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は じ め に

　REIC/Dkkﾝ３は Dkk ファミリーと呼ばれる分泌蛋
白群の一種である．Dkk ファミリーは，Wnt 受容体を
介して Wnt シグナル伝達を阻害することが知られて
いる1,2)．Wnt シグナルは，細胞の増殖，分化，癌化な
どの重要な状況において多様な役割を果たしている3)

ため，REIC/Dkkﾝ３も同様に重要な生物学的機能を担
うと考えられるが，大部分は未解明のままである．一
方，我々は以前に，多くのヒト癌細胞株および癌組織
で REIC/Dkkﾝ３遺伝子の発現が低下していることを
見出した 4ﾝ7)．また，プラスミドベクターを用いて 
REIC/Dkkﾝ３遺伝子を過剰に発現させると，ヒト骨肉
腫細胞の成長が抑制されたとの報告もある2)．このよ
うな結果は，REIC/Dkkﾝ３が新規癌抑制遺伝子である
可能性を示唆する．
　前立腺癌は，欧米では最も一般的な悪性疾患であり，
わが国でも増加傾向にある．ホルモン療法を含む様々
な治療法が行われるが，多くの場合，最終的にホルモ

ン抵抗性を獲得して治療困難となる．今回我々は，前
立腺癌細胞に REIC/Dkkﾝ３を過剰発現させることに
より，cﾝjun Nﾝterminal kinase (JNK）の活性化を介
して腫瘍特異的にアポトーシスが起こることを発見し
たので報告する．またそのメカニズムの解明を目的と
した基礎実験，ならびに臨床応用を見据えた動物実験
の結果も合わせて述べる．

ヒト前立腺癌における REIC/Dkkﾝ３の発現低下

　我々はまず，様々な細胞で REIC/Dkkﾝ３の発現を
検討した．正常ヒト線維芽細胞（OUMSﾝ24），正常前
立腺上皮細胞（PrEC），および正常前立腺間質細胞
（PrSC）を用いて行ったウエスタンブロット法では，
REIC/Dkkﾝ３タンパク質は62から83 kDa の間で２本
のバンドとして検出された（図１Ａ）．しかし，３種の
代表的な前立腺癌細胞株（PC 3，LNCaP，DU145），
４種の前立腺癌以外の癌細胞株においては，REIC/
Dkkﾝ３はほとんど検出されなかった．同様の結果は，
免疫染色（図１Ｂ）でも確認された．REIC/Dkkﾝ3 
mRNA の発現低下も，定量的 RTﾝPCR によって確認
された（図１Ｃ）．
　次に，ヒト前立腺組織での REIC/Dkkﾝ３タンパク
質の発現を免疫染色により検討した（図１Ｄ）．正常前
立腺および前立腺肥大症の上皮細胞，間質細胞では 

REIC/Dkk-３遺伝子によるヒト前立腺癌に対する
遺伝子治療の基礎実験
Fernando Abarzua

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科　泌尿器病態学

キーワード：前立腺癌，REIC/Dkkﾝ３，アポトーシス，JNK

岡山医学会雑誌　第119巻　May 2007, pp｡ 21-26

　

プ
ロ
フ
ィ
ー
ル

1994年パラグアイのアスンシオン大学医学部を卒業し，泌尿器科医としての修練を受けた．その間，尿路
内視鏡学と尿路悪性腫瘍に対して興味を抱き，この領域において世界をリードしている日本への留学を志
した．そして2001年に日本政府文部科学省国費留学生として来日，公文教授の主宰する岡山大学泌尿器科
にて１年間研修をし，2002年に岡山大学大学院に入学した．大学院（病態制御科学専攻病態機構学講座）
入学後は，泌尿器病態学分野（主任教授：公文裕巳）において尿路性器癌における遺伝子治療を中心とし
たトランスレーショナル・リサーチプロジェクトの一員として従事した．REIC 遺伝子の研究において 
Cancer Research に論文発表し，2005年３月の第20回ヨーロッパ泌尿器科学会でベストアブストラクト
アワードを受賞した．また，本研究は2005年９月25日の山陽新聞の一面に「新たな癌抑制遺伝子」として
掲載され反響を呼んだ．

