAV939、RK-287107をCOLO-320DM CD44陽性・陰性細胞に加え、

増殖阻害効果を比較した。その結果、いずれの阻害剤もCD44陰性細胞よりもCD44陽性細胞に対

してより強い増殖抑制効果を示すことが確認された（図8）。 
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図8. COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞増殖に対するタンキラーゼ阻害剤の効果 

FACS Ariaを用いてソーティングしたCOLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤

（JW55、XAV939、RK-287107）を5日間処理し、細胞数をMTT assayで定量した。*P < 0.05、 

**P < 0.01 
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1.2 様々な大腸がん細胞株におけるタンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性率の低下 

 

【目的】 

修士課程の学位研究において、タンキラーゼ阻害剤処理によるCD44陽性率の変動を検討したの

は、COLO-320DM細胞のみであった。タンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性率の変動が他の大腸

がん細胞株でも観察されるかについて検討するため、様々な大腸がん細胞株および患者由来大

腸がん細胞にタンキラーゼ阻害剤を処理し、CD44陽性率の変動をフローサイトメトリーで検討

する。 

 

【方法】 

1. 細胞培養 

1.1 細胞株 

ヒト大腸がん細胞株COLO-320DM、DLD-1、HCT15、HT29、LS174T、KM12、HCC2998、

COLO-201、COLO-205、SW1417、SW403とHCC2998細胞は、ATCCより入手した。COLO-

320DM、DLD-1、HCT15、HT29、HCC2998、COLO-201、COLO-205細胞は、RPMI1640に非働化

済みのFBS（最終濃度10％）および0.05 g/mLのカナマイシンを1 mL（最終濃度1 g/mL）加えた

メディウムで、37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。LS174TとKM12細胞は、

DMEM/F-12に非働化済みのFBS（最終濃度10％）および0.05 g/mLのカナマイシンを1 mL（最終

濃度1 g/mL）加えたメディウムで、37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。SW1417細

胞はLeizbovitz’s L-15に非働化済みのFBS（最終濃度10％）および0.05 g/mLのカナマイシンを1 

mL（最終濃度1 g/mL）加えたメディウムで37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。い

ずれも培養には10 cmディッシュを用いた。 

 

1.2 患者腫瘍由来大腸がん細胞 
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患者腫瘍由来大腸がん細胞を用いた以下の実験は全て、公益財団法人がん研究会倫理審査委員

会（institutional review board: IRB）の事前承認のもと、研究対象者（患者）からの同意を得て実

施した。大腸がん患者腫瘍組織から樹立された大腸がん細胞JC11、JC20、JC26、JC33、JC35お

よびJC36は、がん研有明病院消火器外科・長山聡医長が採取した患者腫瘍から、公益財団法人

がん研究会がん化学療法センター基礎研究部・片山量平部長および青山（フルネーム）研究生

が樹立したものを用いた。患者臨床情報は電子医療記録から取得した。JC33細胞はDMEM/F-12

に非働化済みのFBS（最終濃度10％）に0.05 g/mLのカナマイシンを1 mL（最終濃度1 g/mL）加

えたメディウムで、37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。それ以外の細胞は、StemPro 

hESC serum- and feeder-free medium（SFM）（最終1×）、1.8% Bovine serum albumin（BSA）、8 

ng/mL Basic fibroblast growth factor（bFGF）、0.1 mM 2-メルカプトエタノールと10 M Y-27632を

添加したDMEM/F-12+GlutaMAX（1×）を用いた。培養には10 cmディッシュを用いた。 

 

2. フローサイトメトリー 

細胞回収は1.1に記載した方法に準じて行った。得られた細胞ペレットをsuspension bufferで懸濁

し、１次抗体のマウス抗ヒトCD44抗体を添加し、4℃で1時間反応させた。反応後、suspension 

bufferで2回洗浄した。その後、suspension bufferで再懸濁を行い、FACSCalibur（BD biosciences）

で解析し、CD44陽性細胞の比率を定量した。 

 

【結果】 

大腸がん細胞株DLD-1、HCT15、HT29、LS174T、KM12、HCC2998、COLO-201、COLO-205、

SW1418、SW403（図9~12）および患者由来細胞JC11、JC20、JC26、JC33、JC35、JC36にタンキ

ラーゼ阻害剤IWR-1（最終濃度3 mol/L）もしくはG007-LK（最終濃度1 mol/L）を120時間処理

したときのCD44陽性率を測定した。その結果、DLD-1、HCT15、HT29、LS174T、JC11、JC33細

胞においてCD44陽性率の低下が認められた（図9、図10A）。一方、HCC2998、SW403、JC35、

JC36細胞では、タンキラーゼ阻害剤を処理してもCD44陽性率が変動しないか、もしくは軽微に
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上昇する傾向が観察された（図10B、11、図12）。COLO-201、COLO-205およびSW1418ではも

ともとCD44陽性率が低く、タンキラーゼ阻害剤によるさらなる低下を評価することは困難であ

った（図12）。以上のように、タンキラーゼ阻害剤は様々な大腸がん細胞においてCD44陽性率

を低下させるが、この現象がすべての細胞株で認められるわけではないことが明らかとなった。  
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図9. タンキラーゼ阻害剤による大腸がん細胞CD44陽性率の変動（変動の認められ

た細胞株） 

大腸がん DLD-1、LS174T および HCT15細胞にタンキラーゼ阻害剤 IWR-1もしくは G007-LK を

図中の濃度で5日間処理し、CD44陽性率の変動をフローサイトメトリーで評価した。     

SSC: side scatter 
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図10. タンキラーゼ阻害剤による大腸がんCD44陽性細胞率の変動（患者由来細胞群） 

A: JC11、JC33細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1もしくはG007-LKを図中の濃度で5日間処理し、

フローサイトメトリーでCD44陽性率の変動を評価した。SSC: side scatter 

B: JC20、JC26、JC35およびJC36細胞にタンキラーゼ阻害剤G007-LKを図中の濃度で5日間処理

し、フローサイトメトリーでCD44陽性率の変動を評価した。 
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図11. タンキラーゼ阻害剤による大腸がんCD44陽性細胞率の変動（変動が軽微であ

った細胞株） 

KM12、HT29およびHCC2998細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1もしくはG007-LKを図中の濃度で

5日間処理し、CD44陽性率の変動をフローサイトメトリーで評価した。SSC: side scatter 
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図12. タンキラーゼ阻害剤による大腸がんCD44陽性細胞率の変動（変動の認められ

なかった細胞株） 

COLO-201、COLO-205、SW1418および SW403細胞にタンキラーゼ阻害剤 IWR-1もしくは G007-

LK を図中の濃度で5日間処理し、CD44陽性率の変動をフローサイトメトリーで評価した。  S

SC: side scatter 
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1.3 CD44陽性大腸がん細胞におけるc-KITの発現とタンキラーゼ阻害剤による抑制 

 

【目的】 

タンキラーゼ阻害剤処理がCD44陽性細胞の増殖をより強力に抑制するメカニズムを明らかにす

るため、COLO-320DM細胞より分離したCD44陽性・陰性細胞について網羅的遺伝子発現解析を

行い、CD44陽性細胞でより高く発現し、かつタンキラーゼ阻害剤処理で発現が変動する遺伝子

を同定する。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の培養は1.1に記載した方法に準じて行った。

DLD-1とJC33細胞の培養は、1.2に記載した方法に準じて行った。患者由来JC7、13、19、32、37、

39、47、48、49、52、53、55、56、58、61細胞は、2.2で使用したメディウムで培養を行った。 

そのうち、JC7、39、47、49、52、58、61細胞の培養には10 cm コラーゲンディッシュ（IWAKI）

を用いた。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1で述べた方法に準じて行った。 

 

3. ウェスタンブロッティング 

細胞ペレットにWhole Cell Lysis Buffer（WCE）[150 mM NaCl、500 mM Tris-HCl（pH 8）、

1%Nonidet P-40（NP-40）（ナカライテスク）に2% protease inhibitor cocktail（ナカライテスク、

25955-11）、1% PhosSTOP（Roche、04906837001）、150 mMジチオスレイトールを添加したも

の］を加えて懸濁し、10分ごとにボルテックス攪拌しながら氷上で30分静置した。その後、同

液を15,000 rpm、4℃で30分間遠心し、上清をWhole Cell Lysateとした。同サンプルについて、
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Bio-Rad protein assay Dye reagent（Bio-Rad）を用いてタンパク質定量を行った。サンプルのタン

パク質濃度が1 mg/mLになるように、蒸留水および5×SDS sample buffer（250 mM Tris pH6.8、

10% SDS、50% Glycerol、0.25% Bromophenol blue、10% 2-Mercaptoethanol）を混和して調整し、

100℃で5分間煮沸した。ポリアクリルアミドゲル（ナカライテスク、32778-34）に15 gのサン

プルと分子サイズマーカー（Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards、57318）をロードし、30 

mAで 1時間泳動した。その後、 Immoblion-P Membrane PVDF（ Poly vinylidene difluoride, 

MILIPORE）をmethanol（ナカライテスク）に5分程度浸漬した。泳動後のゲルをImmoblion-P 

Membraneにtransferするため、ゲルからタンパク質をmembraneにtransferさせるEL-8Fを用いて

45Vで30分、続いて90Vで60分間transferした。その後、メンブレンをponceau溶液（2% ponceau S、

5%酢酸）で染色し、タンパク質の存在量を確認した。このメンブレンを5% Skim milkまたは5% 

BSAに浸漬し、1時間ブロッキングを行った。次いで、5% skim milkまたは5% BSAで希釈した1

次抗体にメンブレンを浸し、4℃で一晩反応させた。1次抗体の反応後はTBST（1×Tris-buffered 

saline（TBS）、0.1% Tween20）で10分間3回洗浄し、5% skim milkまたは5% BSAで希釈した2次

抗体（ECL™抗マウスIgG、Goreradishペルオキシダーゼ結合ホール抗体、NA931VおよびECL™

抗ウサギIgG、Goreradishペルオキシダーゼ結合ホール抗体、NA934V）とメンブレンを室温で1

時間反応させた。その後、TBSTで5分、10分、15分で各1回ずつ、5分で3回の計45分間洗浄を行

った。ECL Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を用いて現像を行い、タンパク質

の検出を行った。使用した1次抗体は以下の通りである。抗c-KIT［（sc-365505、sc-168、Santa 

Cruz Biotechnology、2 g/mL）（3074S、Cell Signaling Technology、1:1000）］、抗phospho-c-KIT

（Y703）（3073S、Cell Signaling Technology、1:1000）、抗phospho-c-KIT（Y719）（3391S、Cell 

Signaling Technology、1:1000）、抗AXIN1（2087S、Cell Signaling Technology、1:500）、抗

AXIN2 （ 2151S 、 Cell Signaling Technology 、 1:500 ）、抗 TNKS1/2 （ sc-8337 、 Santa Cruz 

Biotechnology、2 g/mL）、抗non-phosphorylated form of -カテニン（active -カテニン）（05-

665、Millipore、2 g/mL）、抗グリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）（FL-

335、Santa Cruz Biotechnology、0.1 g/mL）。 
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4. GeneChipマイクロアレイ解析 

細胞を回収し、RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を使用して添付のプロトコルに従い、RNAを精製し

た。GeneChip3’IVT Express Kit（Affimetrix）を用いてこのRNAからcDNAを合成したのち、ビ

オチン化RNA（=aRNA）を合成した。このaRNAをフラグメント化し、Bioanalyzer（Agilent 

Techonology）を用いてRNAの純度を測定した。合成したプローブを使用して、Affymetrix 

Human Genome U133 plus2.0 array Chipを用いてハイブリダイゼーション、染色、洗浄を行った。

詳細は添付のプロトコルに従って行った。その後、GeneChip Scanner（Affymetrix）によりシグ

ナルを検出した。 

 

5. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

マイクロアレイ解析より得られたシグナルよりプローブセットID、データの正規化、アライメ

ントと遺伝子タイトルの初期データ処理については、Gene Spring GX12（Agilent Technology）を

使用して行った。次に、COLO-320DM CD44陽性細胞群とCD44陰性細胞群の発現遺伝子群の違

いをGSEA法（http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp、最終アクセス日：2017年05月27日）(44)

で解析した。 

 

6. フローサイトメトリー 

1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

7. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 

細胞をディッシュから剥がし、1,000 rpm, 4℃で3分間遠心し、ペレットを回収した。このペレッ

トをPBSで一度洗浄し、もう一度遠心し、ペレットを回収した。得られた細胞ペレットより、

RNeasy Mini kit（QIAGEN）を用いてRNAを抽出した。ReverTra Ace qPCR RT Master Mixを用い

て、回収したRNAよりcDNAを合成した。LightCycler®  480 Probes Master（Roche）を用いて、

http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
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qPCRを行った。合成したcDNA 25 ngに対してProbes Master 2×Conc. 7.5 µl、10 µMのプライマー

セット 0.3 µLずつおよびプローブ 0.3 µLを加え、全量が15 µLになるように 調整した。内部標

準としてACTBの発現量も測定し、この値を用いて当該遺伝子の発現量の値を補正した。用いた

プライマーは以下のとおりである（表1）。 

表1 

 

