
422 Japanese Journal of Lung Cancer―Vol 49, No 4, Aug 20, 2009―www.haigan.gr.jp

REVIEW ARTICLE

非小細胞肺癌におけるWnt シグナルの過剰発現とその制御への試み
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ABSTRACT ━━ The Wnt signal pathway is involved in embryogenesis, differentiation, and tumorigenesis. We
have found that Wnt overexpression frequently occurs to promote carcinogenesis in non-small cell lung cancer
(NSCLC). First, we found that the transduction of MRP-1�CD9 gene into human cancer cells can induce the down-
regulation of Wnt1, Wnt2b, Wnt5a, and several Wnt targets. Clinical studies found that 89％ of NSCLCs had over-
expressions of Wnt1, Wnt2 or Wnt5a. The Wnt1-positive carcinomas had positive intratumoral expressions of
c-Myc, Cyclin D1, VEGF-A, and MMP-7, and the high tumor proliferation index. The Wnt2-positive carcinomas
also had positive intratumoral expressions of VEGF-A and high tumor proliferation index. On the other hand, an
overexpression of Wnt5a was associated with stromal VEGF-A expression through a tumor-stromal interaction,
to increase the tumor proliferation rate. Furthermore, overexpressions of Wnt1 and Wnt5a were independent
prognostic factors for NSCLC patients. From these results, these Wnt members can be candidates for molecular-
target therapy for NSCLC. We are performing experimental studies on Wnt-inhibiting gene therapy using ade-
noviral vectors expressing shRNA.
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要旨━━Wnt シグナルは発生や分化・癌化などに広く
関わっている．その中で，Wnt の過剰発現が多くの非小
細胞肺癌のプログレッションでみられることが判明して
きた．まず，ヒト癌細胞株に癌転移抑制遺伝子MRP-1�
CD9 を遺伝子導入すると，Wnt1 及びWnt2b，Wnt5a，
さらにWnt 標的遺伝子の発現に抑制がみられ，Wnt シ
グナルの癌化への関与が示唆された．非小細胞肺癌にお
ける臨床的検討では，その 89％にWnt1 またはWnt2b，
Wnt5a の過剰発現がみられた．Wnt1 高発現腫瘍では，
c-Myc や Cyclin D1，VEGF-A，MMP-7 などのWnt 標的
遺伝子の腫瘍内発現が高く，腫瘍増殖能も高かった．

Wnt2b 高発現腫瘍でも，VEGF-A の腫瘍内発現が高く，
腫瘍増殖能が高かった．Wnt5a の腫瘍内発現は，tumor-
stromal interaction で間質内VEGF-A 発現を誘導し，腫
瘍増殖能の亢進と関連していた．Wnt1 とWnt5a の過剰
発現は独立した予後不良因子であった．以上より，これ
らのWnt を癌治療のターゲットと考え，Wnt 抑制遺伝
子治療の開発を目指し，shRNA発現アデノウイルスベク
ターを作製し基礎的研究を現在行っている．
索引用語━━Wnt シグナル，Wnt1，Wnt2，Wnt5a，遺
伝子治療
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Figure 1. Wnt signal pathways.

1．はじめに

分子生物学的癌研究の進歩により，ヒト癌に関わる遺
伝子や蛋白の異常が多く判明してきた．1 非小細胞肺癌
においても，癌遺伝子や癌抑制遺伝子の異常によるイニ
シエーションから癌化が始まり，それからのプログレッ
ションの過程を通じて，血管新生や薬剤耐性などの悪性
腫瘍としての性格を獲得してくることが示されてきた．
そして，このような研究を通じて，新たな癌治療のター
ゲットとなるバイオマーカーを発見することが期待され
る．その中で，これまでの我々の研究からWnt ファミ
リーの過剰発現が多くの非小細胞肺癌でみられ，肺癌の
プログレッションに広く関わっていることが判明してき
た．2-4