　

平成19年３月受理
〒700ﾝ8558　岡山市鹿田町２ﾝ５ﾝ１
電話：086ﾝ235ﾝ7285　FAX：086ﾝ231ﾝ3986
Eﾝmail：akangoab＠md｡okayama-u｡ac｡jp

平成17年度岡山医学会賞（林原賞）受賞論文

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Okayama University Scientific Achievement Repository

https://core.ac.uk/display/12555822?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


22

Ａ

B C

ED

Prostate cancer
cell lines

Cell lines
from other cancersNormal cells

OU
M
Sﾝ
24

Pr
SC
Pr
EC
PC
3

DU
14
5

LN
Ca
P

Kp
K1

He
La

Sa
OS
ﾝ2

Aﾝ
54
9

REIC ﾝ62kD

Tubulin

M
ol
ar
 r
at
io
 (
RE
IC
/G
A
PD
H
)

(×10ﾝ4)

10

5

0
OUMSﾝ24 DU145 PC3 LNCaP

In
te
ns
ity
 o
f s
ig
na
l (
ar
bi
tr
ar
y 
un
its
) 14

12

10

8

6

4

2

0

14

12

10

8

6

4

2

0
Normal BPH G≦7 G＞7

＊＊ ＊＊

＊

＊

＊ ＊

G≦7 G＞7

n＝6 n＝20

図１　正常細胞，癌細胞中の REIC/Dkkﾝ３の発現
Ａ：ヒト正常細胞（OUMSﾝ24：正常ヒト線維芽細胞，PrSC：前立腺間質細胞，PrEC：前立腺上皮細胞），ヒト癌細胞株（PC３，
DU145，LNCaP：前立腺癌，KpKﾝ１：腎癌細胞，HeLa：子宮頸癌細胞，SaOSﾝ２：骨肉腫細胞，Ａﾝ549：基底細胞癌）の REIC タ
ンパク質レベルをウエスタン法で解析した．チューブリンはコントロールとして使用．
Ｂ：OUMSﾝ24，前立腺癌細胞（PC３，DU145，LNCaP）における REIC/Dkkﾝ３タンパク質の免疫染色（緑色）．核は propiodium 
iodide で染色した（赤色）．
Ｃ：正常ヒト線維芽細胞，前立腺癌細胞の REIC/Dkkﾝ３ mRNA レベルをリアルタイム定量的 RTﾝPCR で解析した．GAPDH とのモ
ル比で示す．ｐ＜0.05．
Ｄ：正常前立腺，前立腺肥大症，グリソン４および９の前立腺癌組織について REIC/Dkkﾝ３に対する免疫染色を行った．核は Hoechst 
33258で染色．低倍率．
Ｅ：LandMark tissue Microarray における REIC/Dkkﾝ３タンパク質の定量的分析（左）．グリソンスコア８以上と７以下の新鮮ヒト
前立腺癌組織における REIC タンパク質の定量的分析（右）．BPH：benign hypertrophic prostate tissue；G：Gleason score，＊ｐ＜
0.05；＊＊ｐ＜0.01．
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REIC/Dkkﾝ３が検出されたが，前立腺癌では低下して
いた．さらに前立腺癌の悪性度の指標であるグリソン
スコア（２ﾝ10）によって，サンプルをグリソンスコア
７以下および８以上の２群に分け，REIC/Dkkﾝ３の発
現を定量的に比較検討した結果，市販の前立腺組織マ
イクロアレイ（図１Ｅ左），および新鮮前立腺癌組織
（図１Ｅ右）共に，REIC/Dkkﾝ３の発現量は癌の異型
度に比例して減少していた．