 

【結果】 

タンキラーゼ阻害剤のCD44陽性細胞選択的作用のメカニズム解析を行うにあたり、まずCOLO-

320DM CD44陽性・陰性細胞におけるタンキラーゼのタンパク質発現量を比較した。その結果、

CD44陽性・陰性細胞間で同タンパク質の発現レベルに差は認められなかった（図13）。タンキ

ラーゼ阻害剤はタンキラーゼを自己PAR化し、タンパク質の安定性を上昇させるが、タンキラー

ゼ阻害剤IWR-1を処理することで3 mol/Lではタンキラーゼタンパク質が減尐し、10 mol/Lでは

あまり変化が認められなかった。一方、G007-LKを処理することでIWR-1の10 mol/Lを処理する

ときと同じように1 mol/Lでは特に変化が認められなかったが、3 mol/L処理で自己PAR化し、

タンキラーゼタンパク質が上昇した。しかし、2種類のタンキラーゼ阻害剤処理による効果は、

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞間で同様に見られた。 

次に、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞間で発現レベルに差のある遺伝子を探索するため、

両細胞から抽出したRNAを用いてGeneChipマイクロアレイ解析を行った。得られた遺伝子発現

データセットを用い、GSEA を行った結果、胚性幹細胞関連遺伝子セット（ genes 

downregulated during early stages of differentiation of embryoid bodies from V6.5 
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embryonic stem cells、ESC_V6.5_UP_EARLY.V1_DN）がCD44陰性細胞よりもCD44陽性細

胞で高いレベルで発現していることが見出された（図14A）。同遺伝子セットのうち、CD44陽

性細胞でより高発現している因子TNC、GAP43、ANXA2、c-KITなどについて、タンキラーゼ阻

害剤IWR-1もしくはG007-LKによるRNAレベルの変動をRT-qPCRを用いて検討した。その結果、

チロシンキナーゼc-KITのRNAレレベルがタンキラーゼ阻害剤処理で減尐することが見出された。

また、c-KITはタンパク質レベルにおいてもCD44陽性細胞で高発現しており、タンキラーゼ阻害

剤処理で減尐することが明らかとなった（図14B）。これらのことから、タンキラーゼ阻害剤の

CD44陽性細胞選択的効果を説明しうる候補因子としてc-KITに着目した（図14B）。一方、TNC、

ANXA2、GAP43の発現レベルはタンキラーゼ阻害剤処理で変動しなかった（図14C）。COLO-

320DM CD44陽性・陰性細胞において、活性型c-KIT（phospho-c-KIT）は通常状態では検出限界

以下であった（図15A）。そこで、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にc-KITリガンドである

stem cells factor（SCF）を加えると活性型c-KITが確認された。Parkら(45)の報告によると、SCF

を長時間処理するとc-KITタンパク質は分解してしまう。これと一致する結果として、細胞に

SCFを120分処理すると活性型c-KITが減尐した（図15A）。さらに、タンキラーゼ阻害剤を前処

理し、そこにSCFを15分間処理することで、タンキラーゼ阻害剤によって活性型c-KITが減尐す

ることが確認された（図15B）。 

c-KIT （CD117）は、SCFによって活性化される受容体型チロシンキナーゼである。 SCFが結合したc-

KITは自己リン酸化を受け(46)、その下流のmitogen-activated protein kinase（MAPK）キナーゼカスケー

ド(47)およびmTORシグナル伝達経路の活性化をもたらす(48)。 c-KITはがん原遺伝子（proto-oncogene）

であり、その機能獲得型変異もしくは過剰発現は、消化管間質腫瘍［Gastrointestinal stromal tumor 

（GIST）］(49)、白血病(50)、大腸がん(51)、黒色腫(52)における腫瘍の形成および増殖(53)に関与する。 

大腸がんでは、c-KIT陽性のがん細胞亜集団が高い腫瘍形成能を示すことが報告されている(53)。c-

KITチロシンキナーゼの酵素阻害剤であるイマチニブ（imatinib）(54)は、c-KITエクソン11のV559Dなど

の変異（GISTで頻度の高い変異）陽性例に対して制がん効果を示す(55)。しかし、エクソン17のN822H、

D816A/G/H/V、D820A/E/G/Yなどの変異（白血病で頻度の高い突然変異）があると、イマチニブ耐性と
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なる(56)。 

次に、CD44陽性細胞と陰性細胞を分離する前のCOLO-320DM細胞、さらにDLD-1細胞、患者

由来大腸がんJC33細胞にタンキラーゼ阻害剤で処理した際のc-KITの発現を調べた。その結果、

これらの細胞においても同様に、タンキラーゼ阻害剤処理でc-KITがタンパク質およびRNAレベ

ルで減尐することが確認された（図16A-C）。以上の結果から、タンキラーゼ阻害剤による

CD44陽性細胞選択的な増殖抑制にc-KITが関与している可能性を想定し、以降の実験ではc-KIT

を中心に検討することとした。 

Evanらの報告によると、316症例の大腸がんのうち51%でc-KITが発現している(53)。そこで、

私はヒト由来大腸がん細胞株および患者由来大腸がん細胞におけるc-KITの発現をウェスタンブ

ロッティングとRT-qPCR法で調べた。その結果、大腸がん細胞株ではCOLO-320DM、DLD-1、

LS174T、HCT15、SW1418においてc-KITの発現が認められた（図17A）。また、患者由来大腸が

ん細胞においては、c-KIT RNAの発現レベルがDLD-1細胞よりも高い細胞としてJC07、JC19、

JC20、JC32、JC33、JC39、JC55、JC61が同定された（図17B）。 
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図13. COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞におけるタンキラーゼタンパク質発現と

タンキラーゼ阻害剤の影響 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1とG007-LKを5日間処理し、細

胞抽出液を調製した。この抽出液について、図中の一次抗体を用いてウェスタンブロットを行

った。 
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図14. 大腸がんCOLO320DM CD44陽性・陰性細胞における幹細胞関連因子の発現

とタンキラーゼ阻害剤の効果 

A: FACSAriaを用いてソーティングしたCOLO-320DM CD44陽性・陰性細胞を用いてGeneChipマ

イクロアレイ解析を行い、そのデータセットを用いてGene Set Enrichment Analysisを行った。 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤（IWR-1もしくはG007-LK）を5日

間処理し、c-KITのRNAレベルおよびタンパク質の変動をウエスタンブロッティングとRT-qPC

Rで解析した。 

C: Bの細胞について、TNC、ANXA2およびLGR5の遺伝子発現をRT-qPCRで解析した。*P < 0.05、

 **P < 0.01 
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図15. SCF処理による活性形c-KITの誘導とタンキラーゼ阻害剤による活性形c-KIT

の抑制 

A: COLO-320DM細胞 CD44陽性・陰性細胞にSCFを上記に示した時間で処理し、ウェスタンブ

ロッティングで検討した。（B）タンキラーゼ阻害剤を3日間全処理し、SCFを細胞回収15分前か

ら処理した。その後、細胞を回収し、ウェスタンブロッティングで検討した。 
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図16. 各種ヒト大腸がん細胞株におけるタンキラーゼ阻害剤によるc-KIT発現の低下 

A: COLO-320DM細胞（A）、DLD-1細胞（B）、患者由来大腸がん細胞JC33細胞（C）にタンキ

ラーゼ阻害剤を5日間処理し、c-KITのタンパク質およびRNAの発現変化をウエスタンブロッテ

ィングおよびRT-qPCRで解析した。**P < 0.01 
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図17. 大腸がん細胞株および患者由来大腸がん細胞におけるc-KIT発現 

A: 大腸がん細胞株のc-KIT発現をフローサイトメトリーで解析した。SSC: side scatter 

B: 患者由来大腸がん細胞のc-KITの発現をRT-qPCRで解析した。COLO-320DM CD44陽性細胞お

よびDLD-1細胞はポジティブコントロールとして解析に加えた。 
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1.4 c-KITは大腸がんCD44陽性細胞の増殖と生存に寄与する 

 

【目的】 

タンキラーゼ阻害剤のCD44陽性大腸がん選択的増殖抑制効果に対するc-KITの機能的関与を検討

するため、c-KITをノックダウンもしくは過剰発現させたときの細胞増殖への影響を調べる。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM CD44陽性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行った。。DLD-1細胞の培養

は、1.2に記載した方法に準じて行った。。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

3．薬剤感受性試験（MTTアッセイ） 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞を350 cells/80 L/wellになるように播種し、37℃、5% CO2の

インキュベーターで一晩培養した。翌日、タンキラーゼ阻害剤（IWR-1、G007-LK、XAV939）、

イマチニブおよびISCK03を最終濃度0.03、0.1、0.3、1、3、10 mol/Lにて処理した。37℃、5% 

CO2のインキュベーターで120時間培養したあと1.1に記載した方法に準じて細胞増殖の測定を行

った。 

 

4. フローサイトメトリー 

細胞にイマチニブを3、10 mol/Lの最終濃度で7日間処理した。その後、フローサイトメトリー

1.2に記載した方法に準じて行った。 
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5. siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.5-mLチューブにOpti-MEMを900 L、Lipofectamine RNAiMAX（Thermo Scientific、13778150）

を 4.5 L 、 c-KIT siRNA#1 （ Sense: 5’-GAAUGCCGGUCGAUUCUAAtt-3’ 、 Antisense: 5’-

UUAGAAUCGACCGGCAUUCca-3’） 、 #2 （ Sense: 5’-CUCCUUGUAUGGGAAAGAAtt-3’ 、

Antisense: 5’-UUCUUUCCCAUACAAGGAGcg-3’）（Silencer select）を0.81 Lを混合し、10分間

反応させた。その間に細胞をディッシュから剥がし、1.5-mLチューブに2.5×10
5
 cells/wellになる

ように分取した。この細胞を1,000 rpm、4℃で3分間遠心し、細胞ペレットを回収した。用意で

きた細胞と先に反応させたsiRNAを含む試薬を混合し、6 well plateに400 Lずつ播種した。細胞

は、37℃、5%のCO2のインキュベーターで2日間培養したのち、ウェスタンブロッティングおよ

び逆転写定量PCRでノックダウンの効率を確認した。 

 

6. ウェスタンブロッティング 

1.3に記載した方法に準じて行った。 

 

7. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 

1.3に記載した方法に準じて行った。用いたプライマーを表2に示す。 

表2 
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7. プラスミドの構築 

7.1 c-KIT発現レトロウイルスベクターの作製 

COLO-320DM細胞よりRNAを回収し、そのRNAより合成したcDNAを用いてc-KITをPCR［94℃ 

2 min、（94℃ 30 sec、55℃ 10 sec、72℃ 3min）× 35サイクル］で増幅させた。用いたプライマ

ーは以下である（表3）。そのあと、制限酵素XhoⅠおよびCla Iで切断し、2931 bpのinsertフラグ

メントを作製した。このinsertを同じくXhoⅠおよびCla Iで切断したpLPCX（Clontech）にinsertと

ベクターを繋ぐため、Ligation Mix（#6023、TAKARA）を用いて16℃で一晩反応させることで組

み込んだ。大腸菌コンピテントセル［Competent high DH5α（DNA-903：TOYOBO）］50 µlに上

述のライゲーション反応液を5 µlを加え、氷上に20分静置した。その後、42℃で45秒間熱ショッ

クを与え、直ちに再び氷上で2分間静置した。SOC培地（2% Bacto tryptone、0.5% Bacto yeast 

extract、10 mM NaCl、2.5 mM KCl、10 mM MgSO4、10 mM MgCl2、20 mM Glucose）を300 µl加

え、Ampicillin含有LB寒天培地プレート（Trypton 5 g、Yeast Extract 2.5 g、NaCl 2.5 g、Bacto Agar 

7.5 g、100 mg/ml Ampicillin 500 µl/500mL）に全量播き、37℃で一晩培養した。200 µLのチップで

掻き取ったコロニーを3 mLの液体LB培地（Trypton 5 g、Yeast Extract 2.5 g、NaCl 2.5 g、100 

mg/ml Ampicillin 500 µl/500mL）に入れ、ウォータバスシェーカー（タイテック）を用いて37℃

で一晩振とう培養した。振とう培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit（QIAGEN）を用いてプラスミ

ドDNAの精製を行った。精製したプラスミドDNAはNanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

（Thermo Fisher Scientific）により、濃度測定を行った。 

 クローニングされたc-KIT cDNAのシークエンスは、Big Dye Terminator V3.1 Cycle sequencing 

Kit（Applied Biosystems）を用いて確認した。DNA 0.5 µg、Big Dye 2 µL、5×Sequence buffer 3 

µL、5 M betaine 4 L、10 µMプライマー（表4）0.6 µLに滅菌済み精製水を全量20 µlになるよう

に調製した。この溶液を96℃ 1 min、（96℃ 10 sec、50℃ 5 sec、60℃ 4 min）× 27サイクル、

4℃で反応させた。反応産物をCENTRI SEP Spin Columns（PRINCETON SEPARATION）を用いて

精製して乾燥後、Hi-Diホルムアミド10 µlを加えて溶解し、95℃で5分加熱後直ちに氷上で冷却し

た。サンプル全量をMicroAmp®  optical 96-well reaction plate（Applied Biosystems）に入れ、
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3130xl Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でシークエンス解析を行った。 

