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略語 

ANK: ankyrin 

ASCL2：achaete-scute family bHLH transcription factor 2 

APC: adenomatous polyposis coli 

BIRC5: baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 

β-NAD+:  beta -nicotinamide adenine dinucleotide  

β-TrCP: beta-transducin repeat containing protein 

CCND1: cyclin D1 

CD: catalytic domain 

cDNA：complementary deoxyribonucleic acid 

CEMIP：cell migration inducing protein 

CK:  casein kinase 

Ct：threshold cycle 

DHRS9：dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle medium 

EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR：epidermal growth factor receptor 

ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay 

EMP1:  epithelial membrane protein 1 

FBS：fetal bovine serum  

FGF20：fibroblast growth factor 20 

FRZD: frizzled 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GSK3β:  glycogen synthase kinase 3β 

HEPES：2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid 

HRP：horseradish peroxidase 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MC400：methyl cellulose 400 

mRNA：messenger ribonucleic acid 

PARP:  poly (ADP-ribose) polymerase 

PBS：phosphate buffered saline 

PBST：phosphate buffered saline with Tween 20 

PCR：polymerase chain reaction 

PEG MME 5000：polyethylene glycol 5000 monomethyl ether 

PI3K：phosphoinositide 3-kinase 

PRCN: porcupine 

PVDF： polyvinylidene fluoride 

qPCR：quantitive polymerase chain reaction 



   

5 
 

RNF146：RING finger protein 146 

RPMI1640：Roswell Park Memorial Institute 1640 

RT-PCR：reverse transcription polymerase chain reaction 

SAM:  sterile alpha module 

S.E.：standard error 

SCID：severe combined immunodeficiency 

SDS-PAGE：sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SFRP：secreted frizzled-related protein 

shRNA：small hairpin ribonucleic acid 

siRNA：small interfering ribonucleic acid 

TBS：tris buffered saline 

TNKS: tankyrase 

TNNC1：troponin C type 1 

TRF:  telomeric repeat binding factor 

VEGF：vascular endothelial growth factor 

WIF：Wnt inhibitory factor 
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序論 

 Wnt/β-catenin経路は細胞増殖及び幹細胞の自己複製並びに組織の発生を制御するシグ

ナル経路である(1)。Wnt/β-catenin 経路は、ショウジョウバエの発生研究とマウスの自然発症

がんの研究から発見された。1973年にショウジョウバエの発生研究において、羽のないショ

ウジョウバエ (”Wingless”)が発見された(2)。また、1982 年にマウス乳がんウィルス(mouse 

mammary tumor virus; MMTV)の感染によって乳がんを自然発症するマウスが発見され、この

原因がん遺伝子が int1 と名付けられた(3)。この int1 の機能欠損変異がショウジョウバ

エ”Wingless”の原因遺伝子であった。そして、”Wingless”と int1 を合わせ、この遺伝子は wnt

と命名された(4)。その後、1990 年代初頭に Wnt/β-catenin 経路がヒトのがんにおいても重要

な経路であることが発見された(5, 6)。その発見とは、家族性大腸がん(familial adenomatous 

polyposis; FAP)患者(6)及び大腸がん患者(5)において、Wnt/β-catenin 経路の抑制因子

Adenomatous Polyposis Coli (APC)が欠損していることを示す報告であった。以降、今日まで

Wnt/β-catenin経路はがんにおける重要な経路として注目されている(7)。 

 Wnt/β-catenin 経路は Wnt リガンドが Frizzled (Frzd)受容体に結合することで、活性化

する。活性化した Wnt/β-catenin経路では、β-cateninが脱リン酸化されると核内に移行し、転

写因子である T-cell factor (TCF)と複合体を形成する(8)。β-catenin/TCF転写複合体は CMYC、

BIRC5 (SURVIVIN) 、FGF20、ASCL2、CEMIP (KIAA1199) 、VEGFA、DHRS9、CCND1、

TNNC1、AXIN2 などの遺伝子を転写する (9-16)。Wnt/β-catenin 経路が不活性化すると β-

cateninは APC、glycogen synthase kinase 3β (GSK3β)、Casein Kinase 1α (CK1α)、Axin1/2による

分解複合体と結合し、β-TrCP によってユビキチン化が促進されプロテアソームで分解される

(17) （Figure 1）。 

 Wnt/β-catenin経路の変異は大腸がん、胃がん、肝臓がん、乳がんなど多くのがんで報

告されている(18, 19)。これらのがんでは、β-cateninの分解を担うAPCの欠損変異、Wntや β-

cateninの過剰発現、SFRPや WIFなどの Wnt/β-catenin経路抑制因子などの発現抑制によって

Wnt/β-catenin 経路が恒常的に活性化している(18, 19)。特に APC 変異は大腸がん患者の 85%

が保有することが報告されている(19)。APC 変異は核内 β-catenin の蓄積を促進し、下流遺伝

子の転写を促進することで細胞の異常な増殖を誘導する（Figure 2）。 

 Wnt/β-catenin 経路が異常になったがんに対して、有効な治療法を開発するために

Wnt/β-catenin 経路を阻害する低分子化合物や抗体が数多く研究されてきた。例えば、抗

Frizzled (FRZD) 抗体や porcupine (PRCN) 阻害剤はすでに臨床試験が進められている(20, 21)

（Figure 2）。これらの阻害剤は、Wntリガンド過剰発現のようにWnt/β-catenin経路の上流が

異常になったがんに対して有効と考えられるが、APC 変異のがんには効果を示さない可能性

が高い。なぜなら、APC変異のがん細胞はWntリガンドの有無に関わらず、恒常的にWnt/β-

catenin経路が活性化しているためである。一方、Tankyrase (TNKS) 阻害剤は APC変異のがん

細胞においてもWnt/β-catenin経路を阻害できる化合物として報告された(22) （Figure 2）。以

来、Tankyrase は Wnt/β-catenin 経路を阻害できる魅力的な標的として、複数の低分子阻害剤

（XAV939、IWR-1、IWR-3、JW74、G007-LK）が報告されている(22-24, 44)（Figure 3）。 

 Tankyrase1 及び 2 は poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)ファミリーに属し、β-
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nicotinamide adenine dinucleotide (β-NAD+) を基質として標的タンパク質に複数の ADPリボー

スを付加する(25)。Tankyraseは telomeric repeat binding factor 1 (TRF1) をポリ ADPリボシル化

し、TRF1 とテロメラーゼの結合を制御するテロメア制御因子として発見された(25, 26)。

Tankyraseは catalytic PARPドメイン, ankyrin (ANK) ドメイン、sterile alpha module (SAM) ドメ

インから構成され、ANK ドメインと SAM ドメインは PARP ファミリー酵素の中でも

Tankyrase 特異的である。Wnt/β-catenin 経路において、Tankyrase は Axin1/2 をポリ ADP リボ

シル化し、Axin1/2 が E3 ユビキチンキガーゼである RNF146にポリユビキチン化されること

を促す。そして、ポリユビキチン化された Axin1/2 はプロテアソーム経路で分解される(22, 

27)（Figure 4）。 

 本研究ではケミカルライブラリーを用いた Wnt/β-catenin 経路阻害剤のスクリーニン

グによって K-756 を見出し、作用機構解析及び標的同定の結果から K-756 が新規の選択的

Tankyrase 阻害剤であることを発見した。K-756 の大腸がん及び非小細胞肺がんに対する抗が

ん作用ついても検証し、K-756 が新規抗がん剤開発のリード化合物となる可能性を提示した。

また K-756が in vivo投与によって腫瘍内のWnt/β-catenin経路を阻害することを見出した。こ

れらの結果より K-756 は抗がん剤のリード化合物として有望であることが明らかとなった。

さらに K-756 は Tankyrase のがんにおける機能解明を可能にする有効な実験ツールになるこ

とが期待される。 
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Figure 1 Wnt/β-catenin pathway signal. 

When the signal is off, β-catenin is degraded by the destruction complex composed of APC, Axin, GSK3β, CK1α. 

Upon Wnt-binding to Frizzled and LRP5/6, β-catenin translocates to the nucleus and forms transcription complex 

with TCF and transcripts downstream genes such as MYC, CCND1 and FGF20. Tankyrase poly-ADP ribosylates 

Axin and promotes Axin degradation at proteasome.  

  

CK1a

GSK3b
P

Wnt Off Wnt On

L
R
P
5
/
6

Frizzled

APC

P P

TCF
Repression

Dvl

CK1a

GSK3b

L
R
P
5
/
6

Frizzled

b-catenin

APC

TCF
MYC, CCND1, FGF20 etc.

Dvl

TNKS
Ubiquitin

ADP-ribose

Ubiquitin

Wnt



   

9 
 

 

Figure 2 Mutations of Wnt/β-catenin pathway and Wnt/β-catenin pathway inhibitors. 

Mutations of Wnt/β-catenin pathway signal are known in several types of cancer. Wnt/β-catenin pathway inhibitors 

such as PRCN inhibitor, anti-Frzd antibody and tankyrase inhibitor are developed for anti-cancer therapeutics.  
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Figure 3 Molecular structures of tankyrase inhibitors. 

Molecular structures of tankyrase inhibitors, XAV939, IWR-1, IWR-3 and JW74. 
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Figure 4 Tankyrase inhibitor stabilizes Axin and promotes β-catenin degradation 

Tankyrase inhibitor stabilizes Axin by inhibiting its poly-ADP ribosylation. When Axin is stabilized in the cytosol, 

β-catenin degradation is promoted and the expressions of Wnt/β-catenin downstream genes are suppressed.  
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本論 

第1章 Wnt/β-catenin経路阻害剤探索を目的としたスクリーニング系の構築 

 本研究では APC 変異によって過剰に活性化した Wnt リガンド非依存的な Wnt/β-

catenin経路を阻害する低分子化合物を探索するため、APC変異大腸がん細胞DLD-1とWnt/β-

catenin経路応答配列である TCF結合配列を含むレポーターベクターを用いたレポーターアッ

セイ系の構築を試みた。 

1.1 実験材料及び実験方法 

1.1.1 実験材料 

• RPMI1640 (Thermo Fisher Scientific) 

• Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

• HEPES (1M), pH7.2-7.5 (Thermo Fisher Scientific) 

• Pyruvate Solution (Thermo Fisher Scientific) 

• D-(+)-Glucose Solution (45%) (Sigma-Aldrich) 

• Penicillin-Streptomycin (PS) (Thermo Fisher Scientific) 

• PBS (Thermo Fisher Scientific) 

• Trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

• pGL4.27 (Promega) 

• TOPflash reporter plasmid (Millipore) 

• FOPflash reporter plasmid (Millipore) 

• illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE healthcare) 

• Pyrobest PCR enzyme (Takara) 

• Xho І (Takara) 

• Hind ІІІ (Takara) 

• DNA ligation kit (Takara) 

• Attractene (QIAGEN) 

• Opti-MEM  (Thermo Fisher Scientific) 

• RNAiMax (Thermo Fisher Scientific) 

• Hygromycin B (Wako Pure Chemical) 

• Steady-Glo Luciferase Assay System (Promega) 

• RNeasy plus kit (QIAGEN) 

• QIA shredder (QIAGEN) 

• SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Thermo Fisher Scientific) 

1.1.2 細胞培養 

 ヒト大腸がん細胞株 DLD-1は医薬基盤研究所 JCRB細胞バンク(Osaka, Japan)にて購入

した。DLD-1細胞は、56°Cで 30 min処理し非働化した 10% FBS、10 mmol/L HEPES (pH7.2-
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7.5)、1 mmol/L Pyruvate Solution、4.5 mmol/L D-(+)-Glucose Solution (45%)と 1% Penicillin-

Streptomycin (PS)を含む RPMI1640 倍地を用い、37°C  5% CO2 存在下で培養した。細胞は

0.05% trypsin/EDTAを用いて継代した。DLD-1細胞は PowerPlex 16 STR Systemを用いて医薬

基盤研究所にて認証された。 

1.1.3 TCF-Lucレポーターベクターの作製 

 T cell factor (TCF)結合配列は TOPflash reporter plasmid及び FOPflash reporter plasmidを

鋳型として、Pyrobest PCR enzyme を用いて PCR 法により増幅した。プライマー配列は以下

に記した。 

フォワードプライマー： 

5’-ATATATCTCGAGCGGCATCAGAGCAGATTGTA-3’ 

リバースプライマー： 

5’-TATATAAGCTTGCCGGATCCTCTAGAGTCGA-3’  

 PCR産物をアガロースゲルに泳動し、illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification 

Kitを用いて単離し、精製した。Xho І及び Hind ІІІ制限酵素を用いて pGL4.27レポーターベ

クターと PCR 産物を切断し、DNA ligation kit を用いてベクターに PCR 産物を挿入した。変

異T cell factor (mtTCF)結合配列は FOPflash reporter plasmidを鋳型として同様の方法で pGL4.27

レポーターベクターに挿入した。 

1.1.4 レポーターベクターpGL4.27/TCF-Luc 一過的導入時のルシフェラーゼレポーターアッ

セイ 

DLD-1 細胞を 90 μL の培地で 8000 cells/well になるように 96 ウェルプレートに播種

し、24 h 後に TOPflash ベクター、FOPflash ベクター、pGL4.27-TCF ベクター、pGL4.27-

mtTCF ベクターを、それぞれ Attractene を用いて細胞に導入した。各ウェルあたり DNA 0.2 

μg、Attractene 0.1 μL になるように、DNA と Attractene を Opti-MEM 中で混合し、室温に 15 

min 静置した。この混合溶液を 10 μL ずつ各ウェルに添加した。翌日にルシフェラーゼの基

質が含まれる Steady-Glo Assay Reagent 25 μL を各ウェルに添加し、発光を Top count NXT

（Perkin Elmer）を用いて測定した。 

1.1.5 DLD-1/TCF-Luc 及び DLD-1/mtTCF-Luc 安定発現株の選抜およびシングルセルクローニ

ング 

 DLD-1細胞を 10 ml の培地で 5 × 105 cells/wellになるように 10 cmシャーレに播種し、

翌日 pGL4.27-TCF ベクター及び pGL4.27-mtTCF ベクターを DLD-1 細胞に導入した。Opti-

MEM 500 μLに懸濁したベクター 5 μgに Attractene 10 μLを添加し、混合し、室温に 15 min静

置した。この混合溶液を細胞に添加した。翌日 hygromycin B 100 μg/ml を含む培地で培養し

た。Hygromycin B 耐性を示すコロニーの増殖が認められた後、各コロニーを 96 ウェルプレ

ートに播種し、シングルセルクローニングを実施した。以後、増殖が認められたウェルの細

胞を 24 ウェルプレートに植え継いだ。細胞がコンフルエントになった時点で細胞を 0.05% 

trypsin/EDTAで剥離し、培地を添加した細胞懸濁液を作製し、その一部を 96ウェルプレート
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に 100 μL 播種した。翌日に 25 μL のルシフェラーゼの基質が含まれる Steady-Glo Assay 