REIC/Dkkﾝ３導入による腫瘍特異的アポトーシス誘導

　REIC/Dkkﾝ３遺伝子を組み込んだアデノウイルス
ベクターを用いて，PC 3に REIC/Dkkﾝ３を過剰発現
させた．１MOI の条件下で REIC/Dkkﾝ３を導入した 
PC 3 細胞の REIC/Dkkﾝ３タンパク質レベルは，
OUMSﾝ24と同程度であった（図２Ａ）．導入数日後，
ほとんどの PC 3 細胞が培養容器の底から離れてい

た．この原因を探るため，REIC/Dkkﾝ３導入の36時間
後に TUNEL 法で細胞を染色すると，前立腺癌細胞
（PC 3，DU145，LNCaP）では多くの細胞が TUNEL 
反応陽性であった．それに対して，正常細胞（OUMS
ﾝ24，前立腺間質細胞，前立腺上皮細胞）では稀であっ
た（図２Ｂ）．PC 3では49％，DU145では24％，LNCaP 
では41％が TUNEL 反応陽性であったが，正常細胞で
は１％未満であった（図２Ｃ）．遺伝子導入から36時間
後の PC 3細胞の DNA を分析したところ，REIC/Dkk
ﾝ３導入群では，明らかな DNA ladder が観察された
（図２Ｄ）．これらの結果は，もともと REIC/Dkkﾝ３
発現がほとんど認められない前立腺癌細胞に REIC/
Dkkﾝ３を過剰発現させると，選択的にアポトーシスを
引き起こすことを示している．

　 REIC/Dkkﾝ３を用いた癌の遺伝子治療モデル：Fernando Abarzua 　

A B

C D

PC3
OUMSﾝ24 AdﾝREIC AdﾝLacZ

0 0.1 1 5 10 20 10 20 MOI

REIC ﾝ62kD

Tubulin

OUMSﾝ24 PrEC PrSC

PC3 DU145 LNCaP

%
 o
f T
U
N
EL
ﾝp
os
iti
ve
 c
el
ls

60

50

40

30

20

10

0
OUMSﾝ24

PrEC
PrSC

PC3
DU145

LNCaP

AdﾝLacZ AdﾝREIC

MM 0 0.1 1 5 10 0 0.1 1 5 10 0 MOI

図２　REIC/Dkkﾝ３の過剰発現によるヒト前立腺癌細胞のアポトーシス誘導
Ａ：アデノウイルスベクターを用いて REIC/Dkkﾝ３ cDNA を導入後36時間の前立腺癌細胞 PC 3における REIC/Dkkﾝ３タンパク質
の発現．OUMSﾝ24は陽性コントロールとして使用．AdﾝlacZ＝lacZ 導入アデノウイルスベクター．
Ｂ：10 MOI で導入後36時間における正常ヒト前立腺細胞（OUMSﾝ24，PrEC，PrSC）および前立腺癌細胞（PC 3，DU145，LNCaP）
の TUNEL 染色（緑）．右上は Hoechst 33258染色（青）．
Ｃ：(Ｂ)と同条件下で計測した TUNEL 染色陽性細胞の割合．
Ｄ：１MOI 以上の AdﾝREIC を導入した PC 3細胞で特有の DNA 断片が観察された．５×105の PC 3細胞を撒いて１日後にウィルス
ベクターを作用させ36時間後に回収した．
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腫瘍特異的アポトーシス誘導メカニズムの解明

　REIC/Dkkﾝ３遺伝子による腫瘍特異的なアポトー
シスの機序を知るため，PC 3細胞と正常ヒト線維芽細
胞 OUMSﾝ24における，アポトーシスおよび細胞周期
調節に関連する様々なタンパク質の発現レベルを調べ
た．その結果，REIC/Dkkﾝ３遺伝子を導入した PC 3
細胞ではアポトーシス抑制作用を有する Bclﾝ２タン
パク質が減少していることが明らかになった（図３
Ｆ）．Bax，Bad，Apafﾝ１，p53，p21（CIP 1/WAF 1）
および p16（INK 4 a）では変化はなかった（結果は未
提示）．

