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研究成果の概要（和文）：Dkk1亢進作用を持つ化合物を見出すことは出来なかった。β-catenin変異がありWnt
全体が亢進する可能性を考えた。Dkk1はWntの標的分子で、亢進した細胞ではDkk1産生が亢進する。このDkk1産
生細胞では亢進作用が検出されにくい可能性を考え、細胞を変更して化合物を得た。mRNAのレベルではDkk1発現
亢進作用が確認できたが、luciferase assayではWnt活性が上昇しており逆の結果となった。研究の目標をDkk1
発現低下作用のある薬剤の新規開発に変更し、薬剤を選定しmRNAレベルでDkk1発現低下、Wntの活性低下作用を
確認し、滑膜細胞や牛軟骨細胞にて検討を継続している。

研究成果の概要（英文）：We could not find a compound with an enhancing effect on Dkk1 expression. As
 a cause, we considered the possibility that β - catenin mutation induces the increasing of Wnt 
signal. Dkk1 is a target gene of Wnt signal, and Dkk1 production is enhanced in cells that are 
enhanced. Considering the possibility that the enhancing action of the drug is difficult to detect 
in such Dkk1 producing cells, two kinds of compounds were obtained by changing the cells. These 
drugs were able to confirm Dkk1 expression enhancing action even at the level of mRNA. However, in 
the luciferase assay by TOP flash, the Wnt signal activity increased and the opposite result was 
obtained. The goal of the research was changed to a new development of a drug having a Dkk1 
expression lowering action. At present, one kind of drug is selected to confirm the reduction of 
Dkk1 expression at the mRNA level and the activity of decreasing the activity of Wnt signal. We are 
continuing the examination.

研究分野： 整形外科学

キーワード： Dkk1　Wnt signal　β - catenin
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１．研究開始当初の背景 

 変形性関節症は極めて多くの罹患患者を

持つ疾患である。治療では関節保護効果と関

節症治療効果が求められる。関節保護効果を

臨床的に証明した薬剤は存在しない。僅かに

ヒアルロン酸関節内投与に一部その期待が

集まるのみである。ステロイドに見られるよ

うな強力な抗炎症作用は結果として、関節症

進展を助長することは周知の事実である。関

節炎と関節症進展が同時に治療される医薬

品開発が望まれる。Wnt シグナル経路の抑制

作用を持つ FRZB(Frizzled related protein)

の発現を亢進させることで関節症治療法の

開発を目的に検討を行い、Verapamil を見出

した。Verapamil はラットＡＣＬ損傷モデル

で関節症の進行をWntシグナル抑制により抑

えることが出来ることを示した。既に製薬企

業から関節炎治療薬として特許申請がされ

ていたために、臨床開発を断念した。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、もう一つのWntシグナル抑

制効果を持つDkk1を標的分子として、同じく

Drug repositioning 戦略を用いてDkk1発現

を亢進する化合物を選定し、関節症治療薬と

しての可能性を検討することである。Wntシグ

ナルの抑制は関節炎抑制と、軟骨保護の複合

的な効果が期待でき、関節保護効果と関節炎

治療効果を併せ持つ関節治療薬の開発が期待

できる。更にWntシグナルの抑制は関節炎の抑

制効果をはじめ、Tide Mark骨化機序の抑制な

ど軟骨保護に加えて複合的な効果が期待でき

る。関節保護効果と関節炎治療効果を併せ持

つ関節治療薬の開発を目標とした。 

 