Reagentを添加し、発光を Top count NXT（Perkin Elmer）を用いて測定した。高いレポーター

活性を示したクローンを 6ウェルプレートに植え継ぎ、その後 10 cmシャーレで継代培養し

た。 

1.1.6 CTNNB1 siRNAの導入とノックダウン効果の検証 

 CTNNB1（β-cateninの遺伝子名）siRNA#1及びランダム配列を有する non-targeting 

siRNAはジーンデザインで合成した。配列は以下に示した。 

non-targeting siRNA: 

sense: 5’- AUCCGCGCGAUAGUACGUAdTdT-3’ 

antisense: 5’- UACGUACUAUCGCGCGGAUdTdT-3’ 

CTNNB1 siRNA #1: 

sense: 5’- CAGUUGUGGUUAAGCUCUUdAdC-3' 

antisense: 5’- AAGAGCUUAACCACAACUGdTdT-3’ 

 DLD-1細胞を 24ウェルプレートに 2 × 104 cells/wellになるように 900 μLの培地で播

種した。CTNNB1 siRNA#1もしくは non-targeting siRNAを、RNAiMaxを用いて細胞に導入し

た。Opti-MEMに懸濁した siRNA 100 nMの溶液 100 μLと RNAiMax 1.5 μLを混合し、室温に

15 min静置した。この混合溶液 100 μLを各ウェルに添加した。24、48、72 h後に細胞を回収

した。細胞からの RNA 抽出は RNeasy plus kit を用いて実施した。24 h 後に培地を除去し、

RNeasy plus mini kit を用いて RNAを精製した。培地を除去した細胞に 350 μL RLT bufferを添

加し、よくピペッティングした後、QIAshredder スピンカラムに全量添加した。遠心後

（13000 rpm、2 min）、通過画分を gDNA Eliminator スピンカラムに全量添加し、ゲノム

DNAを除去した。遠心後（13000 rpm、30 sec）で、通過画分を回収し、350 μL 70%エタノー

ルを添加した。全量を RNeasy スピンカラムに添加し、遠心（13000 rpm、15 sec）し、通過

画分を廃棄した。700 μL RW1 bufferを RNeasyスピンカラムに添加し、遠心（13000 rpm、15 

sec）し、通過画分を廃棄した。500 μL buffer RPE を RNeasy スピンカラムに添加し、遠心

（13000 rpm、15 sec）し、通過画分を廃棄した。さらに 500 μL buffer RPEを RNeasyスピン

カラムに添加し、遠心（13000 rpm、2 min）し、通過画分を廃棄した。RNeasy スピンカラム

を 2 mlチューブにセットし、遠心（13000 rpm、1 min）し、スピンカラムに残った buffer RPE

を除去した。RNeasy スピンカラムを 1.5 mlエッペンチューブにセットし、50 μL 滅菌精製水 

(desterilized distilled water; DDW)を添加し、1 min室温で静置後、スピンカラムを遠心（13000 

rpm、1 min）し、RNAを溶出した。RNA濃度を nano dropを用いて測定した。 

 次に、Super Script VILO cDNA synthesis reagentを用いて RNAから cDNAを逆転写し

た。逆転写反応のため、5×VILO Reaction Mix 4 µL、10×SuperScript Enzyme Mix 2 µLと 1 μg

の RNA溶液を混合し、20 μLになるように DDWでメスアップした。Gene Amp PCR System 

9700 (Applied Biosystems)を用いて、25°C 10 min、42°C 60 min、80°C 5 minの逆転写反応を実

施した。リアルタイム RT-PCRの鋳型サンプルには逆転写反応溶液を 10倍希釈した溶液を用

いた。検量線は逆転写反応液を 1倍、10倍、100倍、1000倍希釈した溶液を用いた。リアル
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タイム RT-PCR は Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG を用いて実施した。Platinum 

SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 25 µL、Forward primer 10 µM 1 µL、Reverse primer 10 µM 1 

µL、鋳型サンプル 10 µLと DDW 23 µLを混合し、以下の反応でリアルタイム RT-PCRを実

施し、cDNA量は ABI PRISM (Thermo Fisher Scientific)を用いて定量した。 

 

PCR反応 

50°C 2 min 

95°C 2 min 

95°C 15 sec 

60°C 30 sec     

サンプルの cDNA 量は測定された Ct 値から検量線を用いて算出した。すべての遺伝子の

cDNA 量は GAPDH の cDNA 量で補正した。リアルタイム RT-PCR に用いたプライマーは以

下に記した。 

CTNNB1: 

sense primer: 5’-GAAACGGCTTTCAGTTGAGC-3’  

anti-sense primer: 5’-CTGGCCATATCCACCAGAGT-3’ 

GAPDH: 

sense primer: 5’-ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTG-3’ 

anti-sense primer: 5’-CTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTG-3’ 

1.1.7 TCFレポーターアッセイ 

 pGL4.27-TCF ベクターもしくは pGL4.27-mtTCF ベクターを安定発現したシングルク

ローン細胞 DLD-1/TCF-Luc及び DLD-1/mtTCF-Lucを 5000 cells/wellになるように 384ウェル

プレートに 45 μL播種し、CTNNB1 siRNA#1及び non-targeting siRNAを導入した。Opti-MEM

に懸濁した siRNA 0.3、1、3、10、30、100、300 nMの溶液 5 μLと RNAiMax 0.05 μLを混合

し、室温に 15 min 静置した。この混合溶液 5 μLを各ウェルに添加した。48 h後にルシフェ

ラーゼの基質が含まれる Steady-Glo Assay reagentを 12.5 μL添加し、Top Count NXT（Perkin 

Elmer）を用いて発光を測定した。 

1.1.8 TCFレポーター活性の算出 

 DLD-1/TCF-Luc 細胞及び DLD-1/mtTCF-Luc 細胞におけるレポーター阻害活性は以下

の計算式を用いて算出した。 

レポーター阻害活性 (%) = 100 − (DLD-1/TCF-Luc 細胞におけるルシフェラーゼ活性 ÷ DLD-

1/mtTCF-Luc細胞におけるルシフェラーゼ活性 × 100) 

 40 cycles 
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1.2 実験結果 

1.2.1 pGL4.27/TCF-Luc 及び pGL4.27/mtTCF-Lucベクターの作製 

 転写因子 TCF は β-catenin と複合体を形成し、遺伝子プロモーター上に存在する TCF

結合配列に結合し RNA を転写する。すなわち、TCF の転写活性は Wnt/β-catenin 経路の活性

の指標となる。TCFの転写活性を測定するために考案されたベクターが TOPflashベクターで

ある(28)。TOPflash ベクターは TCF結合配列を 6回繰り返した配列を有するレポーターベク

ターである。一方、非特異的な結合を除外するために考案されたベクターが FOPflashベクタ

ーであり、変異を有した TCF結合配列を 6回繰り返した配列を有するレポーターベクターで

ある(28)。したがって、FOPflash ベクターのレポーター活性は阻害せず TOPflash ベクターの

レポーター活性を選択的に阻害する化合物が Wnt/β-catenin 経路選択的な化合物といえる。ど

ちらのベクターにも薬剤耐性遺伝子が含まれていないことから、本研究ではレポーター応答

配列を pGL4.27 ルシフェラーゼ発現レポーターベクターに組み換えることにした。TCF結合

配列の 6 回繰り返し配列はパリンドローム構造をしており、PCR 増幅が困難であった。そこ

で、目的とする配列の上流 103 bpから、下流 34 bpまでを増幅することにした。増幅した配

列を Figure 5に示した。 
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A. pGL4.27-TCF 

5’-

CGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAAT

ACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTAT

TACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

GTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGTTAAGATCAAAGGGGGTAAGATCAAAGGGGGTAAAATCAAAGGGGGCCC

CCTTTGATCTTACCCCCTTTGATCTTACCCCCTTTGATCTTACTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCG

GC-3’ 

B. pGL4.27-mtTCF 

5’-

CGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAAT

ACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTAT

TACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

GTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAAGGGGGTAAGGCCAAAGGGGGTAAGGCCAAAGGGGGCCCCCTTTGGCCTT

ACCCCCTTTGGCCTTACCCCCTTTGGCCTTACCTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCGGC-3’ 

Figure 5 Insert sequences of pGL4.27-TCF and pGL4.27-mtTCF. 

Insert sequence of A, pGL4.27-TCF and B, pGL4.27-mtTCF. These sequences were amplified from TOPflash 

reporter vector and FOPflash reporter vector and cloned into pGL4.27 luciferase reporter vector. The sequences 

boxed are A, the 6×TCF binding sites and B, the 6×mtTCF binding sites. The sequences shown in bold are the 

mutated sites. 

 

1.2.2 DLD-1細胞における TCFレポーター活性 

 購入した TOPflash ベクター、FOPflash ベクターと作製した pGL4.27-TCF ベクター、

pGL4.27-mtTCF ベクターを DLD-1 細胞にそれぞれ導入し、TOPflash ベクターと FOPflash ベ

クターのシグナル活性の比率と pGL4.27-TCFベクターと pGL4.27-mtTCFベクターのシグナル

活性の比率を算出した。その結果、pGL4.27-TCFベクター と pGL4.27-mtTCFベクターのシグ

ナル活性の比率の方が大きく、こちらのベクターの組み合わせの方がより高感度に Wnt/β-

catenin 経路の活性を検出できることが判明した（Figure 6）。 
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Figure 6 Reporter activity by pGL4.27-TCF/pGL4.27-mtTCF vector and 

TOPflash/FOPflash vector. 

pGL4.27-TCF and pGL4.27-mtTCF vectors show higher luciferase activity signal ratio than TOPflash and 

FOPflash vectors. Each of the pGL4.27-TCF, pGL4.27-mtTCF, TOPflash and FOPflash vector was transfected to 

DLD-1 cells. The next day, luciferase activity was measured. pGL4.27-TCF signal was normalized to pGL4.27-

mtTCF signal. TOP flash signal was normalized to FOP flash signal. 

 

1.2.3 CTNNB1 siRNAによる CTNNB1 ノックダウン効果及び TCFレポーター阻害活性 

 作製した pGL4.27/TCF-Luc ベクター及び pGL4.27/mtTCF-Luc ベクターを DLD-1 細胞

に導入し、hygromycin B を用いて安定発現細胞株を樹立した。これらのレポーター細胞の応

答を CTNNB1 siRNA#1 を用いて評価した。レポーター活性を評価する前に、使用する

CTNNB1 siRNA#1 のノックダウン効果をリアルタイム RT-PCR を用いて評価した。その結果、

DLD-1細胞において CTNNB1 mRNAのノックダウンが認められた（Figure 7）。 
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Figure 7 Target gene knockdown by CTNNB1 siRNA. 

CTNNB1 is knocked down by CTNNB1 siRNA#1 from 24 h treatment. DLD-1 cells were transfected with 

CTNNB1 siRNA#1 or non-targeting siRNA. After indicated times, mRNA was collected and the expression level 

of CTNNB1 was measured by an RT-PCR. Gene expression of CTNNB1 was normalized to GAPDH.  

 

 次に、DLD-1/TCF-Luc 細胞に CTNNB1 siRNA#1 を導入しレポーター活性を評価した

結果、レポーター活性が阻害された。同様に DLD-1/mtTCF-Luc 細胞に CTNNB1 siRNA を導

入した結果、レポーター活性は阻害されなかった（Figure 8）。したがって、DLD-1/TCF-Luc

細胞は Wnt/β-catenin 経路依存的にレポーター活性を示すことが明らかとなった。一方、

DLD-1/mtTCF-Luc細胞はWnt/β-catenin 経路非依存的なレポーター活性を示すことが明らかと

なった。以上の結果から、DLD-1/TCF-Luc 細胞及び DLD-1/mtTCF-Luc 細胞のレポーター活

性を評価することで、Wnt/β-catenin 経路選択的な阻害剤が取得できることが示唆された。 
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Figure 8 Reporter inhibition in DLD-1/TCF-luc and DLD-1/mtTCF-luc cells by 

CTNNB1 siRNA. 

CTNNB1 siRNA#1 inhibits the reporter activity in DLD-1/TCF-luc cells but it does not inhibit the reporter activity 

of DLD-1/mtTCF-luc cells. CTNNB1 siRNA#1 was transfected to DLD-1/TCF-luc and DLD-1/mtTCF-luc cells. 

After 48 h, luciferase activity was measured. Each point represents the mean ± S.D. (triplicate). 
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1.3 考察 

 構築した DLD-1/TCF-Luc 細胞が効率的に Wnt/β-catenin 経路の活性を検出できた理由

について考察する。TOPflashベクター及び FOPflashベクターは 1997年にKorinekらによって

作製され(28)、広く Wnt/β-catenin 経路活性を評価する実験材料として使用されてきた。これ

は TCF 結合配列が 6 回繰り返されることにより、内在性の TCF 転写活性を効率的に検出す

ることが可能であったためである。これらの応答配列を新たに pGL4.27 ベクターに組み換え

た pGL4.27-TCF ベクターと pGL4.27-mtTCF ベクターでは、TOPflash ベクターと FOPflash ベ

クターよりもレポーター活性比を高く検出できた。この理由を以下に挙げた。まず、レポー

ター遺伝子である synthetic firefly luc2 (Photinus pyralis)は哺乳類細胞における発現効率が高く

なるようにコドンが改変されており、元の TOPflashベクターよりも効率的に応答配列の転写

活性を評価することができる点が挙げられる。次に、pGL4.27 ベクターが転写するルシフェ

ラーゼは従来のルシフェラーゼよりも半減期が短くなるように分解配列が付加されており、

内在性の転写活性に対してレポーター活性がより迅速に応答する点が挙げられる。さらに

pGL4.27 ベクターは非特異的な転写因子の結合が抑制されるように配列が改変されており、

応答配列非依存的なレポーター活性が抑制されている点が挙げられる。以上の理由により

pGL4.27/TCF-Lucベクターと pGL4.27/mtTCF-Luc ベクターは、TOPflashベクターと FOPflash

ベクターよりも改良されたベクターであるため、DLD-1 細胞におけるレポーター活性比が上

昇したと考えられる。 

 本研究では構築したレポーター系を用いて、Wnt/β-catenin 経路を阻害する化合物のス

クリーニングを目指している。そこで、Wnt/β-catenin 経路を選択的に阻害する化合物を模倣

できる β-catenin siRNAを DLD-1/TCF-Luc細胞及び DLD-1/mtTCF-Luc細胞に導入した結果、

DLD-1/TCF-Luc 細胞のレポーター活性のみが選択的に阻害された。今回の結果から、目的と

するスクリーニング系のポジティブコントロールになる低分子化合物が見出されていない場

合、スクリーニング系を検証する上で siRNAは有力なツールになることが示された。 
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1.4 小括 

