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は じ め に

　REIC/Dkk-3は岡山大学で発見された癌治療遺伝
子であるが，その強い抗腫瘍活性と高い汎用性から国
内外から非常に高い注目を受けている．林原賞を頂い
た対象論文は悪性中皮腫に対するREIC/Dkk-3遺伝
子治療を内容とするものであるが，我々は近年精力的
にREIC/Dkk-3研究を推進しておりその論文で紹介
できる内容はまさに「氷山の一角」にすぎない．REIC/
Dkk-3の理解を深めできるだけ多くの研究者の興味
を喚起するために，本稿は一論文の紹介に留めず我々
がここ数年取り組んできたREIC/Dkk-3関連研究全
体を俯瞰する内容とした．

REIC/Dkk-3遺伝子及び蛋白

　REIC/Dkk-3は，岡山大学でヒト正常線維芽細胞の
不死化に伴って発現が低下する遺伝子として同定さ

れ，後に Xenopus の頭部形成に関わる Dkk（dickkopf）
遺伝子ファミリーの哺乳類メンバーと相同であること
が明らかになったものである1)．線維芽細胞をコバル
ト照射するとほとんどの細胞は細胞死を起こすか増殖
を停止する（静止細胞）．増殖を停止しない（不死化）
細胞のmRNAと静止細胞のmRNAとを用い subtrac-
tive hybridization を行い，不死化細胞で発現が著しく
低下ないし消失している mRNA がプロファイリング
された．その中の未知の mRNA で Dkk 遺伝子 family 
と相同性の高いものとして REIC（Reduced Expression 
in Immortalized Cell）/Dkk-3が同定され，われわれは
その癌治療遺伝子としてのポテンシャルに着目してき
た．哺乳類の Dkk はこれまで４つの遺伝子が知られ
ており，Dkk-1 は分泌タンパク質として LRP-5/-6と
結合することで細胞外から Wnt シグナルを負に制御
すると報告されている2)．REIC/Dkk-3のライガンド
は未だに同定されていないが，Dkk-1とは異なるメカ
ニズムで細胞増殖抑制やアポトーシス誘導を行い，癌
化抑制・癌細胞死誘導を制御する分子であると考えら
れる．REIC/Dkk-3遺伝子は染色体11p15.1に位置し
９つの exon，２つの promoter からなる 1050bp 
cDNA，350アミノ酸，約50～70kDa（糖鎖付加の度合
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いにより違う）の蛋白である．４つの（putative）
N-glycosylation site，２つの coiled-coil 及び cystein 
rich domain を持つ分泌蛋白であるが，上述した通り
そのライガンドは同定されていない．広範な癌細胞及
び不死化細胞でその発現低下が認められるが，その要
因として promoter 領域のメチル化によるエピジェネ
ティクなサイレンシングによることが報告されてい
る3)．

REIC/Dkk-3アデノウイルスによる癌遺伝子治療

　まず，REIC/Dkk-3発現はヒトの非小細胞肺癌でも
著しく低下しており，プラスミドを用いて REIC/
Dkk-3遺伝子を強制発現させた時有意な増殖抑制が
認められた4)．さらに，REIC/Dkk-3は肝細胞癌，食
道癌，胃癌，前立腺癌，腎細胞癌などの広範囲のがん
種において高頻度に発現が低下していることから，
REIC/Dkk-3は癌抑制遺伝子として機能している可
能性が考えられた5)．我々はREIC/Dkk-3のもつ癌抑
制遺伝子としての機能を実証するため，臨床検体の発
現解析に加えて，REIC/Dkk-3遺伝子発現アデノウイ
ルスによるヒト前立腺癌細胞並びにヒト悪性中皮腫細
胞株でのアポトーシス誘導能とそのメカニズムの解析
を行った．
１. 前立腺癌
　前立腺癌では，検討した52例全てのヒト前立腺癌組
織で蛋白発現が低下しており，低下の程度は組織学的
悪性度に相関し，Gleason Score８以上の症例では完全
に消失していた．In vitro でヒト前立腺癌由来株 PC３
細胞に REIC/Dkk-3アデノウイルス（以下 Ad-REIC）
を感染させると，対象（LacZ アデノウイルス，以下 
Ad-LacZ）に比較して有意にアポトーシスが誘導され
た．そのアポトーシスの機序として c-jun Ｎ末端 
Kinase（JNK）の活性化に起因する Bax のミトコンド
リア移行と Bcl-2のダウンレギュレーションが直接
的に関与することが証明された．このことは何らかの
細胞内ストレスが原因となり JNK が活性化しミトコ
ンドリアを介するアポトーシス経路が直接的に活性化
されたものと考えられた．また，前立腺癌細胞株では
ホルモン感受性や p53の有無に関わらずアポトーシス
が誘導されるのに対し，正常前立腺上皮由来細胞や線
維芽細胞ではアポトーシスは全く誘導されなかった
（癌選択的アポトーシス）．In vivo 実験では，PC３細
胞由来ヌードマウス皮下腫瘍にAd-REIC（2.5×

