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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）におけるDKK3の機能解析を行い、DKK3が腫瘍
制御のターゲットになりうるかを検討した。HNSCC由来細胞株でDKK3を過剰発現させた系とDKK3を安定的にノッ
クダウンした系を確立し、その影響を検討したところ、DKK3の過剰発現ではAktのリン酸化上昇を介して細胞の
浸潤、遊走、浸潤がいずれも有意に増大した一方、ノックダウンではこれらは全て低下し、Aktのリン酸化も低
下した。これらから、DKK3はHNSCC特異的にAktを介して腫瘍細胞の悪性度を規定する因子であることが明らかに
なり、治療のターゲットとして有望であることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we investigated the function of DKK3 gene in head and neck
 squamous cell carcinoma (HNSCC). We previously reported that DKK3 may exert oncogenic function 
particularly in HNSCC, while DKK3 has been reported as tumor suppressor gene. We established DKK3 
over-expression model by transfection of DKK3 expression plasmid and stable knockdown model by 
lentivirus-mediated transfer of shRNA for DKK3. Our data have shown that DKK3 over-expression 
resulted in significantly increased cellular proliferation, migration and invasion with increased 
phosphorylation of Akt (Ser 473). Correspondingly, DKK3 stable knockdown significantly decreased 
these, together with decreased phosphorylation of Akt (Ser473). We suggested that activation of Akt 
by DKK3 may be driven by two independent pathways; by the binding of secreted DKK3 to unknown 
receptor and by activation of mTOR pathway.  
These results strongly imply that DKK3 may be the encouraging candidate of targeted therapy of 
HNSCC.     

研究分野： 病理学・口腔病理学

キーワード： 頭頸部扁平上皮癌　口腔癌　DKK3　遺伝子機能解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国では年間で約1.8万例のHNSCCが発生するが、その5年生存率は76.2％であり、転移を伴う場合は40％程度
にとどまる（国立癌研究センター2014年統計）。HNSCCの治療成績向上のために、腫瘍ごとに存在する特有の遺
伝子発現プロファイルと分子基盤の理解に基づく分子標的創薬が求められている。申請者はそのターゲット候補
としてDKK3を同定し研究を続けている。本研究ではDKK3の詳細な機能解析を行い、DKK3がHNSCCの治療および創
薬のターゲットとなりうることを明らかにした。本研究成果は創薬の実現に向けての基礎データとなり、その意
義は非常に大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頭頸部扁平上皮癌（head and neck squamous cell carcinoma : HNSCC）はしばしば制御困難になることが知

られており、転移を伴う場合の 5 年生存率は 40-50％とされている。癌は種々の癌関連遺伝子の変異の

蓄積によって発生すると考えられているが、HNSCC に特異的な遺伝子変異については不明な点が多い。

この背景から、研究代表者は網羅的な LOH 解析から、HNSCC に特異的に関与する遺伝子として DKK3
遺伝子を同定した。DKK3 の属する dickkopf WNT signaling pathway inhibitor ファミリーは分泌型タンパ

クをコードし、細胞の癌化に重要である oncogenic な Wnt signal を抑制因子して働く。また、DKK3 は

REIC (reduced expression in immortalized cells)の別名でも知られ、種々の癌で発現が低下しており、DKK3
発現のない腫瘍細胞に強制発現させると apoptosis を惹起するという理由から、癌抑制遺伝子であると考

えられている[1]。しかし研究代表者のこれまでの研究では、HNSCC では DKK3 は大多数の症例で発現

し、発現群は予後不良であること、さらに HNSCC 細胞で DKK3 をノックダウンすると細胞浸潤・遊走

が有意に減少することが明らかとなり[2,3]、「HNSCC では DKK3 は癌抑制遺伝子ではなく oncogenic に作

用する」との仮説に至った。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では「DKK3 が HNSCC 特異的に oncogenic function を発揮するメカニズムを明らかにす