 第 1 章では Wnt/β-catenin 経路阻害剤を取得するために Wnt/β-catenin 経路レポーター

系を構築した。Wnt/β-catenin 経路の活性を検出するために、β-catenin と複合体を形成する転

写因子 TCF の DNA 結合配列をルシフェラーゼ遺伝子のプロモーター領域に挿入したレポー

ターベクターpGL4.27-TCF を作製した。非特異的なレポーター活性阻害剤を除外するために、

TCF 結合配列に変異を挿入したレポーターベクターpGL4.27-mtTCF も同時に作製した。次に

大腸がん患者の病態を想定し、APC 変異を有する大腸がん細胞 DLD-1 に pGL4.27-TCF ベク

ター及び pGL4.27-mtTCFベクターを導入し、hygromycin Bを用いて、ベクターを安定発現す

る細胞を取得した。複数取得したシングルクローンの中から、レポーター活性が高く、

CTNNB1 siRNAによってレポーター活性が阻害される DLD-1/TCF-Luc細胞のクローンを選抜

した。さらに CTNNB1 siRNA によってレポーター活性が阻害されない DLD-1/mtTCF-Luc 細

胞のクローンも同様に選抜した。DLD-1/TCF-Luc 細胞を一次スクリーニングに用い、DLD-

1/mtTCF-Luc 細胞をカウンタースクリーニングに用いることで、Wnt/β-catenin 経路選択的な

阻害剤の取得を目指す。 
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第2章 Wnt/β-catenin経路阻害剤の探索と K-756の発見 

 本章では DLD-1/TCF-Luc 細胞及び DLD-1/mtTCF-Luc細胞を用いたレポーターアッセ

イにより、Wnt/β-catenin 経路を選択的に阻害する低分子化合物のスクリーニングを試みた。

さらにレポーター系で選択性を示した化合物について、内在性の Wnt/β-catenin下流遺伝子発

現プロファイル解析を実施し、真に Wnt/β-catenin経路選択的な阻害剤であるか検証した。 

2.1 実験材料及び実験方法 

2.1.1 実験材料 

• RPMI 1640(Thermo Fisher Scientific) 

• Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

• HEPES (1M), pH7.2-7.5 (Thermo Fisher Scientific) 

• Pyruvate Solution (Thermo Fisher Scientific) 

• D-(+)-Glucose Solution (45%) (Sigma-Aldrich) 

• Penicillin-Streptomycin (Thermo Fisher Scientific) 

• PBS  (Thermo Fisher Scientific) 

• Trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

• Hygromycin B (Wako Pure Chemical) 

• Steady-Glo Assay System (Promega) 

• Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Wako Pure Chemical) 

• Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) 

• RNAiMax (Thermo Fisher Scientific) 

• Stealth non-targeting siRNA (#12935-113、Thermo Fisher Scientific) 

• CTNNB1 siRNA #2 (#HSS102461、Thermo Fisher Scientific) 

• CTNNB1 siRNA #3 (#HSS102462、Thermo Fisher Scientific) 

• RNeasy plus kit (QIAGEN) 

• QIA shredder (QIAGEN) 

• SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Thermo Fisher Scientific) 

• TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• NP40 Cell Lysis Buffer (Sigma-Aldrich) 

• Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 

• Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories) 

• Lane Marker Reducing Sample Buffer (5×) (Thermo Fisher Scientific) 

• Running Buffer Solution (10×) for SDS-PAGE, Tris - Glycine (Nacalai Tesque) 

• 20× TBS Tween-20 Buffer (Thermo Fisher Scientific) 

• Supersep ACE 10% 13well (Wako Pure Chemical) 

• Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad Laoboratories) 

• Immobilon-P PVDF Membrane (Merck Millipore) 
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• Skim Milk (Nacalai Tesque) 

• Anti-Axin1 antibody (Cell Signaling Technology) 

• Anti-Axin2 antibody (Cell Signaling Technology) 

• Anti-unphospho-β-catenin antibody (Millpore) 

• Anti-β-actin antibody (Sigma-Aldrich) 

• Anti-Mouse IgG, HRP-Linked F (ab’)2 Fragment Sheep (GE Healthcare) 

• Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked F (ab’)2 Fragment Donkey (GE Healthcare) 

• SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate  (Thermo Fisher Scientific) 

2.1.2 細胞培養 

 ヒト大腸がん細胞株 DLD-1のレポーター細胞 DLD-1/TCF-Luc及び DLD-1/TCF-mtLuc

は 1.1.5に記載した方法で作製した。細胞は、56°Cで 30 min処理し、非働化した 10% FBS、

10 mmol/L HEPES、1 mmol/L Pyruvate Solution、4.5 mmol/L D-(+)-Glucose Solution (45%)、1% 

Penicillin-Streptomycin (PS)と 100 μg/ml hygromycin Bを含む RPMI1640倍地を用い、37°C  5% 

CO2存在下で培養した。細胞は 0.05% trypsin/EDTAを用いて継代した。 

2.1.3 Wnt/β-catenin経路レポーターアッセイ 

 DLD-1/TCF-Luc 細胞もしくは DLD-1/mtTCF-Luc 細胞をそれぞれ 2000 cells/well 及び

8000 cells/wellになるように 384ウェルプレートに 30 μL播種し、翌日 20 μLの化合物希釈液

を添加した。化合物希釈液は DMSO の最終濃度が 0.1%になるように RPMI 培地を用いて調

製した。18 h 後にルシフェラーゼの基質が含まれる Steady-Glo Luciferase Assay Reagent 12.5 

μLを添加し、Top Count NXT (Perkin Elmer)を用いて発光を測定した。 

2.1.4 CTNNB1 siRNAの導入及び siRNAによるノックダウン効果の検証 

 CTNNB1 siRNA#1及び non-targeting siRNAはジーンデザインで合成した。配列は

1.1.6に記載した。ランダム配列を有する Stealth non-targeting siRNA、CTNNB1 siRNA #2及び

CTNNB1 siRNA #3は Thermo Fisher Scientificから購入した。CTNNB1 siRNAの導入及び

siRNAのノックダウン効果の検証は 1.1.6に記載した方法で実施した。 

2.1.5 Wnt/β-catenin経路下流遺伝子発現解析 

 DLD-1/TCF-Luc細胞を 24ウェルプレートに 2 × 104 cells/wellで播種し、翌日化合物を

添加した。24 h後に培地を除去し、RNeasy plus mini kit を用いて RNAを精製した。RNA精

製方法及び cDNAへの逆転写法は 1.1.6に記載した。siRNAを導入した細胞の下流遺伝子発現

解析には 2.1.3で作製した cDNAを用いた。リアルタイム RT-PCRの鋳型サンプルには逆転写

反応溶液を 10倍希釈した溶液を用いた。検量線は逆転写反応液を 1倍、10倍、100倍、1000

倍希釈した溶液を用いた。リアルタイムRT-PCRはPlatinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG

もしくは TaqMan Universal PCR Master Mix を用いて実施した。cDNA量は ABI PRISMもしく

は Applied Biosystems 7500 fast real time PCR system (Thermo Scientifc)を用いて定量した。

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDGを用いたリアルタイム RT-PCRは 1.1.6に記載した
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方法で実施した。TaqMan Universal PCR Master Mix を用いたリアルタイム RT-PCR は、

TaqMan Universal PCR Master Mix 10 μL、Taqman gene expression assay primer 1μL、鋳型サンプ

ル 5μLと DDW 4 μLを混合し、以下の反応で実施した。 

PCR反応 

95°C 10 min 

95°C 15 sec 

60°C 1 min    

サンプルの cDNA 量は測定された Ct 値から検量線を用いて算出した。それぞれの遺伝子の

cDNA量は検出に用いた試薬 （Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDGもしくは TaqMan 

Universal PCR Master Mix）で測定した GAPDH の mRNA 量で補正した。リアルタイム RT-

PCRに用いたプライマーは以下に記した。 

GAPDH : 

sense primer: 5’-ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTG-3’  

anti-sense primer: 5’-CTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTG-3’ 

MYC : 

sense primer: 5’-TTCGGGTAGTGGAAAACCAG-3’  

 anti-sense primer: 5’-CAGCAGCTCGAATTTCTTCC-3’ 

BIRC5 (SURVIVIN) : 

sense primer: 5’- GTTGCGCTTTCCTTTCTGTC-3’  

anti-sense primer: 5’- GCACTTTCTTCGCAGTTTCC-3’ 

FGF20 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00173929_m1 

ASCL2 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00270888_s1 

CEMIP (KIAA1199): TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00378530_m1 

VEGFA : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00900055_m1 

DHRS9 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00608375_m1 

CCND1 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00765553_m1 

TNNC1 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00896999_g1 

AXIN2 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00610344_m1 

GAPDH : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs02758991_g1 

2.1.6 Wnt/β-catenin経路下流遺伝子発現プロファイルの相関解析 

 CTNNB1 siRNA もしくは化合物を添加した DLD-1 細胞の Wnt/β-catenin 経路下流遺伝

子 （MYC、DHRS9、SURVIVIN、VEGFA、ASCL2、FGF20、CEMIP）の発現を一つのプロフ

ァイルとみなし、それぞれの細胞の発現プロファイルの相関解析を Excel 2003 ソフトウェア

を用いて実施した。 

2.1.7 Axin1/2及び活性化型β-cateninのウェスタンブロッティング 

 DLD-1/TCF-Luc細胞を 10 cmシャーレに 5 × 105 cells/wellになるように 10 mlで播種

し、翌日化合物を添加した。24 h 後に培地を除去し、PBS を添加しスクレイパーで細胞を剥

 40 cycles 
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離した。遠心（1000 rpm、5 min）後、PBSを除去し、細胞ペレットを回収した。細胞ペレッ

トに protease inhibitor cocktail を含有した NP40 lysis buffer 100 μLを添加し、ピペッティング

した。氷上に 30 min 静置し、細胞を溶解した。遠心（13000 rpm、15 min）後、上清を回収

し、Bradford プロテインアッセイ法を用いてタンパク質濃度を定量した。すべてのサンプル

のタンパク質濃度を同一にした。Lane Marker Reducing Sample Buffer (5×)を 5倍希釈になるよ

うに添加し、95°C 2 min加熱した。氷上で静置後、 SuperSep Ace, 10% ゲルを用いてタンパク

質を泳動分離した。ランニングバッファーが入った泳動槽にゲルを設置し、スタンダード及

びサンプルをチャージした。ゲル一枚あたり、15 mA で泳動した。セミドライ方式で PDVF

膜にタンパク質を転写した。一台あたり 100 mAで転写後、PDVF膜を 3% skim milk/TBSに

浸し、ブロッキングした。30 min 後に 500 倍希釈した一次抗体を含む 3% skim milk/TBS に

PDVF膜を浸し、4°Cで一晩振盪した。翌日、PDVF膜を TBS with 0.1% Tween-20で洗浄し、

5000 倍希釈した二次抗体を含む 3% skim milk/TBS に PDVF 膜を浸した。1 h 後に TBS with 

0.1% Tween-20で洗浄し、Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrateを用いて発色し

た。シグナルはLAS4000 （Fuji Film）を用いて検出した。使用した抗体は 2.1.1に記載した。 
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2.2 実験結果  

2.2.1 Wnt/β-catenin経路レポーターアッセイを用いた低分子化合物スクリーニング 

 DLD-1/TCF-Luc 細胞のレポーター活性は阻害するが、DLD-1/mtTCF-Luc 細胞のレポ

ーター活性は阻害しない化合物を Wnt/β-catenin経路選択的な阻害剤と定義し、スクリーニン

グを実施した。DLD-1/TCF-Luc 細胞のレポーター活性の IC50値と DLD-1/mtTCF-Luc 細胞の

IC50 値に 10 倍以上差があることを選択性の判断基準とした。K-756（Figure 9A）は DLD-

1/TCF-Luc細胞のレポーター活性を IC50値 110 nmol/Lで阻害したが、DLD-1/mtTCF-Luc細胞

のレポーター活性は 10 μmol/Lにおいても阻害しなかった（Figure 9C）。したがって、K-756

を選択的な Wnt/β-catenin 経路阻害剤とした。K-756 は昇圧剤の探索研究において合成された

誘導体(29)であるが、その Wnt/β-catenin 経路阻害活性は本研究において初めて見出された。

一方、K-756 の構造類似体である K-050（Figure 9B）(30)は DLD-1/TCF-Luc 細胞及び DLD-

1/mtTCF-Luc細胞のレポーター活性を 10 μmol/Lにおいても阻害しなかった（Figure 9D）。 
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A                                                                           B 

 

C                                                                             D 

  

Figure 9 Chemical structure and Wnt/β-catenin pathway reporter inhibition by K-756. 

A, Chemical structures of K-756 and B, an inactive analogue K-050 are shown in the figure. C, K-756 inhibited 

reporter activity of DLD-1/TCF-Luc cells but not that of DLD-1/mtTCF-Luc cells. DLD-1/TCF-Luc cells or DLD-

1/mtTCF-Luc cells were treated with the compound and after 18 h, luciferase activity was measured. Each point 

represents the mean (triplicate).  D, K-050 does not inhibit reporter activity of DLD-1/TCF-Luc cells nor that of 

DLD-1/mtTCF-Luc cells. Each point represents the mean (triplicate). 

 

2.2.2 Wnt/β-catenin経路下流遺伝子発現解析 

 K-756は DLD-1/TCF-Luc細胞のレポーター活性を選択的に阻害することが見出され

た。そこで、K-756が内在性のWnt/β-catenin経路についても選択的に阻害するか検証した。

検証は遺伝子発現プロファイルの相関解析を用いて実施した。遺伝子発現プロファイル解析

とは、siRNAや化合物を添加した細胞における複数の遺伝子発現変化を一つのパターン、す

なわち遺伝子発現プロファイルとして捉え、それらのプロファイルを比較する手法である。

相関係数（r）が 1≥r ≥0.5のときに相関があるとみなし、0.5>rは相関がないとみなす。はじ

めに 3種類の異なる配列を標的とした CTNNB1 siRNA#1, #2, #3を DLD-1/TCF-Luc細胞に導

入した。いずれの CTNNB1 siRNAも CTNNB1の発現を阻害した（Figure 10）。さらに 7種類

のWnt/β-catenin経路下流遺伝子の発現量についても解析をした結果、すべての遺伝子で変動
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が認められた（Figure 11）。なお、DHRS9は β-cateninによって負に制御されている遺伝子

のため、CTNNB1 siRNAによって遺伝子発現が亢進した。CTNNB1 siRNA#1, #2, #3をそれぞ

れ導入した DLD-1/TCF-Luc細胞における遺伝子発現プロファイル同士の rを算出した結果、

いずれも r=0.92以上であり、高い相関が認められた（Table 1）。 

 

 

Figure 10  Target gene knockdown by CTNNB1 siRNA. 

CTNNB1 siRNA#1, #3 induces the knockdown of CTNNB1 mRNA from 1 nmol/L. CTNNB1 siRNA #2 induces 

the knockdown of CTNNB1 mRNA from 10 nmol/L.  CTNNB1 siRNA was transfected to DLD-1/TCF-Luc cells. 

After 48 h, mRNA was collected and the expression level of CTNNB1 was measured by an RT-PCR. mRNA 

expression of CTNNB1 was normalized to GAPDH. 
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Figure 11  Wnt/β-catenin pathway downstream gene regulation by CTNNB1 siRNA in 

DLD-1/TCF-Luc cells. 

CTNNB1 siRNA #1, #2 and #3 induces expression changes of Wnt/β-catenin pathway downstream genes. CTNNB1 

siRNA was transfected to DLD-1/TCF-Luc cells. After 48 h, mRNA was collected and the expression levels of the 

Wnt/β-catenin downstream genes were measured by an RT-PCR. mRNA expression of Wnt/β-catenin pathway 

downstream gene was normalized to GAPDH. 