　Bax 阻害剤である V 5は，アポトーシスを完全に抑
制した（図３Ａ，Ｂ）．細胞質からミトコンドリアへの 
Bax の移行は Bax 関連アポトーシス経路が働くきっ
かけとなるが，図３Ｃは Bax が REIC/Dkkﾝ３の導入
によってミトコンドリアに移行し，V 5によってその
移行が抑制されることを示している．
　Bax の上流に存在するアポトーシス関連因子のひ
とつに cﾝjun Nﾝterminal kinase (JNK）があり 8,9)，
JNK は Bax のミトコンドリアへの移行を促すことが
報告されている9)．SP600125は，JNK の kinase 活性を
特異的に阻害する薬剤であるが，これを PC 3細胞に加
えたところ，REIC/Dkkﾝ３遺伝子導入によるアポトー
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図３　AdﾝREIC による PC 3細胞のアポトーシス誘導における Bax と JNK の関与
Ａ：10 MOI で AdﾝREIC，AdﾝlacZ 導入後36時間における PC 3細胞の TUNEL 染色．Bax に対するペプチド抑制剤（V 5 ）は，導入
一時間前より培地中に200ﾓ加えた．スケールバー＝200㎛．
Ｂ：Bax 抑制剤 V 5による PC 3細胞のアポトーシス抑制効果．TUNEL 陽性細胞数は(Ａ)と同条件下で計測．
Ｃ：Bax タンパク質の免疫染色．10 MOI のベクター投与36時間後の PC 3細胞．ミトコンドリアの細胞内局在は Mitotracker（Mt）
にて染色．
Ｄ：Ａと同様に処理した PC 3細胞の TUNEL 染色．JNK 阻害剤である SP600125を10ﾌ用いた．
Ｅ：JNK 阻害剤 SP600125による REIC/Dkkﾝ３誘導アポトーシスの抑制効果．TUNEL 陽性細胞数はＣと同条件下にて計測．
Ｆ：Ｄと同様の PC 3細胞中のタンパク質をウエスタン法にて解析．P：phosphorylated；cyto C：cytochrome c；ｹﾝcat：ｹﾝcatenin．
Ｇ：Ｄと同様の PC 3細胞から分画した細胞質とミトコンドリアにおけるタンパク質レベルをウエスタン法にて解析．
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シスは濃度依存的に抑制された（図３Ｄ，Ｅ）．Bax は 
PC 3細胞の細胞質で検出されるが，REIC/Dkkﾝ３導入
細胞では著明にミトコンドリアへ移行していた（図３
Ｇ）．Bax のミトコンドリアへの移行はチトクロムＣ
の細胞質への放出に関与しており，この移行は JNK 阻
害剤 SP600125によって抑制された．これらの結果よ
り，REIC の過剰発現は JNK を活性化し，Bclﾝ２蛋白
レベルを減少させ，Bax のミトコンドリアへの移行を
促して cytochrome Ｃを細胞質に放出させ，最終的に
アポトーシスを起こすものと考えられる．最近 Hsieh 
らは，REIC/Dkkﾝ３遺伝子の過剰発現は caspase３の
活性化を通じて様々なヒト癌細胞でアポトーシスを起
こすと報告しており10)，caspase３は cytochrome Ｃの
下流でアポトーシスを担う主要因子として知られてい
る．

JNK より上流のメカニズムの解明をめざして

　JNK の活性化が REIC/Dkkﾝ３による前立腺癌細胞
のアポトーシスの誘導に重要な役割を果たしているこ
とが分かったが，JNK がどのような機序で活性化され