2．癌転移抑制遺伝子MRP-1�CD9の遺伝子導入に
よるWnt シグナルの抑制

我々は癌転移の抑制を目指して，癌転移抑制遺伝子の
機能をもつMRP-1�CD9（以下 CD9）の研究に取り組んで
きた．このCD9 は細胞膜糖蛋白で，インテグリンなどと
機能的複合体を形成し，細胞運動能や分化などの様々な
機能に関与することが示されている．癌のプログレッ
ションの過程では，このCD9 の発現減弱がおこり，高転
移能癌細胞が形成されていることが判明してきた．実際，
アデノウイルスベクターを用いて，CD9 発現減弱癌細胞
株にCD9 遺伝子を導入すると，細胞運動能に抑制がみら

れた．5 そこで，このCD9 の多彩な生物学的機能に関わ
るシグナル系を我々は探索した．CD9 発現減弱肺癌細胞
株A549 に，アデノウイルスベクターを用いてCD9 遺伝
子を導入し，その導入前後におけるシグナル系の変化を
検討した．cDNAマイクロアレイを用いて遺伝子発現変
化を網羅的に解析したところ，CD9 誘導によりWnt1
及びWnt2b，Wnt5a の遺伝子発現の減弱がみられた．6

同時に，Wnt シグナルの canonical 経路の標的遺伝子で
ある c-Myc，MMP-26，WISP1 などの遺伝子発現にも減
弱がみられた．そして，抗MRP-1�CD9 中和抗体を投与す
ると，これらの発現減弱に抑制が認められた．以上のこ
とから，CD9 によるWnt シグナル系の抑制が認められ
た．多くの癌におけるプログレッションでCD9 発現減弱
がみられることから，Wnt シグナル系の過剰発現の可能
性が示唆された．

3．Wnt シグナル

Wnt ファミリーは多機能な分泌型糖蛋白で，これらも
発生や分化・癌化など様々な機能に関わることが指摘さ
れている．7-9 Wnt シグナルには数種類の経路があり，大
きく canonical（Wnt-ベ ータ-カテニン）経路と non-
canonical 経路とに分けられている（Figure 1）．10 この中
でWnt1 やWnt2b は主に canonical 経路に関与してい
る．この canonical 経路が活性化されると，細胞膜表面の
Frizzle レセプターを介し，いろいろなコファクターとと
もに，ベータ-カテニンの分解を抑制し，その細胞内プー
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ルを蓄積する．その結果，ベータ-カテニンの核内移行が
みられる．そして，この核内ベータ-カテニンにより，多
くの標的遺伝子の発現が誘導され，様々な生物学的機能
を発揮する．この canonical 経路における標的遺伝子は
LEF�TCFモチーフをプロモーター領域にもった構造を
している．この標的遺伝子には，c-Myc や Cyclin D1，vas-
cular endothelial growth factor-A（VEGF-A）などの多く
の癌関連バイオマーカーがある．実際，大腸癌ではベー
タ-カテニン遺伝子の活性化変異やコファクターである
APC遺伝子の不活化変異がみられ，canonical 経路の活
性化が大腸癌の発癌に関与することが報告されてい
る．11 しかし，非小細胞肺癌ではこのような遺伝子変異
はまれであるとされている．12

一方，non-canonical 経路にはカルシウム経路や PCP
経路などがあり，Wnt5a は主にこの non-canonical 経路
に関与するとされている．
そこで，非小細胞肺癌におけるWnt 発現とその生物学

的意義について検討した．対象としては，先に示した
CD9 誘導による研究成果から，Wnt ファミリーの中で
Wnt1 と，Wnt2，Wnt5a について臨床的検討を行った．

4．非小細胞肺癌におけるWnt1 発現

非小細胞肺癌における腫瘍内Wnt1 発現の臨床的意義
を検討するために，切除非小細胞肺癌 151 例を対象にし
て，Wnt1 と canonical 経路における標的蛋白である
c-Myc，Cyclin D1，VEGF-A，MMP-7 の腫瘍内発現をそ
れぞれ免疫組織化学的に評価した．2,3 さらにKi-67 増殖
指数により腫瘍増殖能も評価した．
Wnt1 高発現腫瘍は 40.4％であった．組織型別でみる