 

Table 1 The correlation coefficients of the gene expression profiles between CTNNB1 

siRNAs and XAV939- or K-756-treated cells. 
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 次に、Wnt/β-catenin 経路阻害剤として報告されていた XAV939 を DLD-1/TCF-Luc 細

胞に添加し、遺伝子発現プロファイルを求めた。CTNNB1 siRNAを導入した DLD-1/TCF-Luc

細胞の遺伝子発現プロファイルと比較すると、最も高い相関係数が r = 0.79 であり、相関が

認められた（Table 1）。以上の結果より、遺伝子発現プロファイルの比較は Wnt/β-catenin経

路選択的な阻害剤を取得する上で有効であることが判明した。K-756 を、レポーター活性を

阻害した濃度である 1 μmol/L の濃度で DLD-1/TCF-Luc 細胞に添加し、遺伝子発現プロファ

イルを求めた（Figure 12）。CTNNB1 siRNAを導入した DLD-1/TCF-Luc細胞の遺伝子発現プ

ロファイルと比較すると最も高い相関係数が r = 0.78 であり、相関が認められた（Table 1）。

以上の結果より、K-756は CTNNB1 siRNAと同様に、内在性の Wnt/β-catenin経路を選択的に

阻害する低分子化合物であることが判明した。 

 

Figure 12 Wnt/β-catenin downstream gene regulations by CTNNB1 siRNA, K-756 or XAV939 

in DLD-1/TCF-Luc cells. 

The K-756 regulates Wnt/β-catenin downstream genes. The reporter inhibitory concentration of K-756 (10 

μmol/L) or XAV939 (3 μmol/L) was added to DLD-1/TCF-Luc cells. After 24 h, mRNA was collected and the 

expression levels of the Wnt/β-catenin downstream genes were measured by an RT-PCR. CTNNB1 siRNA#1 (1 

nmol/L) was transfected to DLD-1/TCF-Luc cells. After 48 h, mRNA was collected and an RT-PCR was performed. 

 

2.2.3 Wnt/β-catenin経路関連タンパク質の発現解析 

 K-756が Wnt/β-catenin経路を選択的に阻害することが、これまでの実験結果より明ら

かとなったが、K-756 が Wnt/β-catenin 経路を阻害するメカニズムは不明であった。そこで、

Wnt/β-catenin 経路関連分子の発現解析を実施した。β-catenin は活性化すると脱リン酸化され
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るため、脱リン酸化 β-cateninを認識する抗体で活性化型 β-cateninを検出した。その結果、K-

756 は活性化した β-catenin の発現を抑制した（Figure 13）。このとき、K-756 は β-catenin の

mRNA は抑制しなかったことから、β-catenin の分解を促進することが推測された。β-catenin

は APC、Axin1/2、GSK3β、CK1αと複合体を形成し、プロテアソームで分解される(1)。そこ

で、Axin1及び Axin2の発現を検出した結果、K-756は Axin1及び Axin2のタンパク質発現を

上昇させることが判明した（Figure 13）。K-756は Axin1/2タンパク質の発現を安定化させる

ことで、活性化 β-cateninの分解を誘導し、Wnt/β-catenin経路を阻害することが推測された。 

 

Figure 13 Axin1/2 stabilization and active β-catenin suppression by K-756 in DLD-

1/TCF-Luc cells. 

K-756 stabilizes Axin1 and 2 and decreased the level of active β-catenin. K-756 was added to DLD-1/TCF-Luc 

cells. After 24 h, the cells were collected and Western blotting was performed.  
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2.3. 考察  

 レポーターアッセイは内在性のシグナル経路阻害を簡便に測定する方法として、低

分子化合物スクリーニングに多用されてきた。一方で、レポーター遺伝子であるルシフェラ

ーゼ自体の遺伝子発現阻害やタンパク質合成阻害、ルシフェラーゼの酵素反応阻害を阻害す

る低分子化合物が偽陽性として取得されることが課題であった。例えば、RNA合成阻害剤や

タンパク質合成阻害剤である。さらにルシフェラーゼ反応は ATP と Mg2+を利用するため、

ATP と拮抗する低分子化合物や、Mg2+のキレート剤によっても反応が阻害され、これらの化

合物も偽陽性としてレポーターアッセイで頻繁にヒットすることが知られている。したがっ

て、レポーターアッセイで効率的に目的とする化合物を取得するためには、非特異的なレポ

ーター活性阻害剤を除外するためのカウンターアッセイ系の構築が重要になる。本研究で用

いたカウンターアッセイ系である DLD-1/mtTCF-Luc 細胞は TCF 結合配列に変異が入ってお

り、TCF 結合とは関係のない非特異的な転写因子の結合によりルシフェラーゼ遺伝子の発現

を誘導する。したがって、DLD-1/TCF-Luc 細胞と DLD-1/mtTCF-Luc 細胞のレポーター活性

をともに阻害する化合物は Wnt/β-catenin経路と関係のない作用メカニズムを持つことが容易

に推測される。K-756はDLD-1/TCF-Luc細胞のレポーター活性は阻害するが、DLD-1/mtTCF-

Luc 細胞のレポーター活性は阻害しないため、Wnt/β-catenin 経路の阻害剤であると判断した。

ただし、レポーター活性は内在性シグナル阻害を検出する代替の指標であり、実際に内在性

シグナル阻害を評価するまで、真に目的とする作用を持つか判断できない。さらに Wnt/β-

catenin経路の下流遺伝子の中には TCF以外の転写因子でも制御される遺伝子があり、1種類

の遺伝子変動を評価するだけでは、その化合物が内在性の Wnt/β-catenin経路を阻害するとは

判断できない。そこで本研究では 7種類の Wnt/β-catenin経路の下流遺伝子の遺伝子発現変動

プロファイルを評価した。Wnt/β-catenin経路選択的な阻害剤である CTNNB1 siRNAを導入し

た細胞と K-756 を添加した細胞の遺伝子発現変動プロファイルを比較した結果、高い相関を

示したため、K-756 を真に Wnt/β-catenin 経路選択的な阻害剤と判断した。以上の結果より、

本研究において実施した 2 種類のレポーターアッセイ系及び遺伝子発現変動プロファイル解

析は選択的なWnt/β-catenin経路阻害剤を効率的に取得するために有効であったといえる。 

 本研究によって、K-756は Axin1/2 を安定化することで、活性化した β-catenin の分解

を誘導し、Wnt/β-catenin 経路を阻害することが明らかとなった。Axin1/2 は APC、GSK3β、

CK1αと複合体を形成し、β-cateninの分解を誘導する。野生型APCは全長2843 a.a.であるが、

本研究に用いた DLD-1細胞の APCは 1-1427 a.a.からなる欠損変異型 APCである(31)。DLD-

1 細胞の欠損変異型 APC は β-catenin との結合サイトの一部を欠損するため、野生型 APC と

比較するとその結合は弱いが、β-catenin と結合し、β-catenin をユビキチン化して分解する

(31)。したがって、DLD-1細胞は APC欠損変異を有するものの、β-cateninの分解機構は機能

している。一方、DLD-1細胞の欠損変異型 APCは Axin1/2との結合サイトを欠損するため、

Axin1/2と結合できない。それにも関わらず、DLD-1細胞では K-756による Axin1/2の安定化

によって β-cateninの分解が誘導された。これは、Axin1/2が APCを介さずに β-cateninの分解

を誘導できることを示唆する。また、Axin1/2は APC、GSK3β、CK1αと比較して、極めて発

現量が低いにも関わらず、その発現量の変化が β-cateninの分解に大きく影響を与えることが
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報告されている(32)。この分子機構により、細胞はAxin1/2の発現量のみを制御することで効

率的に β-cateninの分解機構を制御でき、Wnt/β-catenin経路の恒常的な活性化を防ぐことが可

能になる。以上のメカニズムにより、K-756 は Axin1/2 を安定化することで β-catenin の分解

を迅速に誘導し、下流の Wnt/β-catenin経路を阻害したと考えられる。 
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2.4. 小括  

 第 2章ではDLD-1/TCF-Luc細胞を用いて、Wnt/β-catenin経路を阻害する低分子化合物

の探索を実施した。続いて、非特異的なレポーター活性阻害剤を除外するために、DLD-

1/mtTCF-Luc 細胞を用いてレポーター評価を実施した。その結果、K-756 が DLD-1/TCF-Luc

細胞のレポーター活性を選択的に阻害することを見出した。次に K-756 が内在性の Wnt/β-

catenin 経路を選択的に阻害するか検討するため、Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子の発現変動プ

ロファイル解析を実施した。その結果、K-756 を添加した細胞の Wnt/β-catenin 経路下流遺伝

子発現変動プロファイルは CTNNB1 siRNAを導入した細胞のプロファイルと高い相関を示し、

K-756が Wnt/β-catenin 経路選択的な阻害剤であることが示された。K-756 が Wnt/β-catenin 経

路を阻害するメカニズムを解明するために、活性化型 β-catenin、Axin1/2 の発現を検出した

ところ、K-756 は活性化 β-catenin を減少させ、Axin1/2 の発現を安定化させることを見出し

た。Axin1/2は β-cateninの分解を制御することから、K-756は Axin1/2を安定化することで β-

cateninの分解を促進し、Wnt/β-catenin経路を阻害することが示唆された。 
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第3章 K-756の標的同定 

 第 2章の検討結果より、K-756は Axin1/2を安定化することで活性化型 β-cateninの分

解を促進し、Wnt/β-catenin 経路を阻害することが明らかとなった。本章では K-756 の標的を

同定することを試みた。 

3.1 実験材料と実験方法 

3.1.1 実験材料 

• PARP1 Chemiluminescent Assay Kit (BPS bioscience) 

• PARP2 Chemiluminescent Assay Kit (BPS bioscience) 

• PARP3 Chemiluminescent Assay Kit (BPS bioscience) 

• TNKS1 Histone Ribosylation Assay Kit (Antibody Detection) (BPS bioscience) 

• TNKS2 Histone Ribosylation Assay Kit (Antibody Detection) (BPS bioscience) 

• PARP6 Chemiluminescent Assay Kit (BPS bioscience) 

• PARP7 Chemiluminescent Assay Kit (BPS bioscience) 

• PARP11 Chemiluminescent Assay Kit (BPS bioscience) 

• PBS (Thermo Fisher Scientific) 

• Tween 20 (Sigma-Aldrich) 

• RPMI 1640(Thermo Fisher Scientific) 

• Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

• HEPES (1M), PH7.2-7.5 (Thermo Fisher Scientific) 

• Pyruvate Solution (Thermo Fisher Scientific) 

• D-(+)-Glucose Solution (45%) (Sigma-Aldrich) 

• Penicillin-Streptomycin (PS) (Thermo Fisher Scientific) 

• Trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

• Hygromycin B (Wako Pure Chemical) 

• Steady-Glo Assay System (Promega) 

• Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Wako Pure Chemical) 

• RNeasy plus kit (QIAGEN) 

• QIA shredder (QIAGEN) 

• SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Thermo Fisher Scientific) 

• TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• NP40 Cell Lysis Buffer (Sigma-Aldrich) 

• Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 

• Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories) 

• Lane Marker Reducing Sample Buffer (5×) (Thermo Fisher Scientific) 

• Running Buffer Solution (10×) for SDS - PAGE, Tris - Glycine (Nacalai Tesque) 

• 20× TBS Tween-20 Buffer (Thermo Fisher Scientific) 
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• Supersep ACE 10% 13well (Wako Pure Chemical) 

• Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad Laoboratories) 

• Immobilon-P PVDF Membrane (Merck Millipore) 

• Skim Milk (Nacalai Tesque) 

• Anti-Axin1 antibody (Cell Signaling Technology) 

• Anti-Axin2 antibody (Cell Signaling Technology) 

• Anti-β-actin antibody (Sigma-Aldrich) 

• Anti-Mouse IgG, HRP-Linked F(ab’)2 Fragment Sheep (GE Healthcare) 

• Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked F(ab’)2 Fragment Donkey (GE Healthcare) 

• SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate  (Thermo Fisher Scientific) 

• Succinic Acid Monosodium Salt (Nacalai Tesque) 

• Polyethylene glycol monomethyl ether 5000 50% w/v solution (Hampton Research) 

3.1.2 細胞培養 

 実験方法は 2.1.1に記載した方法にしたがった。 

3.1.3 Tankyrase及び PARP 酵素阻害活性評価 

 Tankyrase の酵素阻害活性評価には PARP1 Chemiluminescent Assay Kit、PARP2 

Chemiluminescent Assay Kit、PARP3 Chemiluminescent Assay Kit、TNKS1 Histone Ribosylation 

Assay Kit (Antibody Detection)、TNKS2 Histone Ribosylation Assay Kit (Antibody Detection)、

PARP6 Chemiluminescent Assay Kit 、 PARP7 Chemiluminescent Assay Kit 、 PARP11 

Chemiluminescent Assay Kitを用いた。酵素阻害活性評価には、それぞれ N末に GSTタグを付

加した全長の PARP1、PARP3、PARP6、PARP7 及びアミノ酸配列 8-338 からなる部分長の

PARP11並びにアミノ酸配列 1001-1327からなる部分長の TNKS1のリコンビナントタンパク

質を用いた。TNKS2 の酵素阻害活性評価には N 末に His タグと GST タグを付加し、アミノ

酸配列 849-1166 からなる部分長のリコンビナントタンパク質を用いた。PARP1、PARP3、

PARP6、PARP7、PARP11 は大腸菌から、TNKS1 及び TNKS2 はバキュロウィルスを用いて

Sf9 細胞から精製したタンパク質を用いた。酵素反応を実施する前に、PBS で希釈した基質

となる Histone H2A/H2B を 50 µL プレートに添加し、一晩 4°C で静置した。翌日 200 µL の

PBSTバッファー(1× PBS, containing 0.05% Tween-20)で 3回洗浄した。150 µLのBlocking buffer

をウェルに添加し、30 min 室温に静置した。200 µL の PBST バッファーで 3 回洗浄した。5 

µLの 10× PARP assay buffer 及び 2.5 µLの β-NAD+並びに 17.5 µLの H2Oを各ウェルに添加し

た。1 ng/ µLの酵素溶液を 20 µLウェルに添加し、酵素反応を開始した。1 h 室温で酵素反応

を実施した。200 µLの PBSTバッファーで 3回洗浄し、100 µLの Blocking バッファーを添加

した。プレートを 10 min ローテーターで振盪し、Blocking バッファーを除去した。Blocking 

バッファーを用いて 800倍希釈した一次抗体を含む溶液を 150 µL添加した。1 h 室温で振盪

し、200 µLの PBSTバッファーで 3回洗浄し、100 µLの Blocking バッファーを添加した。プ

レートを 10 minローテーターで振盪し、Blocking バッファーを除去した。Blocking バッファ

ーを用いて 1000倍希釈した二次抗体を含む溶液を 150 µL添加し、30 min 室温で振盪した。
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200 µLの PBSTバッファーで 3回洗浄し、100 µLの Blocking バッファーを添加した。50 µL

の HRP chemiluminescent substrate Aと 50 µLの HRP chemiluminescent substrate Bを混合し、各