表3 

 

 

表4 

 

 

7.2 レトロウイルスの産生とc-KIT過剰発現細胞株の樹立 

293GP2細胞4.0×10
5
 cellsを6 well plate コラーゲンコート dish（IWAKI）に播種し、24時間培養し

た。作製したレトロウイルスベクター2 µg、エンベロープベクター（pVSV-G）0.5 µg、

Lipofectamine2000 6 µLおよびOpti-MEM®  I Reduced Serum Medium（以下Opti-MEM、Life 

technologies）100 Lを混合し、室温で15分静置後、培地に全量添加し、48時間インキュベータ

ーにて培養した。この細胞の培養上清をウイルス液を0.45 m（Merck、SLHV033RS）のろ過し

得られた液をウイルス液として回収し、polybrene（最終濃度5 µg/ml）を加えたウイルス液を

DLD-1細胞に2日間、24時間ごとにウイルス液を交換しながら感染させた。その後、puromycin

（最終濃度2 µg/ml）で3日間処理することにより、ウイルス感染細胞を選択した。こうして選択
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された細胞において、外来性c-KITのタンパク質発現をウェスタンブロット法で解析した。 

【結果】 

タンキラーゼ阻害剤のCD44陽性細胞選択的な増殖抑制効果がc-KITの抑制に起因する可能性を想

定し、まずはc-KITの阻害がCOLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の増殖に影響を及ぼすかどうか

を検討した。具体的には、c-KIT阻害剤イマチニブおよびISCK03(57)をCOLO-320DM CD44陽

性・陰性細胞に処理し、細胞増殖を定量した（図18）。その結果、いずれの阻害剤もCOLO-

320DM CD44陽性細胞に対してより強い増殖抑制効果を示すことが明らかとなった。さらに、イ

マチニブをCOLO-320DM CD44陽性細胞およびDLD-1細胞に処理すると、CD44陽性率の減尐が

認められた（図19）。さらに、siRNAを用いてc-KITをノックダウンすることで、COLO-320DM 

CD44陽性細胞に選択的な増殖抑制が有意差をもって観察された（図20A）。 

一方、先行研究によるとDLD-1細胞はAPCに20-AARが存在することによってタンキラーゼ阻

害剤に耐性であることが知られている(42)。この細胞に外来性c-KIT遺伝子を過剰発現させた

DLD-1細胞を樹立し、タンキラーゼ阻害剤感受性の変化を調べたところ、c-KITの過剰発現はタ

ンキラーゼ阻害剤による感受性を低下させることが明らかとなった（図20B）。しかしながら、

COLO-320DM細胞へのc-KIT過剰発現細胞樹立は多様な方法で挑戦していたが、結果的に樹立ま

で至っていなかった。このc-KIT過剰発現DLD-1細胞では、CD44、Lgr5やCDCA7などのがん幹細

胞性因子の発現上昇やMUC2、CEACAM1やMAOAといった分化マーカー遺伝子の発現減尐が認

められた（図21）。以上の結果から、タンキラーゼ阻害剤のCD44陽性細胞選択的な増殖抑制効

果は、c-KITの発現減尐による同キナーゼの機能低下によってもたらされている可能性が示唆さ

れた。 
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図18. CD44陽性大腸がん細胞の増殖・維持に対するc-KITチロシンキナーゼの寄与 

A: イマチニブおよびISCK03の化学構造式 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にイマチニブもしくはISCK03を5日間処理し、細胞増殖

抑制効果をMTT assayで定量した。*P < 0.05、**P  < 0.01 

 

 

 

 



44 

 

 

図19. イマチニブを処理した大腸がん細胞株におけるCD44陽性率の減尐 

COLO-320DM CD44陽性およびDLD-1細胞をイマチニブの存在下で5日間培養し、CD44陽性率の

変化をフローサイトメトリーで評価した。SSC: side scatter 
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図20. 大腸がん細胞の増殖に対するc-KITの寄与 

A: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にc-KIT siRNAを導入し、ウエスタンブロッティング

（左図）でsiRNAのノックダウン効率を調べるとともに、MTT assay（右図）で細胞増殖への影

響を調べた。 

B: DLD-1細胞にc-KIT発現レトロウイルスを感染させ、同タンパク質の発現をウェスタンブロッ

トで調べた（上図）。この細胞にタンキラーゼ阻害剤を5日間処理し、c-KITの発現変動と阻害剤

感受性をそれぞれウェスタンブロット（上図）およびMTT assay（下図）で評価した。*P <0.05、

**P < 0.01 
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図21. c-KIT過剰発現による幹細胞関連因子および分化マーカー遺伝子の発現変動 

c-KIT過剰発現DLD-1細胞およびmock（pLPCX）細胞よりRNAを抽出し、がん幹細胞性因子およ

び分化マーカー遺伝子の発現レベルをRT-qPCRで定量した。 
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1.5 大腸がんCD44/c-KIT二重陽性細胞のがん幹細胞性 

 

【目的】 

先行研究でc-KITは造腫瘍性の維持や腫瘍の体積に関与することが示唆されている。そこで、私

が用いるCOLO-320DM CD44陽性細胞の中でもc-KITの発現が陽性・陰性に分けて存在すること

よりCD44陽性細胞の中のc-KITにおける造腫瘍性や腫瘍体積にどう関わっているかを検討するた

め、NOD-SCIDマウスにCOLO-320DM CD44陽性細胞よりソーティングしたc-KIT陽性・陰性細

胞の移植を行う。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM CD44陽性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

2. セルソーティング 

COLO-320DM CD44陽性細胞をディッシュから剥がし、1,000 rpm, 4℃で3分間遠心してペレット

として回収した。これをsuspension bufferで懸濁し、phycoerythrin（PE）標識マウス抗ヒトc-KIT

（CD117）抗体（BD Biosciences、340529）およびallophycocyanin（APC)標識マウス抗ヒトCD44

（BD Biosciences、559942）抗体を添加して4℃で1時間反応させた。反応後、suspension buffer

（500 L）で1回洗浄した。得られた細胞懸濁液をBD FACS Melody（R6617620083）にかけ、

COLO-320DM CD44/c-KIT二重陽性細胞およびCD44陽性/c-KIT陰性細胞分画をソーティングした。 

 

3. マウス皮下ゼノグラフト移植および腫瘍の採材 

動物実験は公益財団法人がん研究会動物委員会の審査承認を受けた上で、所内のガイドライン

に基づいて実施した。細胞をディッシュから剥がし、Hanks’ balanced salt solution（Thermo Fisher 

Scientific）で1,000 cells/100 µL、500 cells/100 L、250 cells/100 Lに調整した。NOD-SCIDマウス
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（5 weeks、メス：日本チャールスリバー）の皮下にこれらの細胞を100 µl/マウスで移植した。

腫瘍体積は、腫瘍の長辺（mm）×短辺（mm）×短辺（mm）×1/2とし、約3日おきに、移植後

28日から40日まで実測した。これらの腫瘍を採材し、その半量をマイルドホルム（Wako）にて

固定し、パラフィンブロックを作製した（新組織科学研究所に委託）。また、残余腫瘍は

Allprotect Tissue Reagent（QIAGEN）に浸漬のうえ、-80℃で保存した。 

 

【結果】 

Evanらは、c-KITをノックダウンした大腸がん細胞は造腫瘍性を低下させ、また腫瘍の増殖も抑

制されることを報告している(53)。COLO-320DM 細胞におけるCD44およびc-KITの発現をフロ

ーサイトメトリーで解析したところ、がん幹細胞性を示すCD44陽性細胞の多くはc-KIT陽性細胞

でもある一方、亜集団として、c-KIT陰性細胞も含まれることが分かった（図22A）。そこでこ

れらのCD44陽性細胞において、先行論文に示されるようにc-KITが腫瘍形成性に寄与しているか

どうかを検討した。まず、FACS Melodyを用いてCOLO-320DM CD44陽性細胞よりCD44/c-KIT二

重陽性細胞とCD44陽性/c-KIT陰性細胞分画をそれぞれソーティングし、NOD-SCIDマウスの皮下

に移植した（図22A）。それぞれ1,000個、500個、250個の細胞をNOD-SCIDマウスに移植した結

果、1,000個の細胞をNOD-SCIDマウスに移植したときには、両分画で特に大きな差は認められ

なかった（図22B）。一方、移植細胞数が500個の場合は、CD44/c-KIT二重陽性細胞の方が大き

な腫瘍形成を示した。さらに移植細胞数が250個の場合は、造腫瘍性にも差が認められた。すな

わち、CD44/c-KIT二重陽性細胞が高い造腫瘍性を示した。以上より、COLO-320DM CD44陽性細

胞においてc-KIT発現は、がん幹細胞性の維持に関与している可能性が示唆された。 
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図22. COLO-320DM CD44/c-KIT二重陽性細胞のin vivo造腫瘍性 

A: FACS Melodyを用いてCOLO-320DM CD44陽性細胞よりc-KIT陽性・陰性細胞をソーティン

グした。 

B: COLO-320DM CD44/c-KIT二重陽性細胞およびCD44陽性/c-KIT陰性細胞をそれぞれNOD-SCI

Dマウスに1,000 cells/マウス、500 cells/マウス、250 cells/マウス移植し、33日目の腫瘍形成能お

よび腫瘍体積を測定した。 
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1.6 c-KITはCD44陽性大腸がん細胞におけるがん幹細胞性の維持に不可欠である 

 

【目的】 

c-KITの発現がCD44陽性COLO-320DM細胞のin vivo造腫瘍性と相関することが明らかとなったが、

c-KITが実際に同細胞のがん幹細胞性に機能しているかは定かでない。そこでCD44陽性COLO-

320DM細胞のc-KIT遺伝子をCRISPR-Cas9法でノックアウトし、がん幹細胞性や各種マーカー因

子の発現変化を検討する。 

 

【材料と方法 】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM CD44陽性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

2. CRISPR/Cas9法によるノックアウト細胞株の樹立 

2.1 CRISPR/Cas9法を用いたゲノム改変 

COLO-320DM CD44陽性細胞1.0×10
5
 cellsを24 well plateに播種した。24時間後、10 µM trans-

activating CRISPR RNA （ Tracr RNA, GE Healthcare ） 2.5 µL 、 10 µM crRNA （ 5’-

CTGCGTCAGCCGTACCTCGT-3’: CM-004235-01-0002 、 ATCCTGGTGAGGAATAACAA: CM-

004235-02-0002、GE Healthcare）、Opti-MEM 50 µLを加えた混合液を用意した。さらにOpti-

MEMで60 µg/mLに調整し室温で20分静置させたDharmaFECT Duo Transfection Reagent（GE 

Healthcare）を25 µLを加え、全量400 µLとなるようにDMEM（-kanamycin（Km））を加えて細

胞に添加し、37℃で48時間インキュベートした。その後、Blasticidin（最終濃度10 g/mL）によ

り感染細胞を選択した。その後、1 cell/wellとなるよう限界希釈した細胞を96-well plate（IWAKI）

に播種し、クローン細胞を樹立した。 

 

2.2 ゲノムシーケンスによる遺伝子ノックアウトの確認 
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 ゲノムDNAの抽出にはPuregene®  Core Kit B（QIAGEN）を用いて以下のように行った。まず、

細胞を200 L PBSで懸濁し、20 L Proteinase Kと200 L Buffer ALを加え、ボルテックス混和し

た。その後、56℃で10分間インキュベーションし、EtOH（96%）200 Lを添加し、DNeasy Mini 

Spin Columnに移した。チューブを6,000×gで1分間遠心し、DNeasy Mini Spin Columnを新しいチ

ューブに移し、500 L Buffer AW1を加えさらに6,000×gで遠心した。また、 DNeasy Mini Spin 

Columnを新しいチューブに移し、500 L Buffer AW2を加え、20,000×gで遠心した。その後、

DNeasy Mini Spin Columnを新しい1.5-mLチューブに移し、200 L Buffer AEを加え、室温で1分間

静置した。その後、6,000×gで遠心し、フロースルー画分中のDNA濃度を測定した。 

 TA クローニングには Target Clone
TM（東洋紡）を用いた。抽出したゲノム DNA を鋳型として、

KOD-Plus-Neo を用いて［94℃ 2 min、（94℃ 30 sec、55℃ 10 sec、72℃ 3 min）×35サイクル］

で PCR を行った。使用したプライマーは表5で示す。増幅した PCR 産物を SDS page で電気泳動

し、Gel extraction kit（QIAGEN、28704）を用いて精製し、60℃で10分間3’-dA 付加反応を行い、

pTA ベクターと共に TA DNA Ligase でライゲーションを行い、プラスミドを作製した。得られた

プラスミドを2.4に記載した方法に準じてシークエンス反応を行った。 

表5 

 

 

3. ウェスタンブロッティング 

1.3に記載した方法に準じて行った。用いた抗体を表6に記す。 

表6 
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4. フローサイトメトリー 

1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

5. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 

1.3に記載した方法に準じて行った。用いたプライマーを表7に記す。 

表7 

 

 

