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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）の発生・進展に関わる癌関連遺伝子として同定され

た DKK3 遺伝子について機能解析を行った。DKK3 は消化管の腺癌等では発現が消失しており癌

抑制遺伝子とされているが、HNSCC ではこれとは異なり、組織や細胞株で mRNA、蛋白がとも

に優勢的に発現していた。さらに、生存分析では DKK3 蛋白発現（-）の患者群は生存期間が

長いことが示され、細胞株において DKK3 mRNA 発現を siRNA で抑制すると細胞の浸潤性、遊

走性が低下することが示された。以上から、HNSCC では DKK3 が癌抑制遺伝子としてではなく、

腫瘍の進展を促進する機能を有する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this research project, functions of DKK3 gene were investigated in head and neck 
squamous cell carcinoma (HNSCC). Although DKK3 is reported to function as tumor 
suppressor in kinds of tumors, the present researches demonstrated contradict findings. 
In HNSCC, DKK3 mRNA and protein were dominantly expressed, unlike those in other cancers 
were attenuated or lost because of promoter methylation. Survival analyses revealed 
that DKK3 protein(-) patients showed longer survival. Knockdown of DKK3 mRNA by siRNA 
in HNSCC cell lines resulted in decreased cellular migration and invasion. All the data 
strongly imply the paradoxical function of DKK3 in HNSCC. 
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１．研究開始当初の背景 

頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）は世界的にも発生

頻度の高い悪性腫瘍である。HNSCCは転移をき

たした場合には制御困難となる場合があり、

治療成績の向上と予後予測のために、HNSCC

の浸潤や転移を制御する因子についての基礎

研究が求められている。  

 癌は一般的に、癌遺伝子の増幅や癌抑制遺



伝子の機能喪失などの癌関連遺伝子に生じた

変異や後成的修飾の結果として生じるが、

HNSCCの浸潤性や転移能の決定に関わる有力

な癌関連遺伝子については不明な点が多い。 

 申請者は、HNSCCの発生と進展に関わる癌関

連遺伝子をgenome wideなヘテロ接合性消失

（LOH）解析により検索し、重要な癌関連遺伝

子としてDKK遺伝子ファミリー（DKK1-4）を同

定した。 

 DKK遺伝子ファミリーは、消化管の腺癌や前

立腺癌等では、細胞の癌化を促進するWntシグ

ナルを抑制する機能をもつことから、癌抑制

遺伝子と考えられている。その中でも特に

DKK3は、別名をREIC 

(Reduced Expression In Cancer)といい、多

種類の癌で発現低下が認められ、強力な癌抑

制因子であるとされる。さらに、近年ではDKK3

の癌治療のターゲットとての可能性が議論さ

れている。 

 
２．研究の目的 

 申請者はこれまでの研究で、HNSCCではDKK

遺伝子ファミリーに非常に高頻度（39-63％）

にLOHが生じていることを見出した。LOH解析

は対立遺伝子の欠失を検出する手法であり、

LOHが高頻度に生じている染色体上の領域に

は強力な癌抑制遺伝子の存在が示唆される

ことから、最も高頻度であったDKK3 を有力な

癌抑制遺伝子候補として、臨床データとの相

関を比較した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 しかし、興味深いことにDKK3 領域（10p15.2）

にLOHを伴う患者群は有意にリンパ節転移が

少なく、Overall Survivalが長いという、予

想に反する結果が得られた（図 1：Katase N et 

al, Oncol Res.2008）。 

 そこで、本研究計画では HNSCC における

DKK3 の詳細な機能を検討することを目的と

し、（1）腫瘍組織材料での DKK3 蛋白発現の

検討、(2)前癌病変を含めた頭頸部扁平上皮

の癌化過程における DKK3 発現の検討、（3）

HNSCC由来細胞株を用いたDKK3遺伝子機能解

析の 3つのテーマについて研究を行った。 

 

３．研究の方法 
 

（1）組織材料での DKK3 蛋白発現の検討 

①材料 

岡山大学病院 病理部口腔病理診断部門

で取り扱った頭頸部扁平上皮癌症例 90

例、HNSCC 由来細胞株 10 種を用いた。 

②方法 

常法に従い連続切片を作成し、DKK3 を

認識する特異的抗体を用いて免疫組

織化学を施し、蛋白発現の有無および

局在を検討した。細胞株については

DKK3 蛋白発現の有無を western 

blotting により検討した。さらに、

DKK3 蛋白発現の有無と予後との相関

を、Kaplan-Meier 法による生存解析、

多変量解析により検討した。 

 