ウェルに 100 µL添加した。BioTek Synergy 2 microplate readerで発光を測定し、Graphpad Prism

ソフトウェアで酵素阻害活性の IC50値を算出した。 

3.1.4 Wnt/β-catenin経路レポーター阻害活性評価 

 実験方法は 2.1.2に記載の方法にしたがった。 

3.1.5 Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子発現変動解析及び遺伝子発現プロファイルの相関解

析 

 実験方法は 2.1.3及び 2.1.4に記載の方法にしたがった。 

3.1.6 Axin1/2のウェスタンブロッティング 

 実験方法は 2.1.5に記載の方法にしたがった。 

3.1.7 TNKS1-K-756の X 線複合体解析 

 Tankyrase1 (TNKS1) catalytic domain (CD), amino acids 1091-1324は CreLux （München, 

Germany）から購入した。Tankyrase1 のアポ体結晶は、シッティングドロップ蒸気拡散法に

より行い、0.1 mol/L Na-Succinate pH 5.8、6 w/v% PEG MME 5000の条件で得た。Tankyrase1

と K-756の複合体結晶は 0.5 mmol/L K-756、0.1 mol/L Na-Succinate pH 5.8、20 w/v% PEG MME 

5000の組成のソーキング溶液に 18時間浸漬させた。抗凍結剤溶液は、0.5 mmol/L K-756、0.1 

mol/L Na-Succinate pH 5.8、30 w/v% PEG MME 5000の溶液を用いた。この TNKS1 CDの K-

756 との複合体結晶は、空間群 P21212 （a = 158.85 Å, b = 74.68 Å, c = 84.60 Å）に属した。 

 X 線回折データは、高エネルギー加速器研究機構 (KEK) 物質構造科学研究所 放射光

科学研究施設内の Photon Factory (PF) のビームライン BL5A を用いて収集した。X 線回折実

験に供した結晶は、抗凍結剤溶液に浸漬した後、少量の抗凍結剤溶液とともにループで掬っ

て直ちに液体窒素に浸漬し、瞬間的に冷却させた。100K の超低温窒素気流下で X 線回折実

験を行った。測定した X線回折データは、プログラム HKL2000(33)により指数付けとスケー

リングを行い、以後の構造解析は、スケーリング後のデータを用いた。構造解析は、CCP4 

パッケージ(34)内の プログラム Phaser(35)及びプログラム Refmac5(36)を用いて、分子置換法

により行った。K-756とTankyrase1の複合体構造解析の結果は登録番号：5ETYとしてProtein 

data bankに登録した。 
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3.2 実験結果 

3.2.1 K-756の Tankyrase 酵素阻害活性 

 2009 年に Changらにより、Tankyrase 阻害剤 XAV939 が Axin1/2 を安定化することで

Wnt/β-catenin 経路を阻害することを報告した(22)。そこで、同様の作用が認められた K-756

が Tankyrase を阻害するか検証した。Tankyrase1 と Tankyrase2 の酵素阻害活性を評価した結

果、K-756はそれぞれ Tankyrase1を IC50 = 31 nmol/Lで、Tankyrase2を IC50 =  36 nmol/Lで阻

害した（Figure 14A）。XAV939 についても同様に評価したところ、Tankyrase1 を IC50 = 4.6 

nmol/Lで、Tankyrase2を IC50 =  2.2 nmol/Lで阻害した（Figure 14B）。 
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A 

 

B 

 

Figure 14 Tankyrase enzyme inhibition by K-756 and XAV939. 

A, K-756 and B, XAV939 inhibit TNKS1 and 2 enzyme activity. Poly ADP ribosylation activities of TNKS1 and 

TNKS2 were measured by TNKS1 and TNKS2 Histone Ribosylation Assay Kit. Each point represents the mean. 
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3.2.2 Tankyrase 阻害剤 XAV939、IWR-1、IWR-3 の DLD-1/TCF-Luc 細胞における Wnt/β-

catenin経路レポーター阻害活性 

 K-756は Tankyraseの酵素活性を阻害した。そこで、既存の Tankyrase阻害剤 XAV939、

IWR-1、IWR-3が K-756と同様に DLD-1/TCF-Luc細胞のWnt/β-catenin経路を阻害するか検証

した。IWR-1と IWR-3は 2009年に Chenらが Wnt/β-catenin経路阻害剤として報告し(23)、同

年に Huang らによって Tankyrase が標的であることが明らかになった(22)。XAV939、IWR-1、

IWR-3 は DLD-1/TCF-Luc 細胞のレポーター活性をそれぞれ IC50 =  110 nmol/L、IC50 =  93 

nmol/L、IC50 =  1700 nmol/Lで阻害した。XAV939、IWR-1、IWR-3は DLD-1/mtTCF-Luc細胞

のレポーター活性を 10 µmol/Lまで阻害しなかった（Figure 15）。 

A                                                                             B 

  

C 

 

Figure 15 Wnt/β-catenin pathway reporter inhibition by XAV939, IWR-1 and IWR-3. 

A, XAV939, B, IWR-1 and C, IWR-3 inhibit the luciferase activity of DLD-1/TCF-Luc cells but do not inhibit 

DLD-1/mtTCF-Luc cells. DLD-1/TCF-Luc cells and DLD-1/mtTCF-Luc cells were treated with A, XAV939, B, 

IWR-1, or C, IWR-3. After 18 h, luciferase reporter activity was measured. Each point represents the mean. 
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3.2.3 Tankyrase 阻害剤 XAV939、IWR-1、IWR-3 の DLD-1/TCF-Luc 細胞における Wnt/β-

catenin下流遺伝子発現阻害作用評価 

 XAV939、IWR-1、IWR-3は DLD-1/TCF-Luc細胞の Wnt/β-catenin経路レポーター活性

を阻害した。そこで、XAV939、IWR-1、IWR-3 が Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子(MYC、

ASCL2、DHRS9、FGF20、CEMIP (KIAA1199))の発現を変動させるかリアルタイム RT-PCRで

検証した。その結果、いずれの化合物も Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子(MYC、ASCL2、

DHRS9、FGF20、CEMIP (KIAA1199))の発現を変動させた（Figure 16）。 

 

Figure 16 The Wnt/β-catenin downstream gene regulation by XAV939, IWR-1 and 

IWR-3 in DLD-1/TCF-Luc cells. 

The expressions of the Wnt/β-catenin downstream genes after XAV939, IWR-1 and IWR-3 treatment. The reporter 

inhibitory concentration of XAV939 (1, 3 μmol/L), IWR-1 (0.3 and 3 μmol/L) and IWR-3 (10, 30 μmol/L) was 

added to DLD-1/TCF-Luc cells. After 24 h, mRNA was collected and the expression levels of the Wnt/β-catenin 

downstream genes were measured by an RT-PCR.  

 

3.2.4 Tankyrase阻害剤 XAV939の Axin1/2安定化作用 

 Tankyrase阻害剤 XAV939は Axin1/2を安定化して、Wnt/β-catenin経路を阻害すること

が報告されている(22)。そこで、XAV939 が DLD-1/TCF-Luc 細胞の Axin1 と Axin2 の発現を

安定化するかウェスタンブロッティングで検証した。その結果、XAV939 は DLD-1/TCF-Luc

細胞の Axin1と Axin2の発現を上昇させ、安定化させた（Figure 17）。 
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Figure 17   Axin stabilization by XAV939 in DLD-1/TCF-Luc cells. 

XAV939 stabilizes Axin1 and Axin2 expression in DLD-1/TCF-Luc cells. XAV939 was added to DLD-1/TCF-

Luc cells. After 24 h, the cells were collected and western blotting was performed. 

 

3.2.5 K-756の PARPファミリー酵素阻害評価 

 これまでの結果より、K-756は XAV939と同様に Tankyraseを阻害し、Axin1/2を安定

化させることで、Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子を変動させることが明らかとなった。

Tankyraseは PARPファミリーに属し、別名が PARP5である。XAV939は PARPファミリーの

PARP1 及び PARP2 も阻害することが報告されている(22)。そこで、K-756、XAV939、IWR-1

の 10 µmol/L における PARPファミリー選択性を評価した。Tankyrase1、Tankyrase2、 PARP1、

PARP2、PARP3、PARP6、PARP7、PARP11 に対する酵素阻害評価を実施した結果、K-756 と

IWR-1は 10 µmol/Lで Tankyrase1と Tankyrase2以外の酵素を阻害しなかった（エラー! 参照元

が見つかりません。）。一方、XAV939は Tankyrase1と Tankyrase2以外にも PARP1と PARP2

を 10 µmol/Lで 90%以上阻害した（エラー! 参照元が見つかりません。）。なお、文献による

と XAV939 の Tankyrase1 と Tankyrase2 の酵素阻害活性と、PARP1 と PARP2 に対する酵素阻

害活性の IC50 値は 10 倍以上乖離があり、Tankyrase1 と Tankyrase2 に対する酵素阻害活性は

PARP1 と PARP2 に対する酵素阻害活性よりも低濃度で誘導される(22)。したがって、Wnt/β-

catenin 経路を阻害する濃度では Tankyrase のみを阻害するため、Tankyrase 選択的阻害剤であ

る K-756と同等の作用を示すが、より高濃度では PARP1と PARP2の阻害が誘導され、K-756

とは異なる作用を示すと考えられる。  

  

DMSO      30    100    300    1000        nmol/L

XAV939

Axin1

Axin2

b-actin
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Table 2 Enzyme inhibitory activity against PARP family enzymes. 

 

3.2.6 K-756と Tankyrase1 の複合体構造解析 

 Tankyraseの基質である β-nicotinamide adenine dinucleotide (β-NAD+) は ADPリボースの

ドナーとなる。Tankyraseは β-NAD+を基質として、ADPリボース部位を標的タンパク質に付

加し、ニコチンアミドを遊離する (25, 37)。過去の研究より、Tankyrase 阻害剤が結合する異

なる二種類のポケットが同定されている。それらは、ニコチンアミド結合ポケットと

induced ポケットである。XAV939 はニコチンアミドの類似構造部位を有しており、XAV939

は Tankyrase1 のニコチンアミド結合ポケットに結合し、Ser1221 と Gly1185 と水素結合をす

る(38)。この結合モードは他の PARP ファミリー酵素でもみられるため、XAV939 は

Tankyrase だけでなく、PARP1 と PARP2 を阻害すると考えられる。一方、Tankyrase 阻害剤

IWR-1は inducedポケットに結合する。この induced ポケットは Tankyrase のアポ体には存在

しない(39, 40)。 Induced ポケットの名称は、そのポケットが Phe1188 の大きな構造変化によ

り造られることに由来する。そして Induced ポケットには β-NAD+の ADP 部位が結合する。

したがって、induced ポケットに結合する阻害剤はアロステリックな阻害様式となり、ニコ

チンアミドとの非競合阻害を可能にすることが示唆されている(40)。K-756 の Tankyrase との

結合モードを明らかにするため、Tankyrase1 と K-756 の複合体結晶を解析した。その結果、

K-756 が Tankyrase1 の induced ポケットに結合することが明らかとなった（Figure 18）。K-

756の quinazoline-2-oneのカルボニル基の酸素は Tyr1213の NH基と水素結合を形成した。こ

の水素結合は他の induced ポケットに結合する Tankyrase 阻害剤においても認められている

(41)。K-756 の 6’7’-dimethoxyquinozoline 部位は Phe1188 と His1201 とスタッキング型の相互

作用を形成した。K-756と Phe1188, His1201の相互作用は、K-756の Tankyrase1への選択的な

結合に大きく寄与する。なぜなら、Phe1188, His1201は Tankyraseのみに存在し、他の PARP

ファミリー酵素には存在しないためである(40)。  

  

TNKS1 TNKS2 PARP1 PARP2 PARP3 PARP6 PARP7 PARP11

K-756 97 100 8 1 0 7 13 3

XAV939 100 100 98 100 10 13 9 29

IWR-1 100 100 8 0 11 2 4 0

Compound
Enzyme inhibitory activity (%)  at 10 mmol/L
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A                                                                        

 

B 

                          

Figure 18 K-756 binds to the induced-pocket of Tankyrase1. 

A, Surface representation of the K-756 bound induced-pocket of TNKS 1. The protein surface around the ligand 

binding pockets is drawn with salmon pink. The induced pocket that K-756 binds is colored in red, while the 

nicotinamide binding pocket is gold. B, The interaction between K-756 and TNKS 1. The Cα trace of the TNKS 1 

is shown with K-756, which is represented as ball-and-stick models with its carbon atoms colored in light blue. 

The residues involving the interaction between K-756 and TNKS 1 are shown as sticks. The hydrogen bond 

interaction is shown in a green dashed line and the stacking interaction is shown in a grey dashed line. 

 



   

46 
 

3.4 考察 

 K-756は Tankyraseを阻害することで Axin1/2を安定化し、Wnt/β-catenin経路を阻害す

ることが明らかとなった。Tankyrase は PARP ファミリーに属する poly-ADP リボシル化酵素

であり、Axin1/2を poly-ADPリボシル化する。poly-ADPリボシル化されたAxin1/2はRNF146

によってユビキチン化され、プロテアソームで分解される(27)。Tankyrase はテロメアを制御

する TRFを poly-ADPリボシル化する酵素として発見されたが(25)、Wnt/β-catenin経路との関

連は知られていなかった。Wnt/β-catenin 経路阻害剤である XAV939 の標的分子として、

Tankyraseが同定されたことから、TankyraseとWnt/β-catenin経路の関連が明らかとなった(22)。

Wnt/β-catenin 経路とがんの関連は 1990 年代初頭に報告され、以来 Wnt/β-catenin 経路阻害剤

が精力的に探索されてきた(19)。しかしながら、Wnt/β-catenin 経路には低分子化合物の標的

となるような分子が報告されておらず、Wnt/β-catenin 経路を低分子化合物で選択的に阻害す

ることは難しいと考えられてきた(19)。一方、Tankyraseは同じファミリーに属するPARP1及

び PARP2 の阻害剤が BRCA1/2 変異がんを対象に臨床開発されており(42)、低分子化合物の

標的として魅力的な候補である。したがって、新規 Tankyrase 阻害剤 K-756 は Wnt/β-catenin

経路を阻害する低分子化合物として、有望な薬剤開発のリード化合物となり得る。 

 Tankyrase 阻害剤の PARP ファミリー選択性については、その結合部位から考察がで

きる。Tankyraseは β-NAD+のADPリボースを基質タンパク質に付加し、ニコチンアミドを遊

離する。XAV939は Tankyraseのニコチンアミド結合サイトに結合する(43)。一方、IWR-1は

ニコチンアミド結合サイトとは異なるポケットに結合し、そのポケットは IWR-1が結合する

際に形成されることから induced ポケットと呼ばれる(40)。K-756 は Tankyrase1 の induced ポ

ケットに結合することが明らかとなった。Tankyrase のニコチンアミドポケットはすべての

PARP ファミリーが有するドメインであるが、induced ポケットは Tankyrase のみが有するド

メインである(40)。したがって、K-756が Tankyrase以外の PARPファミリーを阻害しない理

由は、その結合様式によって説明できる。 

 K-756 の 6’7’-dimethoxyquinozoline 部位のメトキシ基は Tankyrase の induced ポケット

内の His1201 と Phe1188 とスタッキング相互作用することが明らかとなった。K-756 の不活

性類縁体 K-050は 6’7’-dimethoxyquinozoline構造を有さないことから Tankyraseと結合できず、

Wnt/β-catenin経路阻害活性を消失したと推測できる。 
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3.5 小括 