３．研究の方法 

【H28 年度】 一次 screening：Dkk1 のプロ

モーター領域をレポーター遺伝子である

luciferase に繋いだ construct を作成し、

HCT116 細胞に遺伝子導入する。安定的に導入

遺伝子を発現するクローンを得た後、

luciferase assay により Dkk1 発現を促進す

る化合物を購入した Drug panel(約 1200種類

の既存化合物)より見出す一次 screening を

行う。条件を満たす化合物が得られない場合

は細胞種を変更する計画だった。そこで、細

胞種をヒト軟骨細胞由来 HCS2/8 に変更して

一次 Screening を継続し、化合物を複数得る

こととした。ＨＣＳ細胞にて容量依存性に

Dkk1 mRNA 発現量の変化が誘導できる一次候

補化合物を選定する。候補化合物が得られな

い場合は、更に細胞種を変更して一次

screening 繰り返し、候補化合物を選定する。

候補化合物の選定に困難を極めた事からそ

の理由を Wnt シグナルとの関連で検討する。

購入したヒト軟骨細胞株を使用して再現性

を確認して、確認できた物を一次候補化合物

とする。 

二次 screening：ヒト軟骨細胞株を使用し

て、Wnt3a 刺激により Wnt シグナルを亢進さ

せる。それに一次 screening 化合物を作用さ

せて細胞内βcatenin 濃度を Western Blot で

定量化し、Wnt シグナル抑制効果を確認する。

細胞免疫組織でβcatenin の核内移行の抑制

効果を組織学的も検討する。Wnt シグナル活

性化の化合物添加による容量依存的な抑制

効果を証明する。容量依存的な抑制効果が証

明できた化合物はWntシグナル亢進により惹

起される Sox9,アグリカン,Ⅱ型コラーゲン

分子 mRNA の発現量低下を回復できることを

検討する。これら軟骨細胞形質に関わる分子

の発現量低下が回復されることを示すこと

は軟骨保護効果を確認する上で重要である。

更に分解に関わるMMP-1,-3についてもｍRNA

発現量の変化を確認する。ヒト OA 患者由来

軟骨細胞にても同様な検討を行う。以上によ

り軟骨細胞レベルでの検討で候補化合物の

数を 1ないし２に絞り込む。相応しい化合物

が見出せない場合、再度一次 Screening から

細胞種を変えてやり直す。 



【H29 年度】 三次 Screening：ラット ACL

切断モデルにて組織学的に Mankin Score を

用いて候補化合物の関節軟骨破壊抑制効果

を検討する。経口投与と関節内投与の２経路

について、薬効を検討する。ACL 切断後 4 週

と 8週に組織を採取して投与による効果を確

認する。 

また、Wnt シグナルの抑制剤は成長軟骨に

おいて肥大軟骨細胞への分化を抑制すると

考えられる。ラット胎児脛骨器官培養にて肥

大 軟 骨細胞 層 への効 果 を検討 す る 。

Hypertrophic chondrocyteへの分化抑制効果

が認められれば骨系統疾患への応用も可能

性としてはいる。複数の候補化合物を得た場

合、構造的な類似性を検討し、リード化合物

として新規化合物合成の可能性を検討する。

これには臨床研究支援センターの協力を必

要とする。 

 

４．研究成果 

Dkk1 の発現を亢進から Wnt signal を抑制

して、結果として関節破壊を抑制する物質を

既存化合物から求めることを目的に研究を

開始した。 

一次 screening として Dkk1 のプロモータ

ー 領 域 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ る

luciferase に繋いだ construct を作成開始

した。Dkk1 の転写開始点から上流約 2kbp を

プロモーター領域として PCR で増幅した。

pGL4.10 に組み込んだコンストラクトを

HCT116 細胞に遺伝子導入し安定的なクロー

ンを作成した。既存薬パネル 1186 種類の薬

剤から dual luciferase assay により Dkk1 

promoter 活性を上昇させる薬剤を 62 種類に

絞り込んだ。薬剤濃度は一律 10µM で

screening を行った。この 62 種類の薬剤につ

いて 3回、同様の screening を行い上位 9種

類の薬剤について Dkk1 mRNA を RT-PCR によ

り計測した。mRNA レベルでは有意な増加が見

られず低下しているものも見られた。HCT116

細胞にて容量依存性に Dkk1 mRNA 発現量の変

化が誘導できる一次候補化合物の選定を試

みたが、安定的な結果を得るに至らなかった。

高齢者で使用しやすい薬剤 320 種類に絞り、

一度目の screening の結果上位 80 種類につ

いて細胞をヒト軟骨細胞由来 HCS2/8 に変更

し、安定的な発現クローンを再構築して、一

次 screening を行った。結果 7種類まで絞り

込んだが mRNA のレベルで有意に Dkk1 発現亢

進作用が見られた薬剤は存在しなかった。

HCT116 細胞にはβ-catenin 変異があり細胞

質に蓄積するため Wnt signal 全体が亢進し

ていると報告されている。Dkk1 は Wnt signal

の標的遺伝子のため HCT116 では Dkk1 産生が

亢進している。HCS 細胞でも Dkk1 産生亢進が

報告されており、このような Dkk1 産生細胞

ではscreeningによる薬剤のプロモーター活

性亢進作用が検出されにくい可能性があっ

た。このため細胞を HEK293 細胞に再度変更

して 320 種類の薬剤について一次 screening

を行い 2種類に絞り込んだ。この 2種の薬剤

は mRNA のレベルでも Dkk1 発現亢進作用が確

認できた。しかし、同時に行った TOP flash

による luciferase assay では Wnt signal 活

性が低下することなくむしろ上昇しており

逆の結果となった。結果、二次 scrrenig の

対象となる化合物を選定することが出来な

かった。 

Dkk1 は Wnt signal の標的遺伝子であるた

め一般的には Wnt sigal 亢進による結果とし

て Dkk1 の発現が亢進する。今回は Dkk1 の発

現亢進による Wnt signal 抑制を目指したが、

feed back 機構による代償が働く可能性が示

唆された。そこで研究の方向性を変化させ、

Wnt signal を低下させる薬剤は Dkk1 を低下

させるため、研究の目標を Dkk1 発現低下作

用のある薬剤の新規開発に変更した。現在こ

のような薬剤を 1 種類選定し mRNA レベルで

の Dkk1 発現低下、Wnt signal の活性低下作

用を確認した。細胞種を滑膜細胞や牛の軟骨



細胞に変更して現在も研究を継続し、この化

合物で二次 screening を開始している。この

化合物は Wnt signal 抑制により抗炎症効果

と軟骨保護効果を持つ物質である事が期待

される。 
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