と，腺癌と扁平上皮癌で，Wnt1 発現に差はみられなかっ
た．また，T因子及びN因子，分化度でみても，Wnt1
発現に差はみられなかった．
Wnt1 の標的蛋白についてみると，細胞増殖能に関わ

る転写因子である c-Myc の腫瘍内発現が，Wnt1 高発現
腫瘍ではWnt1 低発現腫瘍と比べて有意に高かった
（44.7％±26.3％対 30.8％±26.7％；P＝0.0019）．また，同
じく細胞増殖能に関与するCyclin D1 の腫瘍内発現も，
Wnt1 高発現腫瘍でWnt1 低発現腫瘍と比べて有意に高
かった（43.7％±22.7％対 30.3％±21.3％；P＝0.0003）．
さらに，血管新生及び腫瘍増殖能に関わるVEGF-A の腫
瘍内発現も，Wnt1 高発現腫瘍でWnt1 低発現腫瘍と比
べて有意に高かった（43.5％±30.9％対 32.5％±29.7％；
P＝0.0293）．また，同じくWnt 標的蛋白の一つである
MMP-7 の腫瘍内発現も，Wnt1 高発現腫瘍でWnt1 低発
現腫瘍と比べて有意に高かった（56.4％±27.7％対
34.9％±29.1％；P＜0.0001）．このMMP-7 の生理学的機
能は未だ十分に解明されてはいないが，他のMMPファ

ミリーと同様に基質の分解により腫瘍転移を誘導するこ
とや，E-カドヘリンなどの分解に関わり，腫瘍の悪性形質
の獲得に関与していることが示唆されている．
そして，Ki-67 増殖指数でみた腫瘍増殖能は，Wnt1

高発現腫瘍でWnt1 低発現腫瘍と比べて有意に高かった
（52.4％±30.6％対 38.8％±28.8％；P＝0.0062）．予後に
ついてみると，術後 5年生存率は，Wnt1 高発現腫瘍で
39.9％，Wnt1 低発現腫瘍で 67.5％であった．Wnt1 高発
現腫瘍はWnt1 低発現腫瘍と比べて有意に予後不良で
あった（P＝0.0003）．多変量解析でも腫瘍内Wnt1 発現は
独立した予後不良因子であった（危険率 1.983；P＝
0.0061）．
このように，腫瘍内Wnt1 発現は，その標的蛋白である

c-Myc や Cyclin D1，VEGF-A，MMP-7 などの腫瘍内発現
に関与し，高い腫瘍増殖能を獲得し，悪性度の高い腫瘍
の形成に関わっていることが示された．

5．非小細胞肺癌におけるWnt2 発現

Wnt2 は，Wnt1 と同じく canonical 経路に関わるメン
バーである．非小細胞肺癌におけるWnt2 の腫瘍内発現
についても，免疫組織化学的に検討した．その結果，
40.9％（115 例中 47 例）がWnt2 高発現腫瘍であった．組
織型別，T因子，N因子，分化度では，腫瘍内Wnt2 発現
に差はみられなかった．
腫瘍内Wnt2 発現の臨床的意義を検討すると，canoni-

cal 経路における標的蛋白であるVEGF-A の腫瘍内発現
が，Wnt2 高発現腫瘍でWnt2 低発現腫瘍と比べて有
意に高かった（46.5％±30.2％対 32.5％±33.6％；P＝
0.0474）．そして，Ki-67 増殖指数でみた腫瘍増殖能も，
Wnt2 高発現腫瘍でWnt2 低発現腫瘍と比べて有意に高
かった（51.5％±29.6％対 33.1％±29.9％；P＝0.0024）．
このように，Wnt2 の腫瘍内発現も，Wnt1 の腫瘍内発現
と同様に，canonical 経路の活性化を介して，悪性腫瘍の
形成に関わっていることが示された．