 第 3章では K-756の標的同定を試みた。Tankyrase阻害剤 XAV939が Axin1/2を安定化

させ、Wnt/β-catenin 経路を阻害することが報告されていたことから、K-756 の標的が

Tankyrase であるという仮説をたてた。K-756 の Tankyrase 酵素阻害作用を評価した結果、K-

756は Tankyrase1及び Tankyrase2を阻害した。Tankyraseは PARPファミリーに属することか

ら、K-756の PARPファミリーに対する選択性を評価したところ、K-756は Tankyrase選択的

な阻害剤であることが判明した。Tankyrase1 と K-756 の複合体構造解析の結果より、K-756

はTankyrase1の inducedポケットに結合することが明らかとなった。InducedポケットはPARP

ファミリーの中で Tankyrase にしか存在しないため、induced ポケットに結合する K-756 は

Tankyrase選択的な阻害剤であると考えられる。 
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第4章 K-756の大腸がん細胞に対する増殖阻害活性 

 Wnt/β-catenin 経路の異常はさまざまながんの原因として考えられてきた(18)。特に β-

catenin の分解を制御する APC 変異は 85%の大腸がんで認められている(19)。したがって、

Wnt/β-catenin 経路阻害剤が治療に用いられる第一候補のがんは大腸がんである。そこで、本

研究では、K-756の APC変異大腸がん細胞への増殖阻害活性を評価した。 

4.1 実験材料と実験方法 

4.1.1 実験材料 

• RPMI1640 (Thermo Fisher Scientific) 

• DMEM high glucose (Thermo Fisher Scientific) 

• Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

• HEPES (1M), PH7.2-7.5 (Thermo Fisher Scientific) 

• Pyruvate Solution (Thermo Fisher Scientific) 

• D-(+)-Glucose Solution (45%) (Sigma-Aldrich) 

• Penicillin-Streptomycin (PS) (Thermo Fisher Scientific) 

• PBS (Thermo Fisher Scientific) 

• Trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

• Hygromycin B (WAKO Pure Chemical) 

• dimethyl sulfoxide (DMSO) (WAKO Pure Chemical) 

• Cell titer Glo (Promega) 

• XTT reagent (Roche) 

• Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) 

• Stealth non-targeting siRNA (#12935-113、Thermo Fisher Scientific) 

• CTNNB1 siRNA #2 (#HSS102461、Thermo Fisher Scientific) 

• CTNNB1 siRNA #3 (#HSS102462、Thermo Fisher Scientific) 

• RNAiMax (Thermo Fisher Scientific) 

• RNeasy plus kit (QIAGEN) 

• QIAshredder (QIAGEN) 

• SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Thermo Fisher Scientific) 

• TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• NP40 Cell Lysis Buffer (Sigma-Aldrich) 

• Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 

• Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories) 

• Lane Marker Reducing Sample Buffer (5×) (Thermo Fisher Scientific) 

• Running Buffer Solution (10×) for SDS - PAGE, Tris - Glycine (Nacalai Tesque) 

• 20× TBS Tween-20 Buffer (Thermo Fisher Scientific) 

• Supersep ACE 10% 13well (WAKO Pure Chemical) 
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• Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad Laoboratories) 

• Immobilon-P PVDF Membrane (Merck Millipore) 

• Skim Milk (Nacalai Tesque) 

• Anti-Axin1 antibody (Cell Signaling Technology) 

• Anti-Axin2 antibody (Cell Signaling Technology) 

• Anti-unphospho-β-catenin antibody (Millpore) 

• Anti-β-actin antibody (Sigma-Aldrich) 

• Anti-Mouse IgG, HRP-Linked F (ab’)2 Fragment Sheep (GE Healthcare) 

• Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked F (ab’)2 Fragment Donkey (GE Healthcare) 

• SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate  (Thermo Fisher Scientific) 

4.1.2 細胞培養 

 レポーター細胞株 DLD-1/TCF-Lucの培養方法は 2.1.2に記載した。APC変異ヒト大腸

がん細胞株 COLO 320DM及び SW403は American Type Culture Collection (Manassas, VA)にて

購入した。COLO 320DM細胞は 10% FBSと 1% PSを含む RPMI1640培地を用い、37°C  5% 

CO2存在下で培養し、継代した。SW403細胞は 10% FBSと 1% PSを含む DMEM high glucose

培地を用い、37°C  5% CO2存在下で培養し、継代した。細胞は 0.05% trypsin/EDTAを用いて

継代した。すべての細胞株は PowerPlex 16 STR Systemを用いて医薬基盤研究所にて認証され

た。 

4.1.3 CTNNB1 siRNAによる細胞増殖阻害作用評価 

 DLD-1/TCF-Luc細胞を 96ウェルプレートに 1000 cells/wellになるように 90 μLで播種

し、同時に RNAiMaxを用いて siRNAを導入した。Opti-MEMに懸濁した siRNA 100 nMの溶

液 10 μLに RNAiMax 0.1 μLを添加し、混合し、室温に 15 min静置した。各ウェルに、この

混合溶液 10 μLを添加した。144 h後に細胞内 ATP量を検出する Cell titer Glo試薬を 25 μL添

加し、Top Count NXTで細胞数を測定した。 

4.1.4 化合物による細胞増殖阻害作用評価 

 DLD-1/TCF-Luc細胞は 250 cells/well、COLO 320DM細胞は 500 cells/well、SW403細胞

は 1000 cells/well になるように 96ウェルプレートに 60 μLで播種し、翌日に 40 µLの化合物

希釈液を添加した。化合物希釈液は DMSO の最終濃度が 0.1%になるように培地を用いて調

製した。化合物添加後、0 h及び 144 h後に 50 µL の XTT試薬を添加し、DLD-1/TCF-Luc細胞

は 37°Cで 90 min、COLO 320DM細胞と SW403細胞は 37°Cで 3 h培養後、SpectraMax 340PC 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA)で吸光度を測定した。 

4.1.5 Wnt/β-catenin経路下流遺伝子発現阻害作用評価 

 COLO 320DM細胞及び SW403細胞を 2 × 105 cells/wellになるように 24ウェルプレー

トに 1000 μLで播種した。翌日 DMSO最終濃度が 0.1%になるように化合物を添加し、24 h後

に細胞を回収し、リアルタイム RT-PCR で Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子の発現変動を評価し
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た。RNA精製からリアルタイム RT-PCRは 2.1.4に記載した方法にしたがった。 

4.1.6 Axin1/2及び活性化型β-cateninウェスタンブロッティング 

 COLO 320DM細胞及び SW403細胞を 10 cmシャーレに 5 × 105 cells/wellになるように

10 mlで播種し、翌日 DMSO最終濃度が 0.1%になるように化合物を添加した。24 h後に細胞

を回収し、ウェスタンブロッティングで Axin1/2 と活性化型 β-catenin の発現を検出した。ウ

ェスタンブロッティングは 2.1.5に記載した方法にしたがった。 
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4.2 実験結果 

4.2.1 CTNNB1 siRNAを用いた Wnt/β-catenin経路依存的細胞の探索 

K-756 は DLD-1/TCF-Luc 細胞の Wnt/β-catenin 経路を阻害したが、細胞増殖は阻害し

なかった（Figure 19）。そこで、Wnt/β-catenin経路依存的に増殖する APC変異大腸がん細胞

を、CTNNB1 siRNAを用いて探索した。CTNNB1 siRNAは選択的にWnt/β-catenin経路を阻害

するため、CTNNB1 siRNAによって増殖が阻害される細胞は Wnt/β-catenin経路依存的に増殖

するといえる。APC変異 COLO 320DM細胞及び APC変異 SW403細胞細胞に CTNNB1 siRNA

を導入した結果、細胞の増殖が阻害された（Figure 20A, Figure 20B）。このとき、CTNNB1 

siRNA による CTNNB1 のノックダウンが認められた（Figure 21）。したがって、COLO 

320DM細胞及び SW403細胞は Wnt/β-catenin経路依存的に増殖する細胞であると判断し、K-

756によっても増殖阻害が誘導されると推測した。 

 

 

Figure 19 The cell growth inhibition assay of K-756 in DLD-1/TCF-Luc cells. 

K-756 does not inhibit cell growth of DLD-1/TCF-Luc cells. Cells were seeded to 96-well plates. Next day 

compound was added to the cells. After 144 h, XTT assay was perfomed to measure cell growth inhibitory activity. 

Each point represents the mean ± S.D. (triplicate). 
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A                                                                        B 

 

 

Figure 20 The cell growth inhibition assay of CTNNB1 siRNA in COLO 320DM and 

SW403 cells. 

CTNNB1 siRNA inhibits the cell growth of A, COLO 320DM and B, SW403. CTNNB1 siRNA was transfected to 

COLO 320DM and SW403 in 96 well plates. After 144 h, cell viability was measured. Each column represents the 

mean ± S.D. (triplicate). 

 

 

 

Figure 21 The target gene knockdown by CTNNB1 siRNA in COLO 320DM and 

SW403 cells. 

CTNNB1 siRNA induces the knockdown of CTNNB1 mRNA. Cells were seeded to 12-well plate. Each of CTNNB1 

siRNA #1, 2 and 3 was transfected to the cells. After 48 h, mRNA was collected and the expression levels of the 

CTNNB1 gene was measured by an RT-PCR. 
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4.2.2 COLO 320DM細胞及び SW403細胞における K-756の Wnt/β-catenin経路阻害作用 

 K-756を COLO 320DM細胞及び SW403細胞に添加し、24 h後のWnt/β-catenin下流遺

伝子変動を解析した。その結果、K-756 はいずれの細胞においても Wnt/β-catenin 下流遺伝子

を変動させた（Figure 22A, Figure 22B）。さらに K-756は COLO 320DM細胞及び SW403細

胞のAxin1及びAxin2を安定化し、活性化型 β-cateninの発現を減少させた（Figure 23A, Figure 

23B）。 

A 

B

 

Figure 22 The Wnt/β-catenin downstream gene regulation in COLO 320DM and 

SW403 cells. 

K-756 regulates Wnt/β-catenin downstream genes in A, COLO 320DM cells and B, SW403 cells.  Cells were 

seeded to 12-well plate. Next day, K-756 was added to the cells. After 24 h, cells were collected for RT-PCR. 
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A                                                                           B 

 

 

Figure 23 Axin1/2 stabilization and active-β-catenin inhibition by K-756 in COLO 

320DM and SW403 cells. 

K-756 stabilizes Axin1 and Axin2 and decreased active β-catenin in A, COLO 320DM cells and B, SW403 cells. 

Cells were seeded to 10 cm dishes. Compound was added to the cells and after 24 h, cells were collected for W.B. 

analysis. 

 

4.2.3 COLO 320DM細胞及び SW403細胞における K-756の細胞増殖阻害作用 

 K-756は COLO 320DM細胞及び SW403細胞のWnt/β-catenin下流遺伝子を変動させた。

そこで、K-756 が COLO 320DM 細胞及び SW403 細胞の増殖を阻害するか検討した。細胞播

種の翌日、K-756 を添加し、144 h 後の細胞増殖阻害活性を評価した。その結果、K-756 は

COLO 320DM 細胞の増殖を GI50 = 780 nmol/L で阻害した（Figure 24A）。さらに K-756 は

SW403細胞の増殖を GI50 = 270 nmol/Lで阻害した（Figure 24B）。一方、不活性類縁体 K-050

は COLO 320DMの増殖を 10 µmol/Lまで阻害しなかった（Figure 25）。以上の結果から、K-

756は Wnt/β-catenin経路を阻害することで COLO 320DM細胞及び SW403細胞の増殖を阻害

することが明らかとなった。XAV939 及び IWR-1 についても同様に増殖阻害作用評価を実施

した。その結果、IWR-1は COLO 320DM細胞の増殖を GI50 = 410 nmol/L、SW403細胞の増殖

を GI50 = 1300 nmol/Lで阻害した。一方、XAV939はいずれの細胞においても 10 µmol/Lまで

細胞増殖阻害活性が 30%以下であった（Figure 24A, Figure 24B）。XAV939は COLO 320DM

細胞の増殖は阻害しなかったが、Axin1/2の安定化を誘導した（Figure 26）。  
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A                                                                       B 

 

Figure 24 The cell growth inhibition assay in COLO 320DM and SW403 cells. 

K-756 and IWR-1 inhibits the cell growth of A, COLO320 DM and B, SW403 cells. XAV939 partially inhits the 

cell growth of A, COLO320 DM and B, SW403 cells. Cells were seeded to 96-well plates. Next day compounds 

were added to the cells. After 144 h, XTT assay was perfomed to measure cell growth inhibitory activity. Each 

point represents the mean ± S.D. (triplicate). 

 

 

 

Figure 25 K-050 does not inhibit cell growth of COLO 320DM cells. 

K-050, an inactiveanalogue of K-756 does not inhibit cell growth of COLO 320DM cells. Cells were seeded to 

96-well plates. Next day compound was added to the cells. After 144 h, XTT assay was perfomed to measure cell 

growth inhibitory activity. Each point represents the mean ± S.D. (triplicate). 
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A                                                                  B 

 

Figure 26 Axin1/2 stabilization and active-β-catenin inhibition by XAV939 in COLO 

320DM and SW403 cells. 

XAV939 stabilizes Axin1 and Axin2 and decreases active β-catenin in A, COLO 320DM cells and B, SW403 cells. 