6. マウス皮下ゼノグラフト移植および腫瘍の採材 

動物実験は公益財団法人がん研究会動物委員会の審査承認を受けた上で、所内のガイドライン

に基づいて実施した。COLO-320DM CD44陽性細胞（mock）、c-KITノックアウト細胞（#11、

#12）をHanks’ balanced salt solutionで500 cells/100 L、250 cells/100 Lに調製した。NOD-SCIDマ

ウス（5 weeks、メス：日本チャールスリバー）の皮下に細胞を100 µl/マウスで移植した。腫瘍

体積は、腫瘍の長辺（mm）×短辺（mm）×短辺（mm）×1/2とし、約3日おきに移植後69日か

ら80日まで測定した。 

 

【結果】 

上述のc-KIT阻害剤、c-KITノックダウンおよび過剰発現細胞を用いた検討から、大腸がん細胞に

おいて、c-KITががん幹細胞性の維持に関与していることが示唆された。この結果をさらに固め

るため、CRISPR-Cas9法を用い、COLO-320DM由来c-KITノックアウト細胞の樹立を行った。
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CRISPR-Cas9法でターゲットとした配列はexon 3内に存在し、クローン12において同エクソンの

下流に終了コドンが現れた（図23A）。ウェスタンブロッティングの結果、クローン#11および

#12において実際にc-KITタンパク質の発現が消失していることが確認された（図23B）。さらに

フローサイトメトリーを用いて検討したところ、いずれもc-KIT陽性細胞が完全に消失している

ことが確認された（図24A）。以上の結果から、2種類のクーロン#11, #12をc-KITノックアウト

細胞と判断し、これらの細胞を次の実験に用いた。まず、c-KITノックアウト細胞ではCD44陽性

率の顕著な低下が観察された（図24B）。さらに、c-KITノックアウト細胞では、CD44およびが

ん幹細胞性因子TNCのRNA発現レベルが低下していた。一方、分化マーカー遺伝子として

CEACAM1やMAOAなどのRNA発現レベルが上昇していることが確認された（図25A）。これら

のc-KITノックアウト細胞とmock細胞をNOD-SCIDマウスの皮下に移植したところ、250個を移植

したマウスにおいて造腫瘍性に差が認められた（図25B）。すなわち、c-KITノックアウト#11細

胞では、腫瘍の大きさの減尐が認められた。さらに、c-KITノックアウト#12細胞を移植したマウ

スにおいては、腫瘍が形成されてないつまり造腫瘍性がmockに比べ減尐していた。以上の結果

より、c-KITはCOLO-320DM細胞においてCD44陽性率およびがん幹細胞性の維持に寄与してい

る可能性が考えられた。 
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図23. CRISPR-Cas9法によるc-KIT遺伝子破壊（COLO320DM CD44陽性細胞） 

A: ゲノム編集によるCOLO320DM CD44陽性細胞におけるc-KIT遺伝子破壊をDNAシークエンス

解析で確認した。 

B: c-KIT遺伝子破壊細胞株クローンの細胞抽出液をウェスタンブロット解析し、c-KITタンパク

質の発現消失を確認した。 
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図24. c-KIT遺伝子破壊細胞株におけるCD44陽性率の低下 

A: c-KITノックアウトCOLO-320DM細胞におけるc-KIT発現をフローサイトメトリーで確認した。 

B: c-KITノックアウトによるCD44陽性率の変動をフローサイトメトリーで解析した。SSC: side 

scatter 
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図25. c-KIT遺伝子破壊による幹細胞関連因子および分化マーカーの発現変動 

A: COLO-320DM c-KITノックアウト細胞におけるc-KIT、CD44、TNC、CEACAM1およびMAO

AのRNA発現レベルをRT-qPCRで解析した。 

B: COLO-320DM c-KITノックアウト細胞をNOD-SCIDマウスに500 cells/マウス、250 cells/マウ

スで皮下移植し、移植後78日目の腫瘍体積を測定した（N=3）。 
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第2章 タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの減尐はAXIN2の蓄積

を介して生じる 

 

2.1 タンキラーゼ阻害剤による大腸がん幹細胞様CD44陽性細胞選択的な増殖抑制作

用はAXIN2蓄積を介する 

 

【目的】 

タンキラーゼ阻害剤処理による大腸がん幹細胞様CD44陽性細胞選択的増殖抑制のメカニズムを

明らかにするため、タンキラーゼ阻害剤の作用点であるAXIN2およびその下流因子である-カテ

ニンをノックダウンし、CD44陽性・陰性細胞の増殖およびタンキラーゼ阻害剤感受性変化を検

討する。 

 

【材料と方法 】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞とCOLO-320DMの培養は、1.1に記載した方法に準じて行っ

た。LS174T細胞の培養は、1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

3. siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.4に記載した方法に準じて行った。用いたsiRNAは以下の通りである：Silencer Select [AXIN2 

(#1: s229719, #2: s15818)、negative control (#1) ON-TARGETplus [CTNNB1 (-カテニン) and non-

targeting control] siRNAs（GE Healthcare Dharmacon）。 
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4. ウェスタンブロッティング 

CTNNB1 siRNAを細胞に導入して2日間、37℃、5% CO2のインキュベーターで培養後、回収した

細胞より1.3に記載した手法に準じてタンパク質抽出を行った。また、AXIN2 siRNAをCOLO-

320DM CD44陽性・陰性細胞に導入して2日間培養後、タンキラーゼ阻害剤IWR-1およびG007-LK

をそれぞれ最終濃度3 mol/Lおよび1 mol/Lとなるように添加した。5日間の培養後、細胞を回

収し、上記と同じ手順でタンパク質抽出を行った。ウェスタンブロットは1.3に記載した方法で

行った。用いた一次抗体を表8に示す。 

表8 

 

 

5. 薬剤感受性試験（MTTアッセイ） 

3で-カテニンsiRNAを導入した細胞を200 cells/80 L/wellとなるように96 well plateに播種し、

37℃、5% CO2のインキュベーターで5日間培養した。5日後、1.1と同手順でMTTアッセイを行い、

細胞増殖を測定した。3でAXIN2 siRNAを導入したCOLO-320DM CD44陽性・陰性細胞、COLO-

320DM細胞、DLD-1細胞、LS174T細胞を350 cells/80 L/wellとなるように96 well plateに播種し、

2日間培養した。2日後、タンキラーゼ阻害剤（IWR-1、G007-LK、XAV939、RK-287107）を最終

濃度が0.03、0.1、0.3、1、3、10 mol/Lとなるように調整し、20 L/wellで添加し、5日間培養し

た。5日後、1.1に記載した方法に準じて細胞増殖を測定を行った。一方、COLO-320DM CD44陽

性・陰性細胞を350 cells/80 L/wellになるように96 well plateに播種し、一晩培養した。翌日、

FH535を最終濃度が0.03、0.1、0.3、1、3、10 mol/Lとなるように調整し、20 L/well添加し、5

日間培養した。その後、1.1に記載した方法に準じてMTTアッセイを行った。 
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【結果】 

タンキラーゼはAXIN2をPAR化し、ユビキチン分解を誘導する。タンキラーゼ阻害剤はAXIN2の

蓄積およびその下流のactive -カテニンの減尐を引き起こす。そこで、タンキラーゼ阻害剤によ

るCD44陽性細胞の増殖抑制がAXIN2もしくは-カテニンに依存的であるかどうかを検討した。

まず、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にcontrol siRNAおよびAXIN2 siRNAを導入した。この

条件下でタンキラーゼ阻害剤G007-LKを処理しても、AXIN2の蓄積はもとの細胞の基底レベルま

で抑えられていることが確認された（図26A）。このときの各細胞のタンキラーゼ阻害剤感受性

をMTTアッセイで検討したところ、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞いずれにおいても同剤感

受性の低下が認められたが、特にCD44陽性細胞の感受性低下が顕著であった（図26B）。 

一方、-カテニンをノックダウンしたときの細胞増殖の抑制については、COLO-320DM CD44

陽性・陰性細胞間で差は認められなかった（図27A, B）。同様に、-カテニンの機能を阻害する

小分子化合物であるFH535に対する感受性も、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞で差は認めら

れなかった（図27C）。以上の結果より、タンキラーゼ阻害剤のがん幹細胞様CD44陽性細胞選

択的な増殖抑制効果は、タンキラーゼ阻害剤によるAXIN2の蓄積を介する一方、-カテニンの分

解とは異なるメカニズムを介するものと考えられた。 
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図26. タンキラーゼ阻害剤の大腸がんCD44陽性細胞選択的増殖抑制作用のAXIN2依

存性 

A: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にAXIN2 siRNAを導入し、48時間培養後に1 µmol/L G007-

LKで120時間処理した。タンパク質を抽出し、ウェスタンブロットを行った。 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にAXIN2 siRNAを導入し、48時間培養後にG007-LKで5日

間培養した。その後、細胞増殖をMTT assayで定量した。**P < 0.01, ***P < 0.001 
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図27. COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の増殖に対するβ-カテニンの寄与 

A: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞に-カテニン siRNA を導入して48時間培養後、ノックダ

ウンの効率をウェスタンブロッティングで検討した。#：Non-specific band 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞に-カテニン siRNA を導入し、2日培養後の細胞数を MTT 

assay で評価した。***P < 0.001 

C: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞を-カテニン阻害剤 FH535で5日間処理し、細胞増殖を

MTT assay で評価した。 
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2.2 タンキラーゼ阻害剤によるc-KIT発現低下のAXIN2依存性 

 

【目的】 

タンキラーゼ阻害剤によるAXIN2の蓄積をsiRNAで抑制することで、タンキラーゼ阻害剤の感受

性が低下した。とりわけ、COLO-320DM CD44陽性細胞の感受性低下が顕著であったことから、

AXIN2の蓄積がタンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性細胞選択的増殖抑制に関与している可能性

がある。そこで、AXIN2をノックダウンした条件下で、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの発現

低下がどのような影響を受けるかを調べる。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DMの培養は、1.1に記載した方法に準じて行った。DLD-1の培養は、1.2に記載した方

法に準じて行った。 

 

2. siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.4に記載した方法に準じて行った。用いたsiRNAは以下の通りである：Silencer Select [AXIN2 

(#1: s229719, #2: s15818), negative control (#1)]。 

 

3. ウェスタンブロッティング 

COLO-320DM、DLD-1 細胞にAXIN2 siRNAを導入して2日間の培養後、タンキラーゼ阻害剤

IWR-1およびG007-LKをそれぞれ最終濃度が3 mol/Lおよび1 mol/Lとなるように添加した。5日

間の培養後、細胞を回収し、1.3に記載した方法に準じてウェスタンブロットを行った。用いた

抗体を表9に示す。 

表9 
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4. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 

1.3に記載した方法で細胞からRNAを回収し、1.3に記載した方法に準じてRT-qPCRを行った。用

いたプライマーを表10に示す。 

表10 

 

 

5. 免疫蛍光染色（Immunofluorescence staining） 

カバースリップ（MATSUNAMI）を敷いた6-well plate（IWAKI）に細胞を播種し、24時間培養し

た後、培地で希釈した薬剤（最終濃度 3 μM IWR-1もしくは1 μM G007-LK）を200 L/well添加し、

120時間、37℃、5%のCO2のインキュベーターで培養した。その後、メディウムを除去し、PBS

で洗浄し、2% Paraformaldehyd（PFA）/PBSを10分間処理して細胞を固定した。これをPBSで2分

5回洗浄し、膜透過処理として0.5% NP-40/PBSに10分間浸漬した。その後、PBSで2分5回洗浄し、

0.02% アジ化ナトリウム/PBSを加えて4℃に保存した。このカバースリップを1% BSAPBSで15分

間ブロッキング処理し、1% BSA/PBSで希釈した一次抗体を4℃で一晩反応させた。翌日、1% 

BSA/PBSで2分5回洗浄し、1% BSAで希釈した二次抗体を室温で30分間反応させた。その後、カ

バースリップを1% BSA/PBSで2分5回洗浄し、VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI（フナ

コシ）を添加してスライドガラス（MATSUNAMI）に封入した。観察はデジタルCCDカメラ

（DP70、オリンパス）付き蛍光顕微鏡（IX-71、オリンパス）を用いて行った。用いた一次抗体

は抗c-KIT（1：1,000、3074S、Cell Signaling Technology）、二次抗体はAlexa 488 Anti-rabbit IgG
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［1:500（4 μg/ml）、Thermo Fisher Scientific］である。 

 

【結果】 

COLO-320DMおよびDLD-1細胞においてAXIN2をノックダウンし、タンキラーゼ阻害剤（IWR-1

およびG007-LK）を処理したときのc-KITの発現変化をウェスタンブロットで検討した。その結

果、いずれの阻害剤の場合においても、c-KITの発現低下が抑制されることが明らかとなった

（図28A）。このときのRNAを抽出してc-KIT RNAレベルを定量したところ、タンパク質レベル

と同様に、同RNA量はタンキラーゼ阻害剤によって減尐すること、AXIN2のノックダウンによ

ってこの減尐が観察されなくなることがわかった（図28B）。さらに、免疫蛍光染色においても、

G007-LKによるc-KITの発現低下とAXIN2ノックダウンによる同効果の消失が観察された（図

29A、B）。これらの結果から、タンキラーゼ阻害剤処理によるCOLO-320DM CD44陽性細胞選

択的増殖抑制にはAXIN2を介したc-KITの発現抑制に起因する可能性が考えられた。 
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図28. タンキラーゼ阻害剤によるAXIN2依存的なc-KIT発現の抑制 

