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研究成果の概要（和文）：研究代表者はこれまでに、DKK3タンパクが頭頚部扁平上皮癌の増殖や浸潤を促進する
ことを明らかにしてきた。本研究ではDKK3の機能を阻害するペプチドの開発を行なった。DKK3タンパクの構造解
析から、機能の発揮に必要な領域（ドメイン）が2つのcysteine rich domain (CRD)にあることを確認し、CRD内
の特定のアミノ酸配列に対する相補性ペプチドを合成した。ペプチドは低用量でAktのリン酸化を抑制し、細胞
増殖・遊走・浸潤を有意に抑制することが示された。また、DKK3の受容体として同定されたCKAP4の発現につい
て検討し、DKK3/CKAP4が腫瘍制御の標的となりうることを示した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that DKK3 functions as tumor-promoting factor in head
 and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) through activation of Akt. To establish a new therapeutic 
agent targeting DKK3 protein for HNSCC, we developped complimentary peptides for the functional 
domain of DKK3 protein. Firstly, we  focused on two cysteine rich domains (CRDs), and showed that 
both of CRD1 and CRD2 are necessary for exertion of the oncogenic function of DKK3. Secondry, we 
designed complimentary peptides against the certain amino acid sequences within the CRDs. The 
peptides successfully suppressed Akt activation by DKK3 and consequent celelular proliferation, 
migration and invasion in HNSCC-derived cells. We also investigated the expression and function of 
CKAP4, which was newly reported as a receptor for DKK3 in HNSCC. The data showed that DKK3 and CKAP4
 expression was associated with poorer prognosis of HNSCC, and antibodies against DKK3 or CKAP4 
showed anticancer effects in HNSCC cells.   

研究分野： 病理学・口腔病理学

キーワード： 頭頚部扁平上皮癌　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
本研究成果からは、DKK3の機能ドメインが２つのcysteine rich domain(CRD)にあることが明らかになり、さら
にCRD内の特定のアミノ酸配列を標的とした相補性ペプチドが実際にDKK3タンパクの機能を阻害でき、既存の抗
がん剤よりも低用量で腫瘍の増殖等を抑制できることが示された。この成果はDKK3が頭頚部扁平上皮癌の治療標
的となることを示すだけでなく、DKK3タンパクの本質的機能の一端を明らかにした点で学術的意義が大きく、さ
らに実現可能性の高いペプチドベースの中分子創薬を開拓した点で社会的意義が非常に大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
頭頚部扁平上皮癌 (head and neck squamous cell carcinoma: HNSCC)は頭頚部領域で最も発生頻度
が高い悪性腫瘍である。HNSCC の治療は手術が中心となるが、手術によって顎骨や歯、舌が失
われることで患者の生命の質（QOL）が低下することから、低侵襲性治療の開発が求められてい
る。研究代表者は分子標的治療の開発を念頭に、HNSCC 特異的な発現を示し腫瘍の悪性度を規
定するがん関連遺伝子の候補として DKK3 遺伝子を同定した。 
研究代表者はこれまでの研究で、HNSCC では DKK3 が大部分の症例で陽性であり、陽性性例は
有意に無疾患生存率が短く予後不良であること、HNSCC 細胞で DKK3 を過剰発現／ノックダウ
ンすると Akt の活性化状態が変化し細胞の増殖・浸潤・遊走が有意に増加／減少することを明ら
かにし、DKK3 が HNSCC では癌遺伝子として腫瘍細胞の悪性度を規定することを示してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では DKK3 を標的とした新規 HNSCC 治療法の開発を志向した。DKK3 は分泌型／非分泌
型タンパクをコードしており、分泌型は細胞表面の受容体を介して、非分泌型は細胞内のエフェ
クタータンパクと結合することでそれぞれ独立して Akt を活性化すると考えられることから、
DKK3 とエフェクタータンパクの結合を阻害するペプチドを開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) DKK3 機能ドメインの同定 

DKK3 が Akt をリン酸化させる過程においてはタンパク質相互作用が起こっているが、まず  
はその相互作用に必須となる機能ドメインを同定した。DKK3 タンパクのアミノ酸配列と各
種データベースの情報から機能ドメインの候補として２つの cysteine rich domain (CRD)に着
目した。CRD1、CRD2 のいずれか、またはそれらの両方を欠損した deletion mutant タンパク
を発現する plasmid を作製し、HNSCC 由来細胞株に導入して Akt のリン酸化、細胞増殖・遊
走・浸潤への影響を検討した。 