Cells were seeded to 10 cm dishes. Compound was added to the cells and after 24 h, cells were collected for W.B. 

analysis. 
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4.4 考察 

 K-756 は DLD-1/TCF-Luc 細胞の Wnt/β-catenin 経路を阻害したが、細胞増殖を阻害し

なかった。Huangらは XAV939が低血清培地における DLD-1細胞のコロニー形成を阻害する

ことを報告している(22)。低血清培地で増殖した DLD-1細胞は、EGFなどの増殖因子による

刺激が抑制され、Wnt/β-catenin 経路依存的な増殖を示した可能性がある。本研究の実験条件

はより一般的な抗がん作用の評価方法にしたがい、10%血清存在下で 144 h における細胞増

殖阻害作用を評価した。K-756が APC変異 DLD-1/TCF-Luc細胞に対して、Wnt/β-catenin経路

阻害にも関わらず細胞増殖阻害作用を示さなかった理由としては他の増殖経路の活性化が考

えられる。例えば、DLD-1/TCF-Luc細胞は APC変異以外にも KRAS変異や PIK3CA変異を有

している (44)。したがって、 DLD-1/TCF-Luc 細胞は Wnt/β-catenin 経路ではなく

KRAS/MEK/ERK経路もしくは Akt/PI3K経路依存的に増殖している可能性がある。 

 一方、K-756は COLO 320DM細胞及び SW403細胞の増殖を阻害した。COLO 320DM

細胞及び SW403 細胞は CTNNB1 siRNA によっても増殖が阻害されたことから、これらの細

胞は Wnt/β-catenin 経路依存的に増殖していることが明らかとなった。このように同じ APC

変異大腸がん細胞であっても、Wnt/β-catenin 経路阻害に対して異なる感受性を示すことが明

らかとなった。Scholer-Dahirelらは CTNNB1 shRNAで CTNNB1をノックダウンした際に抗腫

瘍効果を示す大腸がん細胞株として、LS411N 細胞及び SW403 細胞を報告した(45)。そして、

これらの細胞の感受性規定因子として、野生型 PIK3CA の可能性を指摘している。この仮説

の裏付けにはより多くの細胞株での評価が必要である。また、Wnt/β-catenin 経路は Notch 経

路及び Hedgehog 経路と並び、幹細胞の自己複製に重要な経路として知られている。腫瘍か

ら細胞株を樹立する過程で、腫瘍中の幹細胞が失われ、これらの経路に対する依存性が失わ

れてしまう可能性がある。したがって、細胞株化されていない腫瘍の手術検体を用いること

ができればより正確にWnt/β-catenin経路阻害剤の抗がん作用が評価できるかもしれない。 
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4.5 小括 

 第 4章では、K-756が APC変異大腸がん細胞の増殖を阻害するか検証した。スクリー

ニング及び作用機構解析に使用した DLD-1/TCF-Luc細胞に対して、K-756は細胞増殖阻害作

用を示さなかった。そこで、CTNNB1 siRNAを用いて Wnt/β-catenin経路阻害に対して増殖阻

害作用を示す大腸がん細胞を探索した。その結果、CTNNB1 siRNAが COLO 320DM細胞及び

SW403細胞の細胞増殖を阻害することが判明した。これらの細胞に対する K-756の増殖阻害

作用を評価する前に、K-756 が Wnt/β-catenin 経路を阻害するか検証したところ、K-756 は

Wnt/β-catenin 経路下流遺伝子を変動させ、Axin1/2 を安定化し、活性化型 β-catenin の発現を

減少させた。続いて、細胞増殖阻害作用を評価した結果、K-756 は COLO 320DM 細胞及び

SW403細胞の増殖を阻害した。以上の結果より、K-756が APC変異大腸がんに対して抗がん

作用を示すことが明らかとなった。 
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第5章 K-756の非小細胞肺がん細胞に対する EGFR阻害剤との併用効果 

 これまでの研究結果より、K-756は APC変異大腸がん細胞株 COLO 320DMと SW403

に対して単剤で増殖阻害作用を示すことが明らかとなった。一方、非小細胞肺がん細胞にお

いて Casás-Selvesらが、TNKS shRNAが EGFR阻害剤 gefitinibと併用効果を示すことを報告し

た(46)。そこで、本章では非小細胞肺がん細胞に対する K-756 と EGFR 阻害剤 gefitinib の併

用効果を検証した。EGFR 阻害剤は臨床において EGFR 変異の非小細胞肺がん患者に対して

使用されているため、本研究においても EGFR 変異非小細胞肺がん PC-9 細胞を検証に用い

た。PC-9細胞は EGFRの Exon19に欠損変異があり、gefitinibに対して高い感受性を示す細胞

である(47)。 

5.1 実験材料と実験方法 

5.1.1 実験材料 

• RPMI1640 (Thermo Fisher Scientific) 

• Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

• Penicillin-Streptomycin (PS) (Thermo Fisher Scientific) 

• PBS (Thermo Fisher Scientific) 

• Trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

• XTT reagent (Roche) 

• Maxwell 16 Cell LEV Total RNA Purification Kit (Promega) 

• SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• NP40 Cell Lysis Buffer (Sigma-Aldrich) 

• Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) 

• Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories) 

• Lane Marker Reducing Sample Buffer (5×) (Thermo Fisher Scientific) 

• Running Buffer Solution (10×) for SDS - PAGE, Tris - Glycine (Nacalai Tesque) 

• 20× TBS Tween-20 Buffer (Thermo Fisher Scientific) 

• Supersep ACE 10% 13well (WAKO Pure Chemical) 

• Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad Laoboratories) 

• Immobilon-P PVDF Membrane (Merck Millipore) 

• Skim Milk (Nacalai Tesque) 

• Anti-Axin1 antibody (Cell Signaling Technology, MA) 

• Anti-Axin2 antibody (Cell Signaling Technology, MA) 

• Anti-β-actin antibody (Sigma-Aldrich) 

• Anti-Mouse IgG, HRP-Linked F (ab’)2 Fragment Sheep (GE Healthcare) 

• Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked F (ab’)2 Fragment Donkey (GE Healthcare) 

• SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate  (Thermo Fisher Scientific) 



   

60 
 

5.1.2 細胞培養 

ヒト非小細胞肺がん(Non Small Cell Lung Cancer; NSCLC) PC-9 は免疫生物研究所 

(Nagoya, Japan)にて購入した。PC-9細胞は 10% FBSと 1% PSを含む RPMI1640培地を用い、

37°C  5% CO2存在下で培養し、継代した。細胞は 0.05% trypsin/EDTAを用いて継代した。細

胞株は PowerPlex 16 STR Systemを用いて医薬基盤研究所にて認証された。 

5.1.3 Wnt/β-catenin経路下流遺伝子変動評価 

PC-9細胞を 2 × 105 cells/wellになるように 24ウェルプレートに 1 mlで播種し、翌日

K-756を添加した。24 h後に Maxwell 16 Cell LEV Total RNA Purification Kitを用いて Maxwell 

16 Instrumentにより RNAを自動精製した。培地を除去後、250 µL の Homogenous solutionを

添加した。さらに 250 µL のLysis bufferを添加し、よくピペッティングして細胞を溶解した。

カートリッジに全量の細胞溶解液を添加し、Maxwell 16 Instrumentで RNAを自動精製した。

Nano dropを用いて RNA濃度を測定した。リアルタイム RT-PCRは 2.1.4に記載した方法で実

施した。 

5.1.4 Axin1のウェスタンブロッティング 

    PC-9細胞を 5 × 105 cells/wellになるように 6ウェルプレートに 2 mlで播種し、翌日

K-756 を添加した。24 h 後に培地を除去し、PBS を添加しスクレイパーを用いて細胞を剥離

した。細胞懸濁液を遠心（1000 rpm、5 min）後、PBSを除去し細胞ペレットを回収した。ウ

ェスタンブロッティングは 2.1.5に記載した方法にしたがった。 

5.1.5 細胞増殖阻害作用評価 

 PC-9 細胞を 1000 cells/well になるように 96 ウェルプレートに 60 µL で播種し、翌日

K-756もしくは gefitinibもしくは両化合物の希釈液 40 µLを添加した。0 h 及び 72 h後に 50 

µLのXTT試薬を添加し、37°Cで 3 h培養後に SpectraMax 340PC (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA)を用いて吸光度を測定した。 

5.1.6 併用効果の解析 

K-756と gefitinibの併用効果は Calcusynソフトウェア (BIOSOFT、Cambridge、UK)を

用いて解析した。Calcusyn ソフトウェアは Chou 及び Talalay が考案したプログラムを用いて

開発された(48)。K-756単剤及び gefitinib単剤を添加した際の細胞増殖阻害データ、並びに両

化合物を併用した際の細胞増殖阻害データを Calcusynソフトウェアに入力し、併用効果の指

標である Combination Index (CI)を算出した。CI<1 で併用効果、CI=1 で相加効果、CI>1 で阻

害効果があると定義される(48)。さらに 0.1<CI<0.3 は強い併用効果と定義される。Fraction 

affected (Fa)は薬剤による細胞増殖阻害割合であり、Fa-CI プロットは薬剤同士の併用効果を

示すプロットである。Fa-CI プロットは、Calcusyn ソフトウェアで算出し、各プロットの数

値を Excelソフトウェアにエクスポートし、併用効果の実測値とともにグラフ化した。 
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5.2 実験結果 

5.2.1 K-756の PC-9細胞における Tankyrase阻害作用 

 K-756とEGFR阻害剤gefitinibの併用効果を評価する前に、K-756がPC-9細胞のWnt/β-

catenin経路阻害するか評価した。K-756は PC-9細胞の Axin1を安定化した（Figure 27）。し

たがって、K-756は PC-9細胞の Tankyraseを阻害することが明らかとなった。なお、Axin2の

発現は認められなかった。  

 

 

Figure 27 Axin1 stabilization by K-756 in PC-9 cells. 

K-756 stabilizes Axin1 in PC-9 cells. Cells were seeded to 10 cm dishes. K-756 was added to the cells and after 

24 h, cells were collected for W.B. analysis. 

 

5.2.2 K-756と EGFR阻害剤 gefitinibの併用効果 

 K-756 と EGFR 阻害剤 gefitinib をそれぞれ添加したときと、両化合物を同時に添加し

たときの 72 h 後の PC-9 細胞に対する細胞増殖阻害作用を評価した。K-756 は単剤では PC-9

細胞の細胞増殖を阻害しなかった。Gefitinibは PC-9細胞の細胞増殖を阻害したが、K-756は

10 µmol/Lまで阻害しなかった（Figure 28A）。次に K-756と gefitinibの併用効果を検証する

ため、K-756 と gefitinib を 10 対 1 の濃度比で添加した。その結果、gefitinib 単剤に対して、

K-756と gefitinibを併用すると細胞増殖阻害作用が増強された（Figure 28A）。Calcusynソフ

トウェアを用いて、50%細胞増殖阻害時の併用効果を示す CI value at ED50を算出したところ、

0.21であった（Figure 28B）。以上の結果より、K-756と gefitinibを併用すると強い併用効果

を示すことが明らかとなった。 
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A                                                                                 B 

                 

                                                                                               

Figure 28 Synergistic growth inhibition by gefitinib and K-756 in NSCLC cells PC-9. 

K-756 shows synergistic cell growth inhibition with gefitinib. Cells were treated with K-756, gefitinib and K-756 

plus gefitinib for 72 h, and cell viability was determined by XTT assay. A, The results at a concentration ratio of 

10:1 (K-756: gefitinib) is represented as percent of cell viability in drug treated cells relative to control cells. Each 

column represents the mean ± S.D. (triplicate). The combination index (CI) defining the interaction between K-

756 and gefitinib at a concentration ratio of B, 10:1 (K-756: gefitinib) is plotted against the effect of 

antiproliferative activity. CI value at 50% inhibition is shown at the bottom of each graph. 
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5.4 考察 

 EGFR 変異の非小細胞肺がんに対して EGFR 阻害剤は生存期間を延長することが認め

られているが、治療後の再発が大きな課題となっている(49)。したがって、EGFR 阻害剤と

併用効果を示し、EGFR 阻害剤の効果を持続させる薬剤は有望な治療薬として期待される。

そこで、Casás-Selves らは EGFR 阻害剤 gefitinib と併用効果を示す shRNA のスクリーニング

を実施し、TNKS shRNAが gefitinibと併用効果を示すことを明らかにした(46)。非小細胞肺が

ん細胞を移植した担がんマウスに gefitinib を投与すると腫瘍は退縮するが、投与を終えると

再び増殖する。しかし、TNKSをノックダウンしたがん細胞を移植したマウスでは gefitinib投

与後の再発期間が有意に延長した(46)。併用効果のメカニズムは EGFR 経路と Wnt/β-catenin

経路のクロストークではないかと Casás-Selvesらは考察している。 

 本研究では、EGFR変異非小細胞肺がん PC-9細胞を用いて、K-756と gefitinibと併用

効果を検証した。その結果、両化合物による併用効果が認められた。さらに、併用効果を示

した濃度において、K-756は Axin1を安定化しており、K-756による Tankyraseの阻害作用が

gefitinibとの併用効果を誘導したと推測された。なお、Casás-Selvesらは CTNNB1 shRNA及び

TCF4 shRNAも TNKS shRNAと同様に gefitinibと併用効果を示すことを報告しており (46)、

Wnt/β-catenin 経路阻害が併用効果の原因であると考察している。したがって、K-756 による

gefitinibとの併用効果は、Tankyrase阻害に基づく Wnt/β-catenin経路阻害が原因であると考え

られる。 

 Tankyrase阻害剤は EGFR阻害剤以外にも MEK阻害剤や Akt阻害剤との併用効果が報

告されている(44, 50)。いずれの併用効果もメカニズムは不明である。Wnt/β-catenin 経路は

EGFR 経路、MAPK 経路、PI3K/Akt 経路とクロストークすることが報告されているため、

Wnt/β-catenin 経路阻害が他のシグナル経路にも影響する可能性がある(50-52)。例えば、Wnt

の過剰発現が EGFR経路を活性化する、EGFR変異のがん細胞では β-catenin の核への蓄積が

上昇している、EGFRが PI3K/Akt経路を介して β-cateninを活性化することが報告されている

(51)。K-756によるWnt/β-catenin経路阻害が gefitinibと併用効果を示すメカニズム解析は今後

の研究課題である。 
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5.5 小括 

 第 5 章では、EGFR 変異非小細胞肺がん PC-9 細胞に対する K-756 と EGFR 阻害剤

gefitinib との併用効果を検討した。K-756 は PC-9 細胞の Axin1 を安定化したことから、PC-9

細胞の Tankyrase を阻害することが認められた。続いて、K-756 と gefitinib を 10 対 1 の濃度

比率で PC-9 細胞に添加したところ、細胞増殖阻害に対する強い併用効果が認められた。以

上の結果より、K-756 は単剤では PC-9 細胞に対して細胞増殖阻害を誘導しないが、gefitinib

との併用療法により非小細胞肺がんに対して抗がん作用を示すことが明らかとなった。 
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第6章 K-756の in vivoにおける Wnt/β-catenin経路阻害作用 

  これまで in vitroにおけるK-756のWnt/β-catenin経路阻害を検証してきた。本章では、

K-756の in vivoにおけるWnt/β-catenin経路阻害作用を検証した。 

6.1 実験材料と実験方法 

6.1.1 実験材料 

• RPMI 1640(Thermo Fisher Scientific) 

• Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

• HEPES (1M), PH7.2-7.5 (Thermo Fisher Scientific) 

• Pyruvate Solution (Thermo Fisher Scientific) 

• D-(+)-Glucose Solution (45%) (Sigma-Aldrich) 

• Penicillin-Streptomycin (PS) (Thermo Fisher Scientific) 

• PBS  (Thermo Fisher Scientific) 

• Trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

• Hygromycin B (WAKO Pure Chemical) 

• Bright-Glo luciferase assay system（Promega） 

• RNeasy mini Kit（QIAGEN） 

• RNase-Free DNase set（QIAGEN） 

• QIAshredder（QIAGEN） 

• 2-mercaptoethanol（Nacalai tesque） 

• SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit and Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

• TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 

•  Albumin, Bovine（Nacalai tesque） 

• Bio-Rad Protein Assay（Bio-Rad） 

• 1.5 g/L potassium dihydrogen phosphate（Nacalai tesque） 

• 1 mL/L Triton X-100（Sigma-Aldrich） 

• 5 mol/L potassium hydroxide solution (WAKO Pure Chemical） 

• 0.5% MC400（WAKO Pure Chemical） 

6.1.2 細胞培養 

レポーター細胞株 DLD-1/TCF-Lucの培養方法は 2.1.2に記載した。 

6.1.3 投与試験 

 SCID マウス（C.B.17/Icr-scid/scidJcl、♂、5 週齢）は、日本クレア株式会社から購入

した。5 日間の馴化飼育の後に、前日にバリカンで毛刈りをしておいたマウスの腹側皮下に、

PBSに懸濁した DLD-1/TCF-Luc細胞を、5×106 cells/0.1 mL/マウス移植した。移植後 13日目

に、腫瘍体積が 236.38から 595.80 mm3までのマウス（平均 ± SD = 420.89 ± 98.21 mm3）を

選択し、Microsoft Office Excel 2003 を用いて、各群の平均腫瘍体積がほぼ等しくなるように
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12群（1群 5匹）に群分けした。腫瘍体積は、以下の式で計算した。 