A: COLO-320DM および DLD-1細胞に AXIN2 siRNA を導入して48時間培養した後、タンキラー

ゼ阻害剤を5日間処理し、ウェスタンブロッティングで AXIN2および c-KIT の発現レベルを調べ

た。 

B: A と同様に処理した細胞から RNA を抽出し、RT-qPCR で c-KIT RNA レベルを定量した。*P 

< 0.05、**P < 0.01 
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図29. タンキラーゼ阻害剤によるAXIN2依存的なc-KIT発現の抑制（免疫蛍光染色法

による解析） 

A, B: COLO-320DMおよびDLD-1細胞にAXIN2 siRNAを導入して48時間培養した後、タンキラ

ーゼ阻害剤を5日間処理し、免疫蛍光染色でc-KITの発現変化を観察した。 
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第3章 タンキラーゼ阻害剤はAXIN2依存的にc-KIT遺伝子プロ

モーターの転写活性を抑制する 

 

3.1 タンキラーゼ阻害剤によるAXIN2を介したc-KIT発現制御の分子機序（プロモー

ター抑制） 

 

【目的】 

ここまでに得られた結果から、タンキラーゼ阻害剤によるがん幹細胞様CD44陽性細胞選択的増

殖抑制には、AXIN2を介したc-KITの発現抑制が関与すると考えられる。しかし、AXIN2による

c-KIT発現抑制の分子機序は不明である。そこで、c-KIT抑制に関わる4つの可能性（1．c-KITタ

ンパク質の安定性、2. c-KITタンパク質がユビキチン化、3. RNA安定性の低下、4. mRNA発現を

抑制）について検討する。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行っ

た。 DLD-1細胞の培養は、1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

3. ウェスタンブロッティング 

COLO-320DM細胞にタンキラーゼ阻害剤G007-LKを最終濃度1 mol/Lになるように添加し、5日

間37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。細胞回収3時間前にcycloheximide（CHX）を

100 g/mLで0.5時間、1時間、2時間もしくは3時間処理した。これらの細胞を回収し、1.3に記載
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した方法でウェスタンブロット解析を行った。もう一つの実験では、COLO-320DM細胞をG007-

LK（1 mol/L）存在下で5日間培養し、さらに10 mol/L MG132で6時間処理した後、細胞を回収

してウェスタンブロットを行った。用いた抗体を表11に示す。 

表11 

 

 

4. 免疫沈降 

COLO-320DM細胞を1,000 rpm、4℃で3分間遠心し、回収したペレットにWhole Cell Lysis Buffer

［WCE: 150 mM NaCl、500 mM Tris-HCl（pH 8）、1% NP-40に2% protease inhibitor cocktail（ナカ

ライテスク、25955-11）、1% PhosSTOP（Roche、04906837001）、150 mMジチオスレイトール

を添加］を加えてペレットを懸濁し、10分ごとにボルテックス混和しながら氷上に30分間静置

した。その後、15,000 rpm、4℃で30分間遠心し、上清をWhole Cell Lysateとした。Bio-Rad 

protein assay Dye reagent（Bio-Rad）でタンパク質定量し、1 g/Lになるように1.5-mLチューブ

に分取し、抗体を2 g/チューブ添加して一晩4℃で反応させた。翌日、このライセ―トに

Dynabeads（invitrogen、10004D）を30 L入れ、4℃で1時間反応させた後、マグネットスタンド

にセットし、800 LのLysis bufferで3回洗浄した。その後、免疫沈降物についてウェスタンブロ

ッティングで解析した。用いた抗体は、表12に記載した通りである。 

表12 

 

 

5. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 
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COLO-320DM、DLD-1細胞にG007-LK（1 mol/L）を添加し、37℃、5% CO2のインキュベータ

ーで5日間培養した。その後、actinomycin Dを10 g/mLで3時間、6時間、9時間処理した細胞を回

収してRNAを抽出し、RT-qPCRを行った。RT-qPCRは1.3に記載した方法に準じて行った。用い

たプライマーを表13に示す。 

表13 

 

 

6. プラスミドの構築 

6.1 c-KITプロモーターレポーターベクターの作製 

ヒトc-KIT遺伝子のプロモーター領域（-433~+1）は、COLO-320DM細胞のゲノムDNAを鋳型と

して、KOD Plusポリメラーゼ［Toyobo（Osaka、Japan）］を用いたPCR［94℃ 2 min、（94℃ 30 

sec、55℃ 10 sec、72℃ 3min）×35サイクル］により増幅した。用いたプライマーを表14に示す。

このPCR産物を制限酵素Kpn IおよびHind IIIで切断し、ホタルルシフェラーゼレポーターベクタ

ーであるpGL3-basicベクターにクローニングし、c-KITプロモーターレポーターベクターを構築

した。クローニングされたc-KITプロモーター配列は、前述の手法にてシークエンシングにより

確認した。コントロールとして使用したphRL-CMV Renilla reniformisルシフェラーゼレポーター

ベクターはpromegaから入手した。 

表14 

 

 

6.2 レポーターアッセイ 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞を3.5×10
5
 cells/wellの割合で24 well plateに播
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種し、一晩培養した。翌日に上述のc-KITプロモーターレポーターベクターとpGL3-Basicベクタ

ーをそれぞれ1 mg/well、phRL-CMV Renilla reniformisルシフェラーゼレポーターベクターを0.1 

g/well、Lipofectamine 2000 2 LとOPTI-MEM 25 Lを1.5-mLチューブ内で混和し、15分間室温で

静置した。その後、前日播種した細胞に各ベクター溶液を添加し、120時間培養した後、培地を

除去して新しい培地80 L、基質としてルシフェリンとセレンテラジンが入った試薬を乞う別に

添加し、TECAN GENiosで発光を測定した。 

 

7. siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.4に記載した方法に準じて行った。用いたsiRNAは以下の通りである：Silencer Select [AXIN2 

(#1: s229719, #2: s15818)、negative control (#1)]。 

 

【結果】 

タンキラーゼ阻害剤によってc-KITの発現レベルが減尐するメカニズムとして4つの可能性を検討

した。（１）タンキラーゼ阻害剤処理でc-KITタンパク質の安定性が低下する可能性を検討した。

すなわち、COLO-320DM細胞にcyclohexamideを100 ng/mLの濃度で処理し、ウェスタンブロット

を行った。その結果、c-KITタンパク質の半減期は約3時間であることが分かった。ここでタンキ

ラーゼ阻害剤G007-LKを処理したところ、c-KITタンパク質の半減期が短縮することはなく、む

しろ安定になる傾向が観察された（図30A）。この結果から、タンキラーゼ阻害剤処理によるc-

KITの発現レベルの低下は、タンパク質の安定性の低下によるものではないと考えられた。（２）

タンキラーゼ阻害剤によりc-KITタンパク質がユビキチン化され、積極的に分解される可能性を

検討した。その結果、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの低下はプロテアソーム阻害剤である

MG132の影響を受けないことが見出された（図30B）。さらに、ユビキチン化特異的に検出する

抗体FK2を用いたウェスタンブロッティングでも、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITタンパク質

のユビキチン化は確認できなかった（図30C）。これらの結果から、タンキラーゼ阻害剤による

c-KITの減尐にユビキチン分解が関与している可能性は低いと考えられた。（３）RNA安定性の
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低下によるc-KIT発現減尐の可能性を検証するため、actinomycin D添加時のc-KIT RNAの安定性

を調べた。タンキラーゼ阻害剤で前処理したCOLO-320DM細胞もしくはDLD-1細胞に10 g/mL

のactinomycin Dを最長で9時間処理した。この細胞からRNAを抽出し、RT-qPCR法でRNAの発現

レベルを検討したところ、タンキラーゼ阻害剤処理の有無でc-KIT RNAレベルの安定性に差は認

められなかった（図31A）。（４）タンキラーゼ阻害剤処理でc-KITのRNAレベルが減尐したこ

とから（図14B、16A-C）、タンキラーゼ阻害剤が同遺伝子のmRNA発現を抑制すると考えた。

c-KITプロモーターとしては開始コドンより約500 bp離れた領域が実験に用いられており(58)、こ

の先行実施例を参考に、c-KITプロモーター領域を開始コドン寄り-433 baseから+1 baseまでの領

域としてレポーターベクターを作製した。同ベクターをCOLO-320DMおよびDLD-1細胞に導入

し、タンキラーゼ阻害剤を処理した際のc-KITプロモーター活性の変化をレポーターアッセイに

て検討した。その結果、タンキラーゼ阻害剤を処理することでc-KITプロモーター活性が濃度依

存的に減尐することが明らかとなった（図31B）。さらに、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞

を用いて検討したところ、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITプロモーター活性の減尐はCD44陰性

細胞よりCD44陽性細胞で顕著に観察された（図32）。これらの細胞においてさらにAXIN2をノ

ックダウンすると、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITプロモーター活性の低下が回復した（図

33）。以上の結果から、タンキラーゼ阻害剤によるc-KIT発現レベルの減尐は、同遺伝子プロモ

ーターのAXIN2依存的な活性減尐に起因する可能性が示唆された。 
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図30. タンキラーゼ阻害剤はc-KITタンパク質の安定性には影響を与えない 

A: c-KITタンパク質の安定性（ターンオーバー）に対するG007-LKの効果。左：1 μmol/L G007-

LKの処理・未処理下でCOLO-320DM細胞を100 µg/mLのcycloheximide（CHX）で処理したのち、

ライセートを調製してウェスタンブロット解析を行った。右：c-KITタンパク質のシグナル強度

をデンシトメトリーで定量し、GAPDHタンパク質のシグナル強度で補正した。0時間の値を1と

定義した。黒：DMSO、 赤：G007-LK（1 µmol/L）。 

B: G007-LKによるc-KIT発現レベルの低下に対するMG132の効果。COLO-320DM細胞を1 µmol/

L G007-LKで120時間処理し、回収6時間前に10 µmol/LのMG132を培地に加えた。ライセートを

調製してウェスタンブロットで解析した。 
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C: c-KITユビキチン化の検出。COLO-320DM細胞を10 µmol/L MG132で6時間処理し、ライセー

トを調製してc-KIT抗体またはコントロール免疫グロブリン（IgG）で免疫沈降した。沈降物に

ついて、c-KIT抗体および抗マルチユビキチン（FK2）抗体を用いてウェスタンブロッティング

を行った。 
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図31. タンキラーゼ阻害剤はc-KIT mRNAの安定性に影響を与えない 

A: COLO-320DMおよびDLD-1細胞にDMSOもしくは1 μmol/L G007-LKを処理し、actinomycin D

（10 µg/mL）で3、6、9時間処理した後にRNAを回収し、RT-qPCRでc-KIT RNAのレベルを定量

した。データはACTB RNAの発現レベルで補正し、0時間での値を100％と定義した。 

B: COLO-320DMにc-KITプロモーターレポーターベクターを導入し、タンキラーゼ阻害剤を処

理した。120時間後、レポーター活性を測定した。 
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図32. タンキラーゼ阻害剤によるc-KITプロモーター活性の抑制 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にc-KITプロモーターレポーターベクターを導入し、タンキ

ラーゼ阻害剤を120時間処理した。c-KITプロモーター活性は、ルシフェラーゼアッセイで評価し

た。**P < 0.01 
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図33. タンキラーゼ阻害剤はAXIN2依存的にc-KITプロモーター活性を抑制する 

A-B: COLO-320DMおよびDLD-1細胞にAXIN2 siRNAを導入し、2日間の培養後、c-KITプロモー

ターレポーターベクターを導入した。細胞をIWR-1またはG007-LKで120時間処理し、ルシフェ

ラーゼアッセイでc-KITプロモーター活性を評価した。 *P < 0.05、**P < 0.01 
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3.2 大腸がん細胞におけるc-KITプロモーター活性に寄与する転写因子の検索 

 

【目的】 

タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの発現抑制がAXIN2を介したc-KITプロモーター活性の抑制によ

り生じることが明らかになったので、同プロモーターを介した遺伝子発現に関与している転写

因子を探索する。 

 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM CD44陽性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

2. siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.4に記載した方法に準じて行った。用いたsiRNA情報は以下である。 

Silencer Select [SP1 (s13319)、 HOXB6 (s6803)、CNOT6 (s33100)、PHB (s10426)、PHB2 (s22343)、

UPF2 (s24947)、UPF3B (s535067)  and  negative control (#1) 

 

3. ウェスタンブロッティング 

剥がれたCOLO-320DM CD44陽性細胞を回収し、ウェスタンブロッティングを行った。ウェスタ

ンブロッティングは1.3に記載した方法に準じて行った。用いた抗体は以下である。 

表15 
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4. TFbindデータベース解析 

3.1で作製したc-KITプロモーター領域配列を、http://tfbind.hgc.jpに導入し、解析を行った。 

 