108pfu/100㎖ PBS）を１回局所注入するだけで著明な
腫瘍縮小効果が認められた6)．
　次に，同所性前立腺癌マウスモデルで，Ad-REIC
（上記と同量）局注が腫瘍容量を縮小させるだけでな
く腹腔内リンパ節転移を著明に抑制することが確認さ
れた7)．その機序として MMP-2産生抑制が考えられ，
REIC が何らかの機序により腫瘍のプロテアーゼ産生
を低下させ，転移，浸潤を抑制することが明らかとな
った．これらのデータは REIC/Dkk-3の強制発現がア
ポトーシス誘導作用とともに，癌抑制遺伝子としての
幅広い抗癌化作用を有することを示唆するものである．
　その他の尿路生殖器癌を用いた治療実験でも 
Ad-REIC の有効性は確認されており8)，腎細胞癌株で
はこのアポトーシスの誘導が JNK 経路を阻害するヒ
ートショックタンパク質などのストレス応答タンパク
質の発現状態と負に関連すること9)，さらに，膀胱癌
細胞株では，アポトーシスの誘導が内因性 Bcl-2の発
現状態と負に関連することも明らかにしている．
２. 悪性中皮腫
　悪性中皮腫に対する遺伝子治療に関しては，1990年
代から始まっており，自殺遺伝子や，IL-2，inter-
fereon-αなどの臨床研究 PhaseⅠ/Ⅱにおいて一定の
効果をあげているものの，より効果的な遺伝子治療シ
ステムの構築が待望されている．我々は，REIC/Dkk-3
遺伝子にその治療遺伝子としての可能性を見出し，悪
性中皮腫に対する抗腫瘍効果を検討した．組織学的発
現解析では，検討したヒト悪性中皮腫組織35例中31例
（89%）で正常胸膜組織に比較して REIC/Dkk-3蛋白
発現が低下しており（図１Ａ），また検討した４種類の
ヒト由来の不死化悪性中皮腫細胞（H28，211H，H2032，
H2052）全てで発現が低下していた．211H 細胞におい
て Ad-REIC 感染がアポトーシスを起こし，その機序
は前立腺癌同様 JNK リン酸化によるミトコンドリ
ア-アポトーシス経路の活性化（カスペース３の活性
化）であること，その JNK リン酸化が小胞体ストレ
ス（endoplasmic reticulum stress：ER stress）に起因
することなどを明らかにした（図１Ｂ）．治療実験にお
いては 211H 細胞の同所性モデルマウスに対し 
Ad-REIC（2×108pfu/100㎖ PBS）を胸腔内投与した
ところ単回投与で有意に腫瘍容量が縮小し（図１Ｃ），
また生存率の改善がみられる（図１Ｄ）という有望な
ものであった10)．こうした結果から REIC/Dkk-3遺伝
子治療は将来的に悪性中皮腫治療の一翼を担う可能性
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図２　ヒト REIC タンパク質の腫瘍内局所投与により，CD11c 細胞及び CD8 細胞が腫瘍内へ浸潤．REIC タンパク質が，抗癌免疫活
性の上昇に関与する可能性を示唆．
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が十分にあると考えられた．