6．非小細胞肺癌におけるWnt5a 発現

我々は非小細胞肺癌における腫瘍内Wnt5a 発現の臨
床的意義についても検討した．4 切除非小細胞肺癌 123
例を対象に，real-time RT-PCRでWnt5a 遺伝子発現を，
免疫組織化学法でWnt5a 蛋白発現をそれぞれ評価した．
Wnt5a 遺伝子発現とWnt5a 蛋白発現は有意に相関して
おり（r＝0.729，P＜0.0001），Wnt5a 高発現腫瘍は 57.7％
であった．組織型でみると，Wnt5a 高発現腫瘍は扁平上
皮癌で 78.0％，腺癌で 41.8％であった．Wnt5a 高発現腫
瘍は，扁平上皮癌で腺癌と比べて有意に高かった（P＜
0.0001）．しかし，T因子，N因子，分化度では，腫瘍内
Wnt5a 発現に差はみられなかった．
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Figure 2. Distributions of Wnt family expressions 
in non-small cell lung cancer.

次に腫瘍内Wnt5a 発現の機能について，Ki-67 指数で
腫瘍増殖能を，抗CD34 抗体による腫瘍内微小血管密度
で腫瘍内血管新生を評価した．その結果，Ki-67 増殖指数
はWnt5a 高発現腫瘍でWnt5a 低発現腫瘍と比べて有
意に高かった（55.1％±15.6％対 37.1％±12.1％，P＜
0.0001）．しかし，腫瘍内微小血管密度はWnt5a 高発現腫
瘍（114.5±28.8 個�0.785 mm2）とWnt5a 低 発 現 腫 瘍
（101.3±31.2 個�0.785 mm2）で差はみられなかった．
この機序を解明するために，これまでと同様にVEGF-

A の発現について免疫組織化学的検討を行った．その
結果，腫瘍内VEGF-A 発現は，Wnt5a 高発現腫瘍と
Wnt5a 低発現腫瘍で差はみられなかった（35.1％±
14.6％対 34.1％±14.5％）．しかし一方で，腫瘍内結合組
織におけるVEGF-A の発現（間質内VEGF-A 発現）は腫
瘍内Wnt5a 発現と有意に相関しており（r＝0.661；P＜
0.0001），Wnt5a 高発現腫瘍ではWnt5a 低発現腫瘍より
間質内VEGF-A 発現が有意に高かった（37.6％±15.6％
対 22.7％±10.8％；P＝0.0005）．そして，この間質内
VEGF-A 発現は腫瘍増殖と有意に相関し（r＝0.627；P＜
0.0001），間質内VEGF-A 高発現腫瘍では間質内VEGF-
A 低発現腫瘍より，Ki-67 増殖指数が有意に高かった
（62.6％±14.6％対 33.3％±13.0％；P＜0.0001）．
そのため，このWnt5a は先に述べたWnt1 やWnt2

とは異なった機序で肺癌に関わっていることが考えられ
た．そこで，canonical 経路活性化の指標となるベータ-
カテニンの発現についても追加検討した．腫瘍内Wnt5a
発現と腫瘍細胞におけるベータ-カテニン発現との間に
は関連がみられなかったが，腫瘍内Wnt5a 発現は間質内
ベータ-カテニン発現と有意に相関しており（r＝0.729，
P＜0.0001），Wnt5a 高発現腫瘍ではWnt5a 低発現腫瘍よ

り間質内ベータ-カテニン発現が有意に高かった
（36.0％±25.7％対 10.8％±8.5％，P＜0.0001）．さらにこ
の間質内ベータ-カテニン発現は間質内VEGF-A 発現と
有意に相関していた（r＝0.644；P＜0.0001）．
以上の結果から，Wnt5a の腫瘍内発現は，tumor-

stromal interaction を介し，間質内VEGF-A 発現を誘導
し，腫瘍増殖能の亢進に関与していることが示された．
このようにWnt5a に関わるシグナルは，Wnt1 とWnt2
とは異なったFrizzle レセプターを介して，特有な機序
で肺癌のプログレッションに関与していると考えられ
た．
腫瘍内Wnt5a 発現でみた予後からも，Wnt5a 高発現