【結果】 

タンキラーゼ阻害剤によるc-KITプロモーター活性制御に関与する転写因子を見出すため、まず、

タンキラーゼに直接結合するモチーフを持つ転写因子群に着目した。Liら(59)によれば、タンキ

ラーゼ阻害剤XAV939により発現変動する転写因子としてUPF2、UPF3B、HOXB6、PHB、PHB2、

CNOT6などが挙げられている。これらの転写因子に加えて、c-KIT遺伝子発現を制御することが

報告されている転写因子であるSP1(60)も合わせて検討した。具体的には、COLO-320DM CD44

陽性細胞においてこれらの転写因子をsiRNAでノックダウンし、c-KITタンパク質の変動をウェ

スタンブロッティングで検討した。その結果、SP1、PHB2、UPF3Bのいずれかをノックダウン

することで、c-KITタンパク質が減尐することが明らかとなった（図34A）。これらの結果から、

SP1、PHB2とUPF3Bの転写因子はc-KITプロモーター領域に結合し、c-KITの転写を制御する候補

因子として考えた。 

上記の検討に加え、c-KITプロモーター領域の塩基配列（-433~+1）を、転写因子結合モチーフ

検索サイトTFBind（http://tfbind.hgc.jp, 最終アクセス日：2018年11月10日）に入力して検索した

結果、c-KITプロモーター領域（-433~+1）で結合する候補因子（複数重なる因子含む）として

537個の因子が得られた。得られたデータの中、上記3種類の転写因子のうちSP1のみがヒットし

た（図34B）。TFBindの結果でSP1は61ヶ所（全体537ヶ所）で結合するモチーブが存在すること

が分かった。それ以外の候補転写因子としてAP2（38ヶ所）、P53（4ヶ所）、CP2（14ヶ所）、

E2F（14ヶ所）、AP4（36ヶ所）、GATA1（13ヶ所）、AML1（3ヶ所）などがデータベースより

得られた。これらの結果から、タンキラーゼ阻害剤によって制御される候補転写因子としてSP1

を選別した。SP1は、４種類のZnフィンガーDNA結合転写因子ファミリーのプロトタイプメンバーである

(61,62)。SP1は普遍的に発現し、様々なハウスキーピング遺伝子および遺伝子発現に必要なトランス活

http://tfbind.hgc.jp/
http://tfbind.hgc.jp/
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性因子として機能する。SPファミリーの中では、SP5がWnt/-カテニン経路の下流に存在し、大腸

がんで高発現していることが報告されている(63)。しかしながら、COLO-320DM CD44陽性・陰

性細胞ではSP5はほとんど発現していないことがマイクロアレイ解析のデータより確認された

（未発表データ）。他方、c-KITプロモーター領域に結合する転写因子としては、SP1以外にも

GATA2(64)などが報告されている。そこで次項では、SP1とGATA2のc-KITプロモーターへの結合

とタンキラーゼ阻害剤の影響を検討することにした。 
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図34.  大腸がん細胞においてc-KIT遺伝子発現に関わる転写因子の検索 

A: COLO-320DM CD44陽性細胞にSP1、HOXB6、CNOT6、PHB、PHB2、UPF2およびUPF3Bの

siRNAを導入し、2日間の培養後に調製したライセ―トをウェスタンブロットで解析した。 

B: ヒトc-KITプロモーター配列をTfbindにて解析し、c-KITプロモーター領域に結合する可能性

のある転写因子のリストを記載した。 
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3.3 c-KITプロモーター制御における転写因子SP1の寄与 

 

【目的】 

COLO-320DM細胞およびDLD-1細胞において、転写因子SP1およびGATA2のc-KITプロモーター

領域への結合とそれに対するタンキラーゼ阻害剤の影響を明らかにする。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DMの培養は、1.1に記載した方法に準じて行った。DLD-1細胞の培養は、1.2に記載し

た方法に準じて行った。 

 

2. クロマチン免疫沈降 

タンキラーゼ阻害剤（IWR-1、G007-LK）を5日間処理した細胞を1%ホルムアルデヒドで10分間

架橋し、0.125 Mグリシンで室温で5分間処理した。この細胞を4 mLのPBSで2回洗浄し、スクレ

ーパーで1.5-mLチューブに回収した。回収したサンプルを3,000 rpm、4℃で5分間遠心し、上清

を除去した。細胞ペレットにSDS lysis buffer［1% SDS、50 mM Tri-HCl（pH 8.0）、10 mM EDTA

および2 tablet/100 mLのcOmplete EDTAフリーProtease Inhibitor Cocktail（Roche）］で溶解し、超

音波（BIORUPTOR、COSMO BIO）（30 sec、ON/OFF）処理して約500ヌクレオチドのクロマチ

ン断片を得た。各サンプルの10%量をインプットとして冷凍庫（-80℃）に保存した。残りのサ

ンプルを15-mLチューブに移し、9倍容量のdilution buffer（1% Triton-X100、20 mM Tri-HCl、2 

mM EDTA、150 mM NaClおよび2 tablet/100 mLのcOmplete EDTAフリーProtease Inhibitor Cocktail）

で希釈し、5 μgのウサギ抗SP1（Cat.#CS200631、MILIPORE）、5 gのウサギ抗GATA2（ab22849、

Abcam）またはウサギNormal-IgG（catalog. PP64B、MILIPORE）を添加し、低温室（4℃）で一

晩反応させた。翌日、30 LのDynabeadsを加え、4℃で1時間反応させた。その後、3000 rpm、

4℃で5分間遠心し、上清を除去した。このサンプルを洗浄バッファー［1% NP-40、0.7% デオキ
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シコール酸ナトリウム塩一水和物、50 mM HEPES-KOH（pH 7.0）、0.5 M LiCl、1 mM EDTA］

で5回（1回当たり1 mL）洗浄し、その後TEバッファー（10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA）で1回洗

浄した。最終洗浄後、サンプルを200 µLのSDS Lysis bufferに再懸濁し、65℃で2分ごとに1回ボル

テックス混和しながら15分間インキュベートした。その後、前日、取っておいたインプットに

も3倍量のSDS lysis bufferを添加し、上記のサンプルと同時に65℃で一晩インキュベートし、脱

クロスリンクした。このサンプルに5倍量のPB buffer（QIAquick PCR Purification Kit、28104）を

加え、columnの上に載せ13,000 rpm、4℃で1分間遠心し、PE bufferを加えて洗浄し、13,000 rpm、

4℃で1分間遠心し、PE bufferを除いた。その後、50 L EB bufferをcolumnの上に載せ、1分間室温

に置いた。その後13,000 rpm、4℃で1分間遠心し、得られたサンプルはリアルタイムPCRで分析

した。PCRは、94℃ 10 minの後、（94℃ 20 sec、60℃ 1 min）×50サイクル反応させた。用いた

プライマー配列を表16に示す。 

表16 

 

 

【結果】 

c-KITプロモーターに結合する転写因子SP1およびGATA2についてクロマチン免疫沈降を行い、

タンキラーゼ阻害剤によってこれらの結合が変動するかを検討した。その結果、COLO-320DM

およびDLD-1細胞においてタンキラーゼ阻害剤処理で変動する転写因子はSP1のみであった（図

35A）。GATA2は、COLO-320DM細胞でタンキラーゼ阻害剤IWR-1を処理することでc-KITプロ

モーター領域に結合する結合率が減尐していたが、G007-LK処理群やDLD-1細胞ではその傾向が

認められなかった（図35B）。これらの結果から、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの発現減尐

は同遺伝子プロモーターからのSP1の遊離によってもたらされている可能性が考えられた。 
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図35. タンキラーゼ阻害剤はSP1のc-KITプロモーターへの結合を抑制する。 

A: COLO-320DMおよびDLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤を5日間処理し、抗SP1抗体を用いたク

ロマチン免疫沈降を行い、SP1のc-KITプロモーター領域への結合をqPCRで解析した。**P < 0.01 

B: COLO-320DMおよびDLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤を5日間処理し、抗GATA2抗体を用いて

クロマチン免疫沈降を行い、GATA2のc-KITプロモーター領域への結合をqPCRで解析した。 
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3.4 タンキラーゼ阻害剤によるSP1のc-KITプロモーターへの結合の抑制はAXIN2の

蓄積に依存する 

 

【目的】 

SP1のc-KITプロモーター領域への結合に対するタンキラーゼ阻害剤の抑制的効果の特異性を検

証するため、タンキラーゼ阻害剤以外の阻害剤の効果を検討する。また、タンキラーゼ阻害剤

処理によるSP1のタンパク質の変動およびAXIN2依存性を検討する。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行っ

た。 DLD-1細胞の培養は、1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

3. クロマチン免疫沈降 

タンキラーゼ阻害剤（IWR-1、G007-LK）とイマチニブ、ISCK03、PARP-1/2阻害剤（olaparib、

veliparib）を5日間処理した細胞を用い、前述（3.3）の方法に準じてクロマチン免疫沈降を行っ

た。また、細胞にAXIN2 siRNAを導入し、2日間の培養後、G007-LKを最終濃度1 mol/Lになる

ように添加し、さらに5日間培養した。その後細胞を回収し、クロマチン免疫沈降を行った。 

 

4. ウェスタンブロッティング 

COLO-320DM、DLD-1、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1を最終

濃度3、10 mol/L、あるいはG007-LKを最終濃度1、3 mol/Lになるように添加し、5日間培養し
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た。その後細胞を回収し、前述（1.3）の方法に準じてウェスタンブロッティングを行った。 

 

5. siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.4に記載した方法に準じて行った。用いたsiRNAリストは以下である。 

Silencer Select [AXIN2 (#1: s229719, #2: s15818)、and negative control (#1) 

 

6. c-KIT プロモーターへの遺伝子変異の導入 

10 ng c-KITプロモーターレポーターベクター、5 L 10×reaction buffer、1 L 10 M forwardおよ

びreverseプライマー、1 L dNTP mix、3 L QuikSolution bufferを混合し、PCR反応を行った。

PCR反応は［95℃ 1 min、（95℃ 50 sec、60℃ 50 sec、68℃ 6 min）×18サイクル、68℃ 7 min］

で行った。PCR産物に1 L Dpn Iを加え、37℃のインキュベーターで1時間静置した。その間、45 

L XL10-Gold ultracompetent cellsと2 L -mercaptoethanolを添加して氷上で10分間静置した。そ

の後、Dpn Iと反応が終了したサンプルを2 L添加し、42℃で30秒間ヒートショックを加え、速

やかに氷上に2分間置いた。その後、300 LのSOCと混合し、Ampicillin含有LB寒天培地に全量

播き、37℃で一晩培養した。200 Lのチップで掻き取ったコロニーを3 mlの液体LB培地に接種

し、ウォータバスシェーカーで37℃、一晩振とう培養した。その後、QIAprep Spin Miniprep Kit

を用いてプラスミドDNAを精製した。用いたベクター配列を表17に示す。 

表17 

 

 

7. レポーターアッセイ 

3.1に記載した方法に準じて行った。 

 

【結果】 
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SP1は普遍性の高い転写因子であり、様々な経路で関与している可能性があるため、タンキラー

ゼ阻害剤以外の阻害剤のSP1に対する影響を検討した。具体的には、c-KIT阻害剤であるイマチ

ニブおよびISCK03、また、PARP阻害剤であるolaparib(65)およびveliparib(66)をCOLO-320DM細

胞に処理し、SP1のc-KITプロモーター領域への結合の減弱がタンキラーゼ阻害剤に選択的なも

のであるかどうかを検討した。その結果、これらのうちいずれの化合物を処理してもSP1の結合

減弱は認められたが、タンキラーゼ阻害剤による結合減弱が最も顕著であった（図36AとB）。

この結果から、c-KITの発現減尐におけるSP1の寄与は、c-KIT自身あるいはPARP-1/2よりもタン

キラーゼにより強く支配されていると判断された。 

c-KITプロモーター領域にはSP1の結合部位が多数存在する(67)。Parkらは、その中でもSP1結

合のコアサイトが存在することを報告した(67)。そこで、上述のc-KITプロモーターレポーター

ベクターからSP1結合のコアサイト（-153から-141の領域）を欠損させたベクターを構築し、c-

KITプロモーター活性を検討した。その結果、同サイトが欠損することでc-KITプロモーター活

性が減尐することが確認された（図37A）。さらにこのとき、タンキラーゼ阻害剤を処理しても

c-KITプロモーター活性が低下しなくなった（図37B）。これらの結果から、タンキラーゼ阻害

剤によるc-KITプロモーター活性の減尐は、SP1の結合低下に起因すると考えられた。 

COLO-320DM、DLD-1、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞において、タンキラーゼ阻害剤は

SP1のタンパク質レベルには影響を与えなかった（図38AとB）。一方、AXIN2をノックダウン

するとタンキラーゼ阻害剤によるSP1のc-KITプロモーター領域への結合減弱が部分的ではある

が回復した（図39）。これらの結果から、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの発現減尐は、

AXIN2を介したSP1のc-KITプロモーター領域への結合減弱によるものであることが分かった。 
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図36. タンキラーゼ阻害剤はc-KITプロモーターへのSP1の結合を抑制する。 