（2）癌化過程 DKK3 蛋白発現の検討 

①材料 

岡山大学病院 病理部口腔病理診断部門

で取り扱った頭頸部扁平上皮癌、上皮

異形成症例、合計 65 例を用いた。 

②方法 

常法に従い連続切片を作成し、DKK3 の

発現と局在を免疫組織化学により検



討した。さらに、DKK3 と Wnt canonical 

pathway、細胞増殖との関連を検討す

るため、β-catenin と Ki-67 に対する

免疫組織化学も行った。 

 

（3）細胞株での DKK3 遺伝子機能解析 

①材料 

HNSCC 由来細胞株 4種、陰性対照群とし

て胃腺癌由来細胞株 2種、大腸腺癌由来

細胞株 2種を用いた。 

②方法 

各細胞株を培養して mRNA を回収し、

RT-PCR 法により DKK3 mRNA 発現を確認

した。次いで、DKK3 発現細胞に対して 

DKK3 を特異的にノックダウンする

siRNAをLipofectamineTMを用いてトラ

ンスフェクションし、細胞の増殖、遊

走能、浸潤性に及ぼす影響を、MTT 

assay、migration assay, matrigel 

invasion assay によって検討した。 

 

４．研究成果 

（1）組織材料での DKK3 蛋白発現の検討 

① HNSCC 組織・細胞での DKK3 蛋白発現 

DKK3蛋白は扁平上皮癌症例の84.4％

(76/90 例)で発現が認められた。

Western blotting では、全ての細胞

で DKK3 蛋白発現が検出された。 

 ② HNSCC 組織での DKK3 蛋白発現と予後 

DKK3 蛋白発現群は有意に Disease 

Free Survival, Metastasis Free 

Survival が短かった（図 2）。また

DKK3 蛋白発現は独立した予後予測因

子であった。                                        

 

 以上の結果からは、DKK3 は HNSCC では消化

管の腺癌とは異なった発現を示すことが明

らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また、生存分析では DKK3 発現群は予後不

良であることが示され、「DKK3 には未知の癌

遺伝子的な機能が存在する」との仮説に至

った。 

 

（2）癌化過程 DKK3 蛋白発現の検討 

 頭頸部の扁平上皮は、正常から上皮異形成

（軽度/中等度/高度）、上皮内癌を経て浸潤

癌へと進展すると考えられている。癌化の各

過程における DKK3 発現と局在を検討したと

ころ、DKK3 蛋白発現は上皮異形成、上皮内癌

にかけて発現率が上昇し、蛋白の局在も細胞

膜から細胞質内へと変化した（図 3）。また、

β-catenin の発現と局在も同様であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果からは、HNSCC では DKK3 が癌抑制因

子としては機能していないこと、HNSCC での

DKK3 発現は Wnt/β-catenin シグナルに影響

しない可能性が示された。 

 



 

（3）細胞株での DKK3 遺伝子機能解析 

 HNSCC、胃癌、大腸癌等の細胞株を用いて

mRNA 発現を定量的に検討した。用いた細胞

株のうち、HNSCC 由来細胞株のみに DKK3 発

現が認められたが、胃癌や大腸癌の細胞株

では発現を認めなかった。 

 DKK3 高発現を示す細胞株を選別し、

siRNAによるRNA干渉でDKK3発現のノック

ダウンを行い、細胞増殖や浸潤性の変化を

検討した。DKK3 ノックダウンは細胞の増殖

能には影響を及ぼさなかったが、検討した

2 種類の細胞株において、細胞遊走能と浸

潤能が有意に低下した（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果は、実験（1）で得られた仮説を裏

付けるデータであり、HNSCC では DKK3 が癌遺

伝子的に機能する可能性が強く示唆された。 

 

上記のように、本研究では DKK3 の「これま

で報告されてこなかった未知の癌遺伝子的

機能」の存在の可能性が示された。 

 また、本研究結果からは癌抑制遺伝子の機

能の多様性、組織特異性の存在をも示唆して

おり、頭頸部扁平上皮癌癌研究のみならず癌

関連遺伝子の基礎研究としての価値をも有

すると考えられる。 
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