ること」および「DKK3 に対する各種の阻害剤が扁平上皮癌治療に使用できる可能性を追究すること」

を目的に研究を行った。これらの目的を達成するために、HNSCC 細胞に DKK3 を過剰発現させる系と、

DKK3 を安定的にノックダウンした系を構築し、細胞の増殖、浸潤、遊走への影響と、その詳細な機序

を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) DKK3 過剰発現系での解析 
研究には下記のヒト由来 HNSCC、食道扁平上皮癌、胃腺癌、大腸腺癌、膵臓癌、前立腺癌、肺扁平上皮

癌および肺腺癌細胞株を使用した。DKK3 の腫瘍細胞株での発現は Western blotting（abcam, EPR15611）
および Real time PCR（STEPOne plus, Thermo Fisher Scientific）で検討した。 
次いで full lengthのDKK3のC末端側にHA-tagを付加したタンパクを発現するプラスミド（pCS2+/DKK3-
HA）を作製し、HNSCC 由来細胞株の HSC-3（ヒト舌癌由来）に Turbofectin 8.0 (Origene)でトランスフェ

クションして DKK3 過剰発現系を確立した。トランスフェクションのコントロールには pCS2+/GFP を

用いた。発現増加は western blotting と immunofluorescence および Real time PCR で確認した。また、

apoptosis assay も行った（APOPercentage™ apoptosis assay）。 
DKK3 過剰発現の影響は MTT assay (TACS MTT, TREVIGEN), migration assay (Ibidi, Cell culture insert), 
invasion assay (InnoCyte™ Cell Invasion Assay)で検討するとともに、ヌードマウス背部皮下に腫瘍細胞を

移植し、28日間腫瘍径の増大を観察した。 
DKK3 過剰発現による影響のメカニズムの検討として、Wnt signal のターゲット遺伝子の cyclin D1, c-myc
の発現変化を Real time PCR で、TCF activity の変化を Reporter assay で確認するとともに、関連シグナル

分子について western blotting を行った。 
 
(2) DKK3 ノックダウン系での解析 
材料としては上記の過剰発現系の結果を踏まえ、ヒト舌癌由来細胞の HSC-3 を用いた。DKK3 の安定的

ノックダウンを構築するため、DKK3に対する shRNAを lentivirus（DKK3 shRNA expressing vector, Origene）
を用いて導入した。導入後の細胞は 10 µg/µl puromycin 存在下で培養して DKK3 の発現が消失したクロ

ーンを選別した。DKK3 タンパクと mRNA 発現の消失は western blotting と immunofluorescence および

Real time PCR で確認した。DKK3 ノックダウンの影響は MTT assay, migration assay, invasion assay で検討

するとともに、ヌードマウス背部皮下に腫瘍細胞を移植し、28日間腫瘍径の増大を観察した。 
DKK3 ノックダウンによる影響のメカニズムについては microarray (3D-Gene, 東レ)およびデータベース

を利用した pathway 解析で検討し、関連するシグナルについて western blotting で検討した。また、これ

までの研究成果の妥当性を評価するため、The Cancer Genome Atlas (TCGA)のデータベースを利用して生

存解析を行った。 
 
４．研究成果 
 

(1) DKK3 過剰発現系の結果 
DKK3 発現は消化管腺癌や前立腺癌、肺癌では発現が認められなかったが、HNSCC と食道扁平上皮癌で



は特異的に発現が高いことが示された。 
ここからDKK3が扁平上皮癌の発生と進展に関わ

る可能性が示唆された。pCS2+/DKK3-HA のトラ

ンスフェクションでは、DKK3 発現はタンパクレ

ベルでも mRNAレベルでも有意に増加した。これ

までの報告では DKK3 を adenovirus で腫瘍細胞株

に過剰発現させるとアポトーシスを誘発すると

されていたが[4]、本研究では DKK3 の過剰発現に

よってアポトーシスの誘導は認められなかった

（図 1）。これには発現方法と細胞株の相違による

ものと考えられた。 
細胞への影響に関しては、DKK3 の過剰発現は細

胞の増殖性、遊走性、浸潤性の全てが有意に増大

した。また、ヌードマウス皮下への移植でも、

DKK3 過剰発現細胞はコントロールに比較して有

意に腫瘍径が増大し、Ki-67 index も増加していた

（図 2）。これらから、DKK3 が HNSCC では

oncogenic function を示すという仮説が裏付けられ

た。メカニズムの検討では、DKK3 過剰発現に伴

って Wnt signal のターゲットである cyclin D1, c-
myc の発現が有意に上昇しており、DKK3 が Wnt 
signal を抑制するのではなく、逆に亢進させてい