REIC 小分子化とポリマーによる REIC/Dkk-3遺伝
子治療

　ウイルスベクターは抗原性などの問題で用途が限ら
れる場合がある．近年高分子ポリマーの固形癌に対す
るパッシブターゲティングが EPR（Enhanced Perme-
ability and Retention effect）効果という癌組織特異的
な親和性によってもたらされることが明らかにされ，
高分子素材による癌への遺伝子導入が着目されてい
る．我々はウイルスベクターに代わる遺伝子運搬体と
して陽イオン生分解性ポリマーに着目した．そこでま
ず，ポリマーに結合させる REIC/Dkk-3遺伝子の量を
出来るだけ多くするために REIC/Dkk-3の癌抑制遺
伝子としての最小機能単位を検討し，REIC/Dkk-3遺
伝子の最小化を図った．そして数種類の REIC/Dkk-3 
truncation を作成し行った実験でＮ末端78アミノ酸
（REIC1ﾝ78）が全長 REIC に比較しより効率的に小胞
体ストレスを引き起こし，さらにアポトーシスを誘導
することをつきとめた．また，その遺伝子断片は正常
細胞には全く細胞障害性を示さなかった（選択的癌細
胞死の保持）．更に一定の比率で REIC1ﾝ78と生分解性ポ
リマー（日東電工）と併用することで強力な in vivo 抗
腫瘍効果を持つことを明らかにした11)．生分解性ポリ
マーは，文字どおり生分解性であることから細胞内に
取り込まれ高分子から毒性の低い低分子へ速やかに分
解される．既存のトランスフェクション試薬に比較し
遺伝子導入の際の細胞毒性は極めて低く，in vitro の
実験では試薬による影響がほとんど無視できる．一方
で遺伝子導入効率は細胞によっては従来の試薬とほぼ
同等であり，かつ細胞障害性が低い．更にポリマーに
対する抗体産生は通常認められず，「反復投与」が可能
であることもウイルスベクターにはない大きな魅力で
ある．

REIC 分泌蛋白の抗腫瘍免疫活性

　REIC/Dkk-3は分泌蛋白であるがそのレセプター
は未だに不明である．しかし，マウスを用いた REIC/
Dkk-3遺伝子治療実験において，投与した腫瘍内に極
めて広範に細胞死が観察されることから，REIC/
Dkk-3蛋白が何らかのバイスタンダー効果又は抗腫
瘍免疫活性をもつことが早くから指摘されていた．我
々はヒト REIC/Dkk-3蛋白を精製しヒト末梢血単球

に添加したところ，単球の形態が樹状様細胞に変化し 
CD86 や CD40 などの樹状細胞特異的表面抗原マーカ
ーを発現することを発見した 12)．さらに精製ヒト 
REIC/Dkk-3蛋白をマウス前立腺癌細胞由来皮下腫
瘍に直接複数回注入したところ腫瘍塊が縮小し，その
腫瘍切片においてCD11c 陽性細胞とCD８陽性細胞
が集ぞくしていることが観察された（図２）．これらは 
REIC/Dkk-3蛋白が未知のレセプターを介して単球
の樹状様細胞への分化を促進することで最終的に 
killer T cell を活性化し，抗腫瘍活性を発揮することを
強く示唆したものであった．また同所性前立腺癌の肺
転移マウスモデルにおいて Ad-REIC の前立腺癌局所
投与後に肺転移巣も縮小することから，Ad-REIC が 
ER stress で腫瘍細胞にアポトーシスを引き起こすと
同時に，細胞死した又は Ad-REIC に抵抗性のある腫
瘍細胞から分泌された REIC/Dkk-3蛋白が上記の抗
腫瘍免疫メカニズムにより局所及び遠隔腫瘍を縮小さ
せる可能性が高いと考えている．これらは Ad-REIC 
のヒト臨床投与の有用性とREIC/Dkk-3蛋白治療の
高いポテンシャルを示唆するものである．

ま　と　め

　一連の研究においてREIC/Dkk-3が広範な癌細胞
に強力な抗腫瘍効果を持つことが明らかになった．喫
緊の課題はAd-REIC のヒト臨床試験の開始である
が，ポリマーを用いた非ウイルス遺伝子治療そして 
REIC/Dkk-3蛋白治療等の魅力ある治療戦略を更に
臨床実用に近づけることが今後の使命であると考えて
いる．林原賞の受賞を契機に更に精進していきたい．
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