 
(2) DKK3 機能ドメインを抑制する相補性ペプチドの作製 

(1)の結果を踏まえ、CRD 内の特定のアミノ酸配列を標的とした相補性ペプチドをデザインし
た。アミノ酸配列をもとに、DKK3 タンパクと相補性ペプチドのモデルを作成してドッキン
グシミュレーションを行い、最も結合しやすいと考えられるペプチドを選定した。ついで、
実際に合成したペプチドを HNSCC 由来細胞株に作用させ、細胞増殖・遊走・浸潤への影響
を検討したほか、ヌードマウス背部皮下に HNSCC 由来細胞を移植し、ペプチドを注入して
腫瘍治療が可能かを検討した。 

 
(3) DKK3 の受容体 CKAP4 の発現と、抗体による治療可能性の検討 

研究期間中に、これまで不明であった DKK3 の受容体として CKAP4 が報告されたため、
HNSCC 組織における CKAP4 発現とその臨床的意義を検討した。さらに、HNSCC 由来細胞
株を用いて、DKK3 または CKAP4 に対する抗体が腫瘍抑制効果を示すかを検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) DKK3 機能ドメインの同定 

DKK3 の 2 つの CRD のうち、CRD1 を欠損
したタンパク、CRD2 を欠損したタンパク、
CRD1 と CRD2 の両方を欠損したタンパク
を発現する plasmid をそれぞれ DKK3ΔC1, 
DKK3ΔC2, DKK3ΔC1ΔC2 として作製し、
HNSCC 由来細胞の HSC-3 にトランスフェ
クションした。それぞれの deletion mutant タ
ンパク質の、Akt リン酸化、細胞増殖・遊走・
浸潤への影響を評価したところ、CRD1 と
CRD2 のいずれか一方の欠損では Akt のリ
ン酸化は保たれ、細胞増殖や遊走、浸潤も
抑制されないことが示され、DKK3 による
作用を抑制するためには CRD1 と CRD2 の
両方を抑制することが必要であることが明
らかになった。 

 
 



 
(2) DKK3 機能ドメインを抑制する相補性ペプチドの作製と評価 

 
DKK3 の CRD1, CRD2 が機能ドメインと
して重要であることが示されたことから、
これらの領域に対する相補性ペプチドを
設計した。DKK ファミリータンパク質
（DKK1, DKK2, DKK3, DKK4）のアミノ
酸配列を比較し、DKK3 の CRD に特有の
アミノ酸配列を特定し、その配列に対す
る相補性ペプチドを蛋白科学研究所（名
古屋市）に受託し、MIMETEC プログラム
を用いてそれぞれ 10 種類ずつ設計した。
CRD1, CRD2 の両方を抑制するためには、
10×10 通りの組み合わせについて検討す
る必要があるが、現実的には実施が困難
であるため、DKK3のタンパクモデルとペ
プチドのモデルを作成し、コンピュータ
上でタンパク同士の結合をシミュレーシ
ョン（ドッキングシミュレーション）して
最適なペプチドの組み合わせを決定した。	
CRD1, CRD2 に対するペプチドを混合し
て作用させると、50nM 程度の低用量で
Akt リン酸化の抑制効果が出現した。
HNSCC 由来細胞に最終濃度 100nM で反
応させると、腫瘍細胞の増殖・遊走・浸潤
は全て有意に抑制された。 
また、ヌードマウス背部皮下に HNSCC 由来細胞株を移植して腫瘤を形成させ、腫瘍 100mm3

あたり 100nM となるようにペプチドを腫瘤に直接注入したところ、腫瘍の増大が有意に抑制
されることが示された。 
(1), (2)の成果は論文として Cancer Cell Int誌に掲載された。 

 
(3) HNSCC における DKK3 受容体 CKAP4 の発現とその意義 

 
HNSCC と同じく DKK3 を高発現する腫瘍
である食道扁平上皮癌において、CKAP4 が
DKK3 の受容体として機能することが報告
された（Kajiwara C et al, Cancer Res. 2018）
ことから、HNSCC における DKK3/CKAP4 
タンパクの発現と意義を検討した。HNSCC
症例 100 例で DKK3 および CKAP4 に対す
る免疫組織化学を行いタンパク発現と臨床
データ・予後との相関を検討した。また、3
種の HNSCC 由来細胞株に DKK3 または
CKAP4 に対する抗体を作用させてその影
響を確認した。 
結果では HNSCC 症例の 80％が DKK3 陽
性，71％が CKAP4 陽性で DKK3 発現群と
CKAP4 発現群はともに T-stage, TNM-stage
が高かった。DKK3 発現群は無疾患生存率
（DFS）が有意に短く，CKAP4 陽性群は期
間生 存 率 (OS) が 有 意 に 短 か っ た 。．
DKK3/CKAP4 double positive 群は DFS, OS
ともに有意に短かった。さらに、いずれの
細胞株においても DKK3/CKAP4 抗体は細
胞の増殖・遊走・浸潤と Akt 活性化を有意
に抑制した。 
以上からDKK3/CKAP4はHNSCCの治療標
的となることが示された。 
本結果は論文として Oral Dis誌に掲載された。 
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