るのではないかと考えられた。しかし TCFレポー

ターアッセイの結果では DKK3 による Wnt signal
の活性化は否定された。そこで、他のシグナル分

子の発現およびリン酸化の状態を western blotting
で検討したところ、これらの現象には Akt のリン

酸化が関わっている可能性が示唆された（図 2）。
確認のため、DKK3 過剰発現細胞に Akt の阻害剤

である LY294002 を作用させると、DKK3 による

増殖性、遊走性、浸潤性の増加は全て打ち消され

た（図 2）。結論として、DKK3 は HNSCC 細胞に

おいて Akt のリン酸化を介して腫瘍細胞の悪性度

を増加させることが明らかになった。本成果は

Oncology Research 誌に掲載され、第 31 回歯科基
礎医学会学会奨励賞の受賞対象論文となった。 
 

(2) DKK3 ノックダウン系の結果 
DKK3 に対する shRNA の導入によって、

DKK3 発現をノックダウンした細胞

（HSC-3 shDKK3）を樹立することができ

た。DKK3 のノックダウンによる影響では、

細胞の増殖性、遊走性、浸潤性の全てが有

意に低下した。また、ヌードマウス皮下へ

の移植でも DKK3 ノックダウン細胞はコ

ントロールに比較して有意に腫瘍径が縮

小し、Ki-67 index も低下しており、上記の

DKK3 過剰発現系と全く逆の関係になっ

ていた（図 3）。 
本研究を実施中に DKK3 でコードされる

タンパクには分泌型と非分泌型の 2 つの

isoform が存在することが報告されたため
[5]、メカニズムをより詳細に検討するため

に microarray 解析と pathway 解析を組み 



合わせて候補となる経路の絞り込みを行

った。その結果、DKK3 のノックダウンで

は 1437 種類の遺伝子発現が発現低下して

おり、 PI3K/Akt/mTOR pathway および

MAPK pathway の関与が示唆された。

Western blotting ではこれに一致して、

DKK3 ノックダウン細胞では Akt (Ser 473), 
PI3K p85 (Tyr 458), PI3K p55 (Tyr 199)およ

び PDK1(Ser 241)のリン酸化と、p38MAPK
の発現が低下していた。ここから、DKK3
でコードされる分泌型タンパクが現時点

では未知のレセプターに結合して Akt の

リン酸化を亢進させる可能性が示された。

また同時に、DKK3 ノックダウン細胞では

mTOR (Ser 2448)のリン酸化が低下する一

方で、DEPTOR の発現が増加していた。こ

こからは、 DKK3 が細胞内で mTOR 
complex を抑制する DEPTOR を分解する

ことで mTOR complex を活性化し、Akt の
リン酸化に寄与している可能性が示唆さ

れた。本結果は DKK3 が HNSCC におい

て Akt のリン酸化を介して悪性度を制御

するという前回の結果を強く支持し、そ

のメカニズムの詳細を明らかにするもの

であった（図 4）。 
確認のため、DKK3 ノックダウン細胞に

pCS2+/DKK3-HA をトランスフェクショ

ンして再度 DKK3 発現を回復させてやる

と、DKK3 ノックダウンによる増殖性、遊

走性、浸潤性の低下は全て解除され、 
Akt, PI3K, PDK1、mTOR のリン酸化は増

加し、DEPTOR 発現は低下した（図 4）。 
TCGA のデータベースを用いて生存解析を行ったところ、DKK3 の高発現は HNSCC, pancreatic cancer, Renal 
cancer で予後不良因子であった。一方で、これまでの報告と一致して、prostatic cancer では DKK3 の低発現が

予後不良因子となっていた（図 4）。これらの結果からは、DKK3 が既知の癌抑制遺伝子としての機能以外に、

特定の腫瘍では oncogenic function を発揮することが強く示唆された。本研究成果は International Journal of 
Oncology誌に掲載された。 
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