腫瘍がWnt5a 低発現腫瘍と比べて有意に予後不良で
あった（術後 3年生存率で，58.1％対 75.0％，P＝0.0299）．
多変量解析でも腫瘍内Wnt5a 発現は独立した予後不良
因子であった（危険率 2.451；P＝0.0193）．

7．非小細胞肺癌におけるWnt 過剰発現の分布

非小細胞肺癌 115 例について，Wnt1，Wnt2，Wnt5a
の腫瘍内発現について総合的に検討した（Figure 2）．そ
の結果，Wnt1�Wnt2 とWnt5a の両方で過剰発現がみら
れた腫瘍は 43％，Wnt1 またはWnt2 でのみ過剰発現が
みられた腫瘍は 29％，Wnt5a のみ過剰発現がみられた腫
瘍は 17％であった．非小細胞肺癌全体の 89％に，Wnt1
またはWnt2b，Wnt5a いずれかに過剰発現がみられた．
このように，多くの非小細胞肺癌においてこれらのWnt
ファミリーの過剰発現がみられ，様々な癌関連バイオ
マーカーの発現誘導などを介して，悪性度の高い癌細胞
が形成されていることが明らかとなった．現在のところ，
非小細胞肺癌におけるWnt ファミリーの遺伝子変異や
遺伝子増幅の報告はほとんどない．そのため，このよう
なWnt ファミリーの腫瘍内過剰発現は，プログレッショ
ンの過程で他の癌関連バイオマーカー（protein kinase
C など）の発現異常に伴っておこる二次的なものと考え
られている．13

8．Wnt 発現抑制遺伝子治療の研究

以上の結果から，これらのWnt ファミリーは非小細胞
肺癌における分子標的治療や遺伝子治療などの新たな癌
治療のターゲットになりうると考えられる．そこで現在
我々はWnt 抑制遺伝子治療の開発を目指し基礎的研究
を行っている．
特定の標的遺伝子の発現抑制を図る手段として，RNA

干渉（RNA interference；RNAi）が注目されている．14

この RNAi は生物が広くもっている機能である．非翻訳
型の double strand RNA（dsRNA）が，Dicer の働きによ
り 21～23 塩基の short interfering RNA（siRNA）を形成
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Figure 3. Construction of adenoviral vectors expressing 
short hairpin RNAs (shRNAs) targeting Wnts.

し，この siRNAが配列特異的に標的遺伝子の発現を抑制
する機能である．現在，RNAi の機序について多くの研究
が報告されているが，siRNAが発現抑制する機序として
は，標的遺伝子のmRNAに結合し翻訳を抑制すること
と，結合したmRNAを分解することなどが指摘されて
いる．
臨床応用を目指した遺伝子治療を開発するためには，

遺伝子導入法の特異性，効率，持続性などが問題となる．
適切な標的配列を設定することにより，siRNAの標的遺
伝子に対する発現抑制の特異性は非常に高いものとな
る．その中で，合成 siRNAは設計が簡便で入手しやすい
が，その分解が早いため，抑制効果の持続が 3日程度と
短いのが欠点である．そのため，近年様々な short hairpin
RNA（shRNA）発現ベクターの開発と研究が報告されて
いる．15 shRNAとは，標的配列に対するセンス鎖とアン
チセンス鎖の間にループ構造を入れてつないだものであ
る（Figure 3）．RNAポリメラーゼ III 依存型プロモー
ターによる発現ベクターで，目的細胞内でこの shRNA
を発現させると，細胞内におけるDicer の働きにより
siRNAが安定して形成され，標的遺伝子の発現抑制が持
続的にみられることが報告されている．
shRNA導入法については，ベクターの選択にも様々な

方法がある．我々は臨床応用を目指したWnt 抑制癌遺伝
子治療の開発のために，アデノウイルスベクターを用い
て，Wnt 抑制 shRNA発現ベクターを作製し基礎的研究
を現在行っている（Figure 3）．このアデノウイルスベク
ターは生体内への導入法として優れており，特に気道系
への導入効率が良好であるため，今後の研究成果が期待
されるものである．
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