るのか，またなぜ正常細胞ではアポトーシスが起こら
ず，癌細胞特異的にアポトーシスが誘導されるのかは
明らかではない．その問題を解決するひとつの糸口と
して，HSP（熱ショックタンパク）や小胞体ストレス
が挙げられる．
　小胞体ストレスは，JNK の上流の伝達系路のひとつ
である．我々は，小胞体ストレスに関与する Bip や 
CHOP が REIC/Dkkﾝ３を過剰発現している癌細胞特
異的に発現が亢進することを見出した．これは，REIC/
Dkkﾝ３によって癌細胞特異的に小胞体ストレスが惹
起されていることを示唆しており，現在より詳細な解
析を行っているところである．
　また，マウス腎癌細胞株 RENCA においても REIC/
Dkkﾝ３の過剰発現によりアポトーシスが誘導される
ことを確認した．この際，HSP 阻害剤を併用すると 
REIC/Dkkﾝ３の効果は増強され，HSP 誘導剤により
その効果は抑制された．ウエスタンブロット法，免疫
沈降法により HSP 阻害剤/誘導剤は JNK の活性化に
影響していることが明らかになった．マウス正常線維
芽細胞 NIHﾝ3T3 においては，REIC/Dkkﾝ３の過剰発

　 REIC/Dkkﾝ３を用いた癌の遺伝子治療モデル：Fernando Abarzua 　
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図４　ヌードマウス移植 PC 3細胞の腫瘍性増殖に対する AdﾝREIC の効果
2.5×106個の PC 3細胞をヌードマウス皮下に注入し，１週間後にウィルスベクター（2.5×108 pfu）もしくは PBS を腫瘍内に注入し
た．腫瘍サイズは，注入後27日間，３日毎に測定した．
Ａ：観察期間終了時の腫瘍外観．
Ｂ：５匹のヌードマウスの平均腫瘍容積．挿入図は REIC 注入したマウスの個々の腫瘍容積．ウイルス注入30日後，５匹中４匹のマ
ウスで腫瘍が消失していた．
Ｃ：ウイルス注入30日後の腫瘍組織の TUNEL 染色．PI＝核を視覚化するために propiodium iodide で染色．
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現のみではアポトーシスには至らないが，HSP 阻害剤
を併用するとアポトーシスが誘導された．以上の結果
は，REIC/Dkkﾝ３を過剰発現させた際の癌細胞と正常
細胞の反応の相違には，小胞体ストレスや HSP が重
要な役割を果たしていることを示唆する．

REIC/Dkkﾝ３を用いた in vivo における研究

　REIC/Dkkﾝ３遺伝子導入によるアポトーシス誘導
効果を，動物実験で調べた．2.5×106個の PC 3細胞を
ヌードマウスの皮下に注入し，１週間後，腫瘍容積が
30～100㎤に達した時点で，REIC/Dkkﾝ３遺伝子を組
み込んだアデノウイルスベクターを腫瘍中に注入し
た．対照群では，注入後１か月の観察期間中に腫瘍が
徐々に増大した（図４Ａ，Ｂ）のに対し，REIC/Dkk
ﾝ３投与群では，５匹中４匹のマウスにおいて腫瘍が完
全に消失した．さらに一匹のマウスにおいては，腫瘍
は完全に消失はしなかったものの縮小を示し，観察期
間を通じて縮小したままの状態を維持した．この腫瘍
を観察期間終了後に切除し TUNEL 法で染色したと
ころ（図４Ｃ），多くの細胞が TUNEL 反応陽性を呈
したのに対し，対照群の腫瘍ではアポトーシスは見ら
れなかった．以上の結果は，REIC/Dkkﾝ３遺伝子が，
p5311,12)や mdaﾝ７13,14)と同様に癌治療のターゲットに
なり得ることを強く示唆している．

ま　と　め

　前立腺癌細胞に REIC/Dkkﾝ３を過剰発現させるこ
とにより，選択的にアポトーシスを誘導することがで
きた．アポトーシスにいたる経路において，JNK の活
性化と Bax のミトコンドリアへの移行が主要な役割
を担っていることが確認された．このアポトーシス誘
導作用は，動物モデルにおいても著しい腫瘍抑制効果
として表れた．今回の発見は，治療困難な前立腺癌に
対する，新たな分子標的治療の地平を開拓することに
繋がると我々は期待している．
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