A: COLO-320DM細胞にタンキラーゼ阻害剤（IWR-1、G007-LK）、c-KIT阻害剤（イマチニブ、

ISCK03）とPARP阻害剤（Olaparib、Veliparib)を120時間処理し、抗SP1抗体を用いたクロマチン

免疫沈降でc-KITプロモーター領域に結合するSP1の結合率をqPCRで定量した。 

B: DLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤（IWR-1、G007-LK）、c-KIT阻害剤（イマチニブ、ISCK03）

とPARP阻害剤（Olaparib、Veliparib)を120時間処理し、抗SP1抗体を用いたクロマチン免疫沈降

でc-KITプロモーター領域に結合するSP1の結合率をqPCRで定量した。*P < 0.05、**P < 0.01 
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図37. SP1結合サイトの欠損がc-KITプロモーター活性に与える影響 

A: SP1 Binding siteが欠損したc-KITプロモーターの模式図 

B: c-KITプロモーターベクターとSP1結合サイトの欠損したc-KITプロモーターベクターをCOLO-

320DM細胞に導入し、それぞれのプロモーター活性をルシフェラーゼアッセイで評価した。 

***P < 0.001 

C: タンキラーゼ阻害剤IWR-1（3 mol/L）とG007-LK（1 mol/L）を5日間処理したCOLO-

320DM細胞にSP1結合サイトを欠損させたc-KITプロモーターベクターを導入した。レポーター

アッセイでc-KITプロモーター活性を測定した。 
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図38. タンキラーゼ阻害剤はSP1のタンパク質発現には影響を与えない 

A: COLO-320DM細胞およびDLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1もしくはG007-LKを図上の

濃度で5日間処理し、細胞を回収した。細胞抽出液を調製し、SP1のタンパク質発現をウェスタ

ンブロットにより評価した。 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤を図上の濃度で5日間処理し、ウ

ェスタンブロットでSP1のタンパク質量変化を評価した。 
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図39. AXIN2のノックダウンによる、タンキラーゼ阻害剤処理後のSP1のc-KITプロ

モーター結合性の回復 

COLO-320DM 細胞および DLD-1細胞に AXIN2 siRNA を導入し、2日後にタンキラーゼ阻害剤

（G007-LK）を添加した。5日間の培養後、抗 SP1抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行い、SP1

の c-KIT プロモーター領域への結合を qPCR で測定した。*P < 0.05, **P < 0.01 
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第4章 NucleolinはSP1のc-KITプロモーター領域への結合を制

御する 

 

4.1 タンキラーゼ阻害によるc-KIT発現抑制におけるAXIN2-SP1間に介在するシグナ

ル因子の検討 

 

【目的】 

SP1のc-KITプロモーター領域への結合減弱がAXIN2を介することは分かったが、AXIN2がどの

ようなメカニズムでSP1を制御しているかについては明らかでない。そこで、Ingenuity Pathway 

Analysis（IPA）を用いてAXIN2とSP1の間に存在する候補因子を抽出し、その機能的妥当性を検

証する。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行っ

た。 DLD-1細胞の培養は、 1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

3. IPA解析 

IPAを開いて「my pathway」タブを選択した。Tool欄で「path explorer」を選択し、interactionタブ

の「DirectやIndirect」にチェックを入れたうえで、Set A欄にAXIN2を、Set B欄にはSP1をそれぞ

れ入力して「add」を押下した。「apply」を実行し、現れた因子群の選別を行った。 
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4. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性とDLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1（3、

10 mol/L）およびG007-LK（1、3 mol/L）を5日間処理してRNAを回収し、RT-qPCRを行った。

RT-qPCRは1.3に記載した方法に準じて行った。用いたプライマーは以下である。 

表18 

 

 

【結果】 

AXIN2とSP1の間に存在することが論文で報告されている因子を IPAにより同定し、それらの因

子の発現に対するタンキラーゼ阻害剤の影響をRT-qPCRで検討した。まず、IPAによりAXIN2と

SP1の間に存在する可能性がある候補因子群を抽出した（図40）。そこで、これらの因子群が関

与している可能性のある経路について検討した。 

（１）AXIN2-GSK3-ESR1-SP1-c-KIT経路（図40A）：COLO-320DM細胞およびDLD-1細胞にタ

ンキラーゼ阻害剤を処理した際のGSK3とESR1のRNAレベルの変動を解析した。その結果、い

ずれの細胞においてもGSK3の遺伝子発現は確認されたが、タンキラーゼ阻害剤による顕著な

変動は認められなかった（図41A）。一方、ESR1の遺伝子発現はCOLO-320DM細胞にタンキラ

ーゼ阻害剤を処理した際に減尐する傾向が観察されたが、DLD-1細胞では発現が検出感度以下で

あり、タンキラーゼ阻害剤の影響を評価できなかった（図41B）。 

（２）AXIN2-NCL-SP1-c-KIT：タンキラーゼ阻害剤処理によるNCL（別名：nucleolin）の変動を

RNAレベルで検討した（図40B）。その結果、COLO-320DM細胞やDLD-1細胞においてタンキラ

ーゼ阻害剤処理によってNCLが減尐する傾向が認められた（図42A）。さらに、COLO-320DM 



94 

 

CD44陽性・陰性細胞におけるタンキラーゼ阻害剤によるNCLの発現変動は、CD44陽性細胞でよ

り顕著に認められた（図42B）。NCLは核内でSP1と相互作用しており、この複合体が解離する

ことで標的遺伝子p21の発現が上昇するという報告がある(68)。また、NCLはAXIN2と結合する

可能性が示唆されている(69)。これらのことから、AXIN2とSP1の間の介在候補因子としてNCL

についてさらなる実験を行うことにした。 
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図40. IPAによるAXIN2とSP1の間に介在する候補因子の抽出 

A: AXIN2とSP1を入力し、path explorerの項目でAXIN2からSP1への制御を選択し、得られたデ

ータのうち、AXIN2-GSK3-ESR1-SP1-c-KITのパスウェイ図を示した。 

B: Aと同じ方法で得られたAXIN2-NCL-SP1-c-KIT経路の模式図を示した。 

C: ネットワーク表示アイコンの説明 
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図41. GSK3およびESR1遺伝子発現レベルに対するタンキラーゼ阻害剤の影響  

A: COLO-320DMやDLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1およびG007-LKを5日間処理し、抽出

したRNAを用いてRT-qPCRにてGSK3の発現を定量した。 

B: Aと同様の手順でESR1の発現を定量した。 
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図42. NCL遺伝子発現レベルに対するタンキラーゼ阻害剤の影響  

A: COLO-320DM細胞およびDLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1もしくはG007-LKを5日間処

理し、抽出したRNAについてRT-qPCRを行い、NCLの発現を定量した。 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞について、Aと同様の解析を行った。 
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4.2 タンキラーゼ阻害剤によるAXIN2を介したNCLの発現抑制とNCLによるSP1制

御 

 

【目的】 

タンキラーゼ阻害剤によるNCLの発現抑制に対するAXIN2の寄与、およびNCL-SP1複合体形成に

対するタンキラーゼ阻害剤の効果を検討する。 

 

【材料と方法】 

1. 細胞培養 

COLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞の培養は、1.1に記載した方法に準じて行っ

た。DLD-1細胞の培養は、1.2に記載した方法に準じて行った。 

 

2. フローサイトメトリーによるCD44陽性・陰性細胞の分離 

1.1に記載した方法に準じて行った。 

 

3. .siRNAによる遺伝子のノックダウン 

1.4に記載した方法に準じて行った。用いたsiRNAリストは以下である。 

Silencer Select [AXIN2 (#1: s229719, #2: s15818)、 and  negative control (#1) 

 

4. 逆転写-定量PCR（RT-qPCR） 

AXIN2 siRNAを導入したCOLO-320DM、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞とDLD-1細胞を2日

間37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。2日後、タンキラーゼ阻害剤G007-LKを最終濃

度1 mol/Lになるように添加し、さらに5日間37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。5

日後、細胞よりRNAを回収し、RT-qPCRを行った。RT-qPCRは1.3に記載した方法に準じて行っ

た。用いたプライマーは以下である。 
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表19 

 

 

5. ウェスタンブロッティング 

COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤IWR-1 （最終濃度3、10 mol/L）と

G007-LK（最終濃度1、3 mol/L）を5日間処理し、細胞を回収した。回収した細胞を用いてウェ

スタンブロッティングを行った。DLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤G007-LK（最終濃度1 mol/L）

を5日間処理し、核と細胞質分画を分離し、ウェスタンブロッティングを行った。ウェスタンブ

ロッティングは1.3に記載した方法に準じて行った。用いた抗体は以下である。 

表20 

 

 

6. 核抽出キット 

DLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤G007-LK（最終濃度1 mol/L）を5日間処理し、回収した細胞

に0.1 mM DTTと1% Protease inhibitor cocktail (PIC)入れた10 x hypotonic Lysis Buffer 100 Lで再懸

濁した。その後、15分間上氷上に静置し、10% IGEPALCA-630 solutionを6 L添加した。ボルテ
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ックスを10秒間かけたあと10,000×gで30秒間遠心した。この遠心上清を細胞質分画とした。一

方、残ったペレットに0.1 M DTTと1% PICを添加したExtraction bufferを100 L入れ、再懸濁した。

その後、ボルテックスを30分かけたあと20,000×gで5分間遠心した。得られた上清を核分画とし

た。 

 

7. 免疫沈降 

3.1に記載した方法に準じて行った。用いた抗体は以下である。 

表21 

 

 

【結果】 

AXIN2のノックダウンがタンキラーゼ阻害剤によるNCLの発現抑制にどのような影響を及ぼす

か、RT-qPCRで検討した。その結果、タンキラーゼ阻害剤処理で減尐するNCL RNAが、AXIN2

のノックダウンとともにc-KITと同様に減尐しなくなることがCOLO-320DM細胞およびDLD-1細

胞で認められた（図43A）。さらに、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞を用いた同様の実験で

は、COLO-320DM CD44陽性細胞のみでタンキラーゼ阻害剤によるNCLの発現減尐が認められ、

この減尐はAXIN2ノックダウンによって回復した（図43B）。これらの結果よりタンキラーゼ阻

害剤によるc-KITの変動にはNCLも関与している可能性が考えられた。 

NCLはタンキラーゼ阻害剤処理でタンパク質量が変動しなかった（図44A）。核と細胞質に分

画したウェスタンブロットにより、NCLが核の中だけでなく細胞質にも存在することが確認さ

れた（図44B）。そこでさらに、SP1とNCLの結合を免疫沈降法で検討した。その結果、COLO-

320DM細胞およびDLD-1細胞においてNCLとSP1が結合していること、そしてタンキラーゼ阻害

剤がこれらの結合を解離させることが明らかとなった（図44C）。Sakaguchiらの論文(68)では
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SP1とNCLの結合が解消することでSP1標的遺伝子の発現が上昇するが、今回の結果ではそれと

は逆にSP1とNCLの結合が解消することでSP1がc-KITプロモーター領域にリクルートされなくな

る可能性が示唆された。 
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図43. AXIN2ノックダウンによるNCL mRNAの発現変動  

A: COLO-320DM細胞およびDLD-1細胞にAXIN2 siRNAを導入し、2日後タンキラーゼ阻害剤

G007-LKを5日間処理し、抽出したRNAについてRT-qPCRを行い、NCLの発現を定量した。 

B: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞について、Aと同様の解析を行った。 
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図44. タンキラーゼ阻害剤によるNCL-SP1相互作用の解消 

A: COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞にタンキラーゼ阻害剤を5日間処理し、抽出したライセ

ートについてウェスタンブロットで解析した。 

B: DLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤G007-LKを5日間処理し、細胞質と核を分離し、ウェスタン

ブロット解析した。内部標準として細胞質側ではCalpainⅠ、核側ではHDACを用いた。 

C: COLO-320DM 細胞および DLD-1細胞にタンキラーゼ阻害剤を5日間処理し、抽出したライセ

ートを用いて免疫沈降−ウェスタンブロットを行った。  
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考察 

私は、当専攻修士課程の学位研究において、ヒト大腸がんCOLO-320DM細胞に存在するがん幹

細胞様CD44陽性細胞の増殖を選択的に抑制する化合物として、タンキラーゼ阻害剤を同定した。

今回の研究ではまず、タンキラーゼ阻害剤が様々な大腸がん細胞のCD44陽性率もしくはCD44発

現レベルを低下させることを見出した。CD44は、大腸がんのがん化に主要な役割を果たす-カ

テニン/TCFの標的遺伝子として、その発現が制御されている(70)。しかし、CTNNB1（-カテニン）

遺伝子に機能獲得型変異が入ることでタンキラーゼ阻害剤に耐性を示す大腸がん細胞株の

LS174Tにおいても、タンキラーゼ阻害剤処理によってCD44陽性率の減尐が観察された。さらに

修士課程の学位研究において、COLO-320DM細胞から分離したCD44陽性細胞とCD44陰性細胞の

間で活性型-カテニンの定常発現レベルは同等であること、また、タンキラーゼ阻害剤はこれら2

つの細胞において、活性型-カテニンのレベルを同等に低下させることを明らかにしていた。こ

れらの結果から、大腸がん細胞におけるタンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性率の低下および