腫瘍体積 = 腫瘍長径 × 腫瘍短径 × 腫瘍短径 × 1/2 

 群分けの翌日に、投与溶媒（0.5% MC400）または被験薬物（K-756：100, 200, 400 

mg/kg）を 1日 1回、3日間連続 で経口投与した。投与用量は、0.01 mL/g body weightとし、

使い捨ての 1 mL シリンジ 及び経口ゾンデを用いた。最終投与の 25時間後から、腫瘍を回収

し、液体窒素中で急速凍結した。 

6.1.4 腫瘍中の Wnt/β-catenin経路下流遺伝子発現阻害評価 

mRNAの回収には、RNeasy mini Kitを用いた。凍結した腫瘍の重量を測定し、腫瘍重

量 20 mg あたり 1 mL の buffer RLT（buffer RLT 1 mLあたり 10 µLの 2-mercaptoethanol 含有）

中で腫瘍をホモジナイズした。ホモジナイズ後、サンプルを QIAshredder に添加し、室温で

遠心（15000 rpm、2 min）し、QIAshredder の通過画分を、RNeasy spin column に添加し、さ

らに遠心（15000 rpm、1 min）した。通過画分は廃棄し、RNeasy spin columnに 350 µL Buffer 

RW1を添加し、遠心（15000 rpm、15 sec）した。通過画分は廃棄し、DNase I 溶液 80 µLを

RNeasy spin column に添加し、室温で 15 min 静置した。350 µL Buffer RW1 を添加し、遠心

（15000 rpm、15 sec）した。通過画分は廃棄し、RNeasy spin columnに 500 µL Buffer RPEを

添加し、遠心（15000 rpm、15 sec）した。通過画分は廃棄し、RNeasy spin columnに 500 µL 

Buffer RPE を添加し、遠心（15000 rpm、2 min）した。通過画分は廃棄し、RNeasy spin 

columnを新しい 2 mlエッペンチューブに設置し、遠心（15000 rpm、1 min）した。通り抜け

た画分は廃棄し、RNeasy spin columnを新しい 1.5 mlエッペンチューブに設置し、 滅菌済み

精製水を 50 µL 添加し、室温に 1 min 静置した。遠心（15000 rpm、1 min）し、カラム中の

RNA を溶出した。リアルタイム RT-PCR は 2.1.4 に記載した方法にしたがった。プライマー

は以下を用いた。 

GAPDH : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs99999905_m1 

FGF20 : TaqMan Gene Expression Assays, Assay ID: Hs00173929_m1 

各サンプルの FGF20の発現量は、以下の式で補正した。 

遺伝子補正後の値 = 遺伝子発現量 ÷ GAPDH 発現量 

補正後の値を用いて、各群の遺伝子発現量の平均値及び S.E.を求めた。Vehicle 処理群対比の

遺伝子発現量は、各群の遺伝子発現量の平均値及び S.E.を vehicle処理群の遺伝子発現量の平

均値で除することで計算した。 

6.1.5 腫瘍中の Wnt/β-catenin経路レポーター阻害活性評価 

 Lysis bufferは、1.5 g/L リン酸 2水素カリウム、1 mL/L Triton X-100を適当量の蒸留水

に溶解させた後に、5 mol/L の水酸化カリウム溶液で pH 7.8 に調整した。最終的に、蒸留水

で 1 Lにメスアップしたものを、10倍液として保存し、使用時に、蒸留水で 10倍希釈して使

用した。凍結した腫瘍の重量を測定し、腫瘍重量 20 mg あたり 1 mL の lysis buffer中で腫瘍

をホモジナイズした。サンプルを 4°Cで遠心（15000 rpm、 10 min）し、上清を回収した。タ

ンパク質定量を行った後に、0.25 µg/µL になるように、Lysis buffer で希釈した後に、40 

µL/well ずつ 96 well plate（PerkinElmer）に分注した。Lysis buffer で 3倍希釈した Bright-Glo 
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Assay Reagentを 20 µL/well加え撹拌したのちに、TopCount NXT（PerkinElmer）で、レポータ

ー活性を測定した。Vehicle処理群対比のレポーター活性は、各群のレポーター活性の平均値

及び S.E.を、vehicle処理群のレポーター活性の平均値で除することで計算した。 

6.1.6 統計解析 

 Vehicle 処理群に対する薬剤処理群のレポーター活性及び FGF20 の発現量は、一元配

置分散分析（one-way ANOVA）後に、ダネットの検定を実施して有意差検定をした。統計解

析は Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary, NC)を用いて実施した。 
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6.2 実験結果 

6.2.1 K-756による in vivo Wnt/β-catenin経路レポーター阻害活性 

 K-756が in vivoにおいても Wnt/β-catenin経路を阻害するか検証するため、SCIDマウ

スを用いて、DLD-1/TCF-Luc ゼノグラフトマウスモデルを作製した。Vehicle （0.5% MC400）

もしくは K-756 100、200、400 mg/kgを 1日 1回、3日間連続で投与した。最終投与の 25 h

後に腫瘍を回収し、K-756 による in vivo レポーター阻害活性を検討した。回収された腫瘍か

らタンパク質を抽出し、タンパク質濃度を均一にし、レポーター活性を測定した。その結果、

投与量依存的な阻害作用が認められた（Figure 29）。 

 

 

Figure 29 K-756 inhibits TCF-Luc reporter activity in DLD-1/TCF-Luc cell xenograft 

tumors. 

K-756 inhibits TCF-Luc reporter activity in DLD-1/TCF-Luc cell xenograft tumors. Mice were subcutaneously 

implanted with DLD-1/TCF-Luc cells. After 14 days, 0.5% MC 400 or K-756 was orally administered to the mice 

once a day for 3 days. Twenty-five h after the last administration, the tumors were collected from the mice; after 

protein lysis, a reporter assay was performed. Each column represents the mean ± S.E. (n = 5); the asterisks indicate 

a statistically significant difference in comparison to the vehicle treated group (*, p < 0.05; **, p < 0.005) in a one-

way ANOVA followed by a Dunnett’s test. 

 

6.2.2 K-756による in vivo Wnt/β-catenin経路下流遺伝子発現阻害 

 K-756が内在性のWnt/β-catenin経路下流遺伝子を阻害するか検証するため、6.2.1で回

収した腫瘍から mRNAを抽出した。リアルタイム RT-PCRを実施し、Wnt/β-catenin経路下流

遺伝子である FGF20の発現を測定した。その結果、FGF20の発現は 100 mg/kg投与群から顕
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著に減少した（Figure 30）。最大阻害活性は K-756の 400 mg/kg群において認められた。 

 

 

Figure 30 K-756 inhibits Wnt/β-catenin downstream FGF20 expression in DLD-1/TCF-

Luc cell xenograft tumors. 

K-756 inhibits the FGF20 expression downstream of Wnt/β-catenin in DLD-1/TCF-Luc cell xenograft tumors. 

The tumors were prepared and collected as previously described. RNA was extracted from the tumor; after mRNA 

extraction, an RT-PCR was performed. Each column represents the mean ± S.E. (n = 5); the asterisks indicate a 

statistically significant difference in comparison to the vehicle treated group (*, p < 0.05; **, p < 0.005) in a one-

way ANOVA followed by a Dunnett’s test. 
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6.3 考察 

 K-756 は経口投与により、マウスの皮下に移植した DLD-1/TCF-Luc 細胞の Wnt/β-

catenin 経路を阻害した。これまでに報告されている代表的な Tankyrase 阻害剤 XAV939 や

IWR-1 は代謝不安定な Tankyrase 阻害剤であり、in vivo における薬理評価は報告されていな

い。XAV939 は溶解性と、ラットの肝ミクロソームにおける安定性が低く、in vivo では十分

な曝露が得られないことが推測された(53)。IWR-1 のマウス血中における半減期が 60 min で

あり、その代謝産物の解析から IWR-1 のアミド基が分解されることが報告された(54)。in 

vivo の研究が最も進んでいる Tankyrase 阻害剤 G007-LK は経口投与ではなく、腹腔内投与で

実験に使用された(44)。したがって、Tankyrase阻害剤の in vivoにおける作用の解明は十分で

はなく、K-756 のような経口投与可能な Tankyrase 阻害剤は Tankyrase のがんにおける役割を

明らかにする上でも需要なツールとなり得る。抗がん剤開発のリード化合物としても、経口

投与可能な化合物であることは大きなメリットとなる。 
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6.4 小括 

 第 6章では K-756の in vivo薬理作用を検証した。DLD-1/TCF-Luc細胞を移植し腫瘍を

形成させた SCID マウスに K-756 を経口投与した。腫瘍を回収し、Wnt/β-catenin 経路レポー

ター活性と Wnt/β-catenin経路下流遺伝子である FGF20の発現を評価した。その結果、K-756

は 100 mg/kg投与群から濃度依存的にレポーター活性と FGF20の発現を有意に阻害した。し

たがって、K-756は経口投与可能な選択的 Tankyrase阻害剤として抗がん剤開発のためのリー

ド化合物になることが示唆された。 
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総括 

 本研究では、大腸がんで異常な活性化が認められる Wnt/β-catenin 経路を阻害する低

分子化合物を取得するため、TCF 結合配列を用いたレポーターアッセイ系を構築し、ケミカ

ルライブラリーを用いたスクリーニングを実施した。その結果、新規 Wnt/β-catenin経路阻害

剤K-756を見出した。遺伝子発現変動プロファイル解析により、K-756がAPC変異DLD-1細

胞の内在性 Wnt/β-catenin 経路を選択的に阻害することが明らかとなった。さらに K-756 は

Axin1/2 の発現を安定化することで、活性化型 β-catenin の分解を促進し、TCF/β-catenin 転写

複合体によるWnt/β-catenin経路下流遺伝子の発現を抑制することが判明した。 

 次に K-756 の標的同定を実施したところ、K-756 は PARP ファミリーに属する

Tankyrase の酵素活性を阻害することが明らかとなった。さらに複合体構造解析の結果から、

K-756がTankyrase1の inducedポケットに結合することが明らかとなった。K-756は他のPARP

ファミリーの酵素活性は阻害しないことから、Tankyrase 選択的な阻害剤であることが判明

した。 

 K-756 の大腸がん細胞に対する抗がん作用を検証するため、APC 変異 COLO 320DM

細胞及び SW403 細胞に対する細胞増殖阻害作用を検討した。その結果、K-756 は COLO 

320DM 細胞及び SW403 細胞に対して、細胞増殖阻害作用を誘導した。このとき、K-756 は

COLO 320DM細胞及び SW403細胞のWnt/β-catenin経路の発現を阻害し、Axin1/2を安定化さ

せた。したがって、K-756は COLO 320DM細胞及び SW403細胞の Wnt/β-catenin経路を阻害

することで、細胞増殖を阻害することが明らかとなった。 

 K-756 のさらなる抗がん剤としての可能性を追求するために、K-756 の非小細胞肺が

んに与える影響を検討した。EGFR 変異非小細胞肺がん PC-9 細胞で K-756 と EGFR 阻害剤

gefitinib を同時添加した結果、K-756 は gefitinib による細胞増殖阻害作用を増強した。K-756

と gefitinibの添加濃度が 10対 1のときの CI values at ED50 = 0.21であり、K-756は gefitinibと

強い併用効果を示すことを見出した。 

 最後に K-756 を用いた in vivo における Wnt/β-catenin 経路阻害作用を評価した結果、

連日投与の 3日目において、K-756 100 mg/kg投与群から顕著な腫瘍中のWnt/β-catenin経路阻

害作用が認められた。 

 以上のように本研究で見出された新規 Tankyrase 選択的阻害剤 K-756 は単剤において

大腸がん、そして EGFR 阻害剤との併用において非小細胞肺がんに対して抗がん作用を示し

た。今後は K-756 をリード化合物として、より活性が強い誘導体の創製が期待される。さら

に K-756 は Tankyrase や Wnt/β-catenin 経路のがんにおける機能の解明においても有用な実験

ツールとなり得る。 

 今後の研究課題としては、Wnt/β-catenin経路阻害剤が効果を示すことが報告されてい

る乳がん、メラノーマ、膵臓がん(20, 21, 55, 56)などの異なるがん種における K-756の作用が

挙げられる。例えば、TCF/β-catenin 結合阻害剤 PKF118–310 や Wnt 翻訳後修飾を制御する

Porcupine阻害剤 LGK974は乳がんに対して抗腫瘍効果を示した(55, 21)。抗Wnt2抗体はメラ

ノーマに対して抗腫瘍効果を示した(56)。抗Frizzled抗体は膵臓がんに対して抗腫瘍効果を示

した(20)。したがって、K-756 についてもこれらのがんに対して単剤で抗がん作用を示す可
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能性がある。K-756は EGFR阻害剤と併用効果を示したが、他の Tankyrase阻害剤で報告され

ている MEK 阻害剤や Akt 阻害剤の併用効果(44, 50)についても検討する必要がある。併用効

果を示すメカニズムについても明らかにすることができれば、Wnt/β-catenin 経路のがん細胞

における新たな機能を発見できる可能性がある。 

 本研究ではK-756の抗がん作用を in vitroの細胞増殖阻害作用で評価したが、in vivoの

腫瘍に対してはより多様な作用が期待される。例えば、Wnt/β-catenin 経路は細胞分化、腫瘍

を取り巻く線維芽細胞の浸潤や血管新生そして抗腫瘍免疫に対しても影響を与える可能性が

指摘されている(57-60)。 

 Wnt/β-catenin 経路を阻害する Tankyrase 阻害剤を抗がん剤として開発するための懸念

事項として、毒性が挙げられる。Wnt/β-catenin経路は正常な腸管上皮細胞の cryptにおける幹

細胞の維持に重要なことが知られており(1)、Wnt経路を阻害する DKK1の過剰発現トランス

ジェニックマウスでは crypt形成阻害に伴う腸管毒性が報告されている(61)。さらに Lauらは

Tankyrase 阻害剤 G007-LK を用いた抗腫瘍試験において、高容量を投与したマウスで腸管毒

性が認められたことを報告している(44)。一方、Wnt/β-catenin経路阻害剤である抗 Frizzled抗

体 OMP18R5(20)や Porcupine阻害剤 LGK974(21)は臨床試験に進んでいることから、非臨床モ

デルにおいては安全域が確保できたことが推測される。このことから、Wnt/β-catenin 経路阻

害剤が一様に腸管毒性を示すかどうかは現時点では判断できない。また、G007-LK の腸管毒

性がすべての Tankyrase 阻害剤に認められる現象なのか、G007-LK の構造特有の現象なのか、

は不明である。したがって、K-756 の薬効試験においては、薬効とともに毒性についても慎

重に検討し、安全域が認められるかどうか慎重に検討する必要がある。 
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