CD44陽性細胞に対する選択的な増殖抑制は、-カテニンに依存しない経路で引き起こされるもの

と考えられた。 

様々な大腸がん細胞株等のうち、COLO-320DM、DLD-1、LS174T細胞ではタンキラーゼ阻害

剤によってCD44陽性率が減尐した。さらに、顕著な差ではなかったものの、HCT15細胞でも

CD44陽性率の減尐傾向が認められた。一方、HT29およびHCC2998細胞ではタンキラーゼ阻害剤

処理を行ってもCD44陽性率の減尐が認められなかった。これらの結果から、CD44陽性率の減尐

には2つのメカニズムが関与していると考えられる。第一に、当研究部の先行研究によると、タ

ンキラーゼ阻害剤は、COLO-320DM、DLD-1、HCT15の各細胞においてTCFレポーター活性すな

わち-カテニンシグナルを抑制するが、HCC2998細胞では-カテニンシグナルは抑制されない(42)。

したがって、タンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性率の低下には尐なくとも一部、-カテニンシグ

ナルの抑制が寄与するものと推定される。本研究ではさらに第二のメカニズムとして、タンキ

ラーゼ阻害剤が幹細胞性機能因子であるチロシンキナーゼc-KITの遺伝子発現を抑制することで、

がん幹細胞性を示すCOLO-320DM CD44陽性細胞の増殖をより強く抑制することを明らかにした。
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注目すべきは、COLO-320DM、DLD-1、HCT15およびLS174T細胞はc-KITを発現していたのに対

してHT29、HCC2998細胞ではc-KITが検出感度以下であった。このことは、大腸がんのがん幹細

胞性を維持するうえでc-KIT発現が重要であることを強く支持している。また、c-KITの下流には

mTOR経路やMAPK経路が寄与していることが報告されている。しかし、本研究で用いたCOLO-

320DM CD44陽性細胞とCD44陰性細胞の間ではこれらの経路の活性（キナーゼの活性型リン酸

化状態）に差は認められなかった（未発表データ）。さらに、タンキラーゼ阻害剤はこれらの

経路の活性にも特に影響を与えなかった。c-KITの過剰発現がどのような仕組みでがん幹細胞性

に寄与しているのかについては、さらなる研究を通じて検討する必要がある。 

AXIN2は、タンキラーゼによるPAR化を介して分解に導かれる。タンキラーゼ阻害剤による

AXIN2の蓄積は、タンキラーゼ阻害剤による-カテニンシグナルの抑制に必要である。本研究で

は、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの発現低下はAXIN2に依存して生じることが分かった。一

方、タンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性細胞選択的増殖抑制効果には、AXIN2の下流因子であ

る-カテニンは特に関与していない可能性が示唆された。では、AXIN2依存的で-カテニン非依

存的な因子としてどのようなものがタンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性細胞選択的増殖抑制効

果に寄与しているのであろうか。AXINにより制御される-カテニン非依存的な経路として、

AXINがc-Jun NH2末端キナーゼ（JNK）シグナル伝達経路におけるMEKK1/4の足場として機能す

ることが知られている(71,72) JNK経路は、転写因子SP1を活性化することが知られている(73,74)。

したがって、AXIN2がJNK経路を介してSP1を制御し、SP1を介したc-KITプロモーターを介した

転写を制御している可能性も考えられる。重要なことに、タンキラーゼ阻害剤は内因性c-KIT遺

伝子プロモーターの支配を受けない外因性c-KITタンパク質の発現レベルは抑制できないことを

見出した。この結果は、タンキラーゼ阻害剤によるc-KITの発現抑制が、c-KITプロモーターの抑

制を介して起きていることを支持するものである。さらに、外来性c-KITを過剰発現させたDLD-

1細胞では、タンキラーゼ阻害剤の増殖抑制効果が低減している傾向が観察された。これらの結

果から、タンキラーゼ阻害剤によるCD44陽性がん幹細胞分画の増殖抑制は、c-KITの発現低下に

より引き起こされるものと考えられた。 
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 一方、COLO-320DM細胞をもとにc-KITの過剰発現細胞を作製しようとしたが、レトロウイル

ス感染やエレクトロポレーションを含む複数の手法を試みたにもかかわらず、こちらについて

は成功しなかった。この過剰発現細胞が樹立されなかった理由として、c-KITの過剰発現が

COLO-320DM細胞の細胞死を引き起こした可能性が考えられる。実際、WangらはA549、IMR32

とHMCB細胞にc-KIT過剰発現することでアポトーシスが誘導されることを報告している(75)。 

本研究では、c-KITプロモーター領域の結合因子のうち、転写因子SP1の結合がタンキラーゼ

阻害剤によって抑制されることを見出した。別の転写因子としてNF-κBがc-KITプロモーター領

域に結合し、転写を制御するという報告(60,76)もあるが、COLO-320DM CD44陽性・陰性細胞に

ついてウェスタンブロッティングで解析した結果、IKK-a、IKK-b、IκBなどのNF-κBシグナル因

子の発現に関しては二つの細胞間で差は認められていない（未発表データ）。このことから、

タンキラーゼ阻害剤処理によるc-KITの減尐にNF-kBが関与している可能性は低いと推察した。 

先行報告(53)と一致した結果として、c-KITは免疫不全マウスにおけるゼノグラフト造腫瘍性

や腫瘍増殖に関与していることが分かった。すなわち、COLO-320DM CD44/c-KIT二重陽性細胞

とCD44陽性/c-KIT陰性細胞をそれぞれ250個/マウスに移植した結果、前者が高い造腫瘍性を示し

た。このことから、c-KITはがん幹細胞を攻撃する治療標的となる可能性が示唆された。実際、

c-KIT阻害剤であるイマチニブやISCK03は、大腸がん幹細胞のコロニー形成能や造腫瘍性を抑制

するという報告がある(77)。重要なことに、COLO-320DM CD44陽性細胞はCD44陰性細胞よりも

イマチニブに対して高い感受性を示した。CD44陽性細胞ではc-KITの発現がCD44陰性細胞より

高いため、c-KITに対する依存性がより強く、c-KIT阻害剤に高い感受性を示すものと考えられる。 

 本研究により、タンキラーゼ阻害剤は-カテニンシグナル伝達経路に対する直接的な阻害効果

に加え、c-KIT発現に対する阻害効果を発揮することで、CD44陽性大腸がん幹細胞の増殖をより

強く抑制することが明らかとなった。後者の作用の具体的メカニズムとして、タンキラーゼ阻

害剤はAXIN2の蓄積を介して転写因子SP1をc-KITプロモーター領域から遊離させることを明ら

かにした。細胞質に存在するAXIN2が核内のSP1をどのようなメカニズムで制御するのか不明で

あったため、パスウェイ解析（IPA）を基軸としてさらに検討した結果、AXIN2とSP1の間の機
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能介在因子としてNCLを見出した。しかし、AXIN2がNCLを制御する直接の詳細メカニズムに

関しては未だに明らかでない。Luiらが実施したプロテオーム解析によると、AXIN2はNCLと複

合体を形成する可能性が示唆されている(69)。しかし、私自身が免疫沈降で検証した範囲におい

ては、AXIN2とNCLの結合は確認されなかった（未発表データ）。一方、細胞質分画と核分画

を分離して行ったウェスタンブロッティングでは、AXIN2も核内に存在することが示され、さ

らにNCLも核と細胞質の双方に存在することが明らかになった。AXIN2はNCLを直接制御して

いるのか興味深い。 

Sakaguchiらは、NCLがストレス誘導因子S100Cを核内に移行させ、核内でSP1ホモダイマーと

相互作用することでSP1/SP3と結合していたNCLとの結合がなくなり、遊離したSP1/SP3がp21遺

伝子の発現上昇を引き起こすことを報告している(68)。一方、本研究では、SP1がNCLと結合し

ているとc-KITの転写発現が正に制御され、タンキラーゼ阻害剤処理によりSP1からNCLが離れ

ると、それによってc-KITプロモーターからSP1が離れることが示唆された。このような機能的

差異がどのようなメカニズムで生じるのかについては、さらなる検討が必要である。 

Wnt/-カテニン経路は大腸発がんに寄与する重要な経路でありながら、この分子経路を標的と

した薬剤の開発は未だ成功に至っていなかった。タンキラーゼは、Wnt/-カテニン経路の正の制

御因子であることが報告されて以来、同経路を遮断する有望な標的候補分子として注目されている。

事実、これまでに行われた非臨床レベルの検討では、G007-LKやRK-287107などのタンキラーゼ阻害剤

がヒト大腸がん細胞をマウスに移植した異種移植モデルの腫瘍増殖を有意に抑制している(40)。しか

し、Wnt/-カテニン経路は正常腸陰窩の維持にも重要な役割を果たしているため、大きな副作用

を引き起こすことなく十分な腫瘍抑制効果を発揮させる有効濃度域が狭い可能性があるという

懸念もある。この点に関して、私は修士課程の学位研究においてすでに、忍容用量範囲のタン

キラーゼ阻害剤が細胞傷害性抗がん剤イリノテカンの腫瘍増殖抑制効果を顕著に増強すること

を明らかにしている。具体的には、ヌードマウスに対するCOLO-320DM細胞の皮下ゼノグラフ

トモデルにおいて、単剤では腫瘍増殖抑制効果も腸管毒性などの副作用も誘発しない低用量の

タンキラーゼ阻害剤G007-LKが、イリノテカンとの併用で腫瘍増殖をほぼ完全に抑制することを
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明らかにしている。Lauらの報告による(39)と、G007-LKは10 mg/kgと20 mg/kgで1日に1回投与、

または10 mg/kgで1日2回（１日あたり計20 mg/kg）投与する限りでは、マウスの体重変動は特に

認められていない。しかし、30 mg/kgで1日1回または20 mg/kgで1日2回（1日あたら計40 mg/kg）

投与することで顕著な体重減尐が認められている。つまり、マウスゼノグラフトモデルにおい

て、タンキラーゼ阻害剤G007-LKが体重減尐なしに腫瘍増殖抑制効果を示す用量は、10 

mg/kg~20 mg/kgの狭い範囲に限られる。その中でも、より腫瘍抑制を示す濃度20 mg/kgが効率よ

く制がん効果を示すと予想される。このことと今回の私の実験結果を合わせると、タンキラー

ゼ阻害剤は従来の抗がん剤との併用剤として用いるのが望ましいかも知れない。本研究では、

タンキラーゼ阻害剤とイリノテカンの併用効果の作用メカニズムとして、タンキラーゼ阻害剤

が抗がん剤耐性のがん幹細胞を攻撃し、イリノテカンが非幹がん細胞を攻撃することで、両剤

が腫瘍内のがん細胞集団全体の増殖を抑制する可能性が示唆された。 

他方、タンキラーゼ阻害剤に抵抗性を示す大腸がんDLD-1細胞を移植したマウス実験では、タ

ンキラーゼ阻害剤G007-LKとイリノテカンの併用効果は認められなかった（未発表データ）。

DLD-1細胞は20-amino acid repeats（20-AARs）という-カテニンの分解に必要な7回リピート構造を

部分的に保持した“long型”の欠失APC変異体（long APC）を有する。Long APCは、β-カテニン

のAXIN2依存的分解に対して優性不活性（dominant negative）の影響を及ぼし、タンキラーゼ阻

害剤による-カテニンの分解を抑制する(42)。これらのことから、in vivoにおけるタンキラーゼ阻

害剤とイリノテカンとの併用による制がん効果の増強には、-カテニンシグナルの効果的抑制が

必要である可能性が示唆された。最近、所属研究部は、タンキラーゼがBRCA-DNA損傷応答複

合体の構成因子であるMERIT40に結合し、DNA損傷修復を促進していることを報告した(78)。こ

のことから、タンキラーゼ阻害剤はがん幹細胞を標的とした作用に加え、DNA損傷修復を阻害

することで、DNAトポイソメラーゼⅠを阻害してDNA鎖切断を誘導するイリノテカンの効果を

増強する効果も期待される。 

本研究により、タンキラーゼ阻害剤はCOLO-320DMなどの大腸がん細胞におけるCD44陽性が

ん幹細胞の増殖をCD44陰性非幹がん細胞の増殖よりも強く抑制すること、そのメカニズムとし
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てc-KITの転写抑制が生じることを明らかにした。なお、本研究で用いた大腸がん幹細胞が正常

消化管の分化過程のどの段階に位置するかは不明である。また、本研究では主に安定な大腸が

ん細胞株を解析に用いたため、原発あるいは進行・再発した臨床腫瘍から採取されたがん細胞

で同様な結果が得られるかなどは十分に検討されていない。がん幹細胞性を示すCD44/c-KIT二

重陽性の大腸がん細胞ががんの再発に寄与する恐れがあるが、本研究で明らかにした通り、タ

ンキラーゼ阻害剤がそのような細胞をより効率的に攻撃することで、がんの再発を防止する可

能性が考えられる。これらについては更なる研究を通じて検討する必要がある。 

以上のように本研究では、大腸がんの治療抵抗性および再発の根源となるがん幹細胞を標的

とする新たな治療薬候補としてタンキラーゼ阻害剤を見出し、さらにその作用機序を明らかに

した。本研究が、がんの治癒をもたらす新薬開発の礎となることを期待したい。 
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