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研究成果の概要（和文）：前立腺癌細胞株を用いてDkk1発現をウェスタンブロット法にて確認したところ、去勢抵抗性
前立腺癌細胞株であるPC-3の細胞上清中にDkk1発現を認めた。去勢感受性前立腺癌細胞株であるLNCaPを用いてテトラ
サイクリン依存性Dkk1誘導発現株を樹立した。同細胞を用いて生化学的去勢条件下での培養を行ったところ、Dkk1誘導
発現による去勢抵抗性獲得は認められなかった。一方、PC-3細胞でsiRNAによるDkk1ノックダウンを行ったところ、boy
den chamberでの浸潤能低下を認めた。以上から、Dkk1発現は去勢抵抗性前立腺癌の浸潤能に寄与していると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Amongst prostate cancer cell lines, we found Dkk1 was expressed in the culture sup
ernatant of castrate-resistant PC-3 cells by western blot. We established LNCaP cell line inducibly expres
sing Dkk1 in a tetracycline dependent manner. However, those cells did not exhibit castration resistance i
n vitro by inducible Dkk1 expression. On the other hand, invasion of PC-3 in boyden chamber was significan
tly inhibited by Dkk1 knockdown by siRNA. These results suggest that Dkk1 expression does not directly con
tribute to acquisition of castration resistance but is rather involved in invasiveness of castrate resista
nt prostate cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 

わが国において前立腺癌は急速に増加して

いるが、アンドロゲン除去療法や抗アンドロ

ゲン療法が有効なホルモン感受性癌と異な

り、去勢抵抗性癌（CRPC）には有力な治療法

は確立されておらず、その治療標的の同定が

急務である。 

Wnt シグナルはリガンドである Wnt がその受

容体である Frizzled 及び LRP5/6 と複合体を

形成することによって誘導されるシグナル

伝達である。Wnt/β-catenin を介する経路

（canonical pathway）と Rho/JNK を介する

経路（non-canonical pathway）が存在する

が、Dickkopf-1（Dkk-1）は LRP5/6 のみと結

合して canonical pathway を選択的に抑制し、

Wnt シグナル全体を non-canonical pathway

優位にシフトさせることが考えられている。

多くの癌においてDkk-1が高頻度に高発現し

ており、同分子の癌進展への積極的関与が示

唆されている。 

我々の研究グループはこれまでに、（１）

Dkk-1 の mRNA が CRPC の細胞株に高発現して

いること、（２）アンドロゲン依存性前立腺

癌由来の細胞株であるLNCaPをアンドロゲン

除去下にて培養すると non-canonical 

pathway の活性化が誘導され、これを抑制す

ると同細胞株は去勢抵抗能を獲得すること

なくアポトーシスによる細胞死へ誘導され

ること、（３）去勢抵抗性前立腺癌由来細胞

株 で は 通 常 の 培 養 条 件 下 で す で に

non-canonical pathway が活性化しており、

同pathwayの阻害により浸潤能抑制及びアポ

トーシス誘導が生じること、を報告してきた。

これらの結果より、non-canonical pathway

の活性化はアンドロゲン依存性前立腺癌が

去勢抵抗性を獲得する過程で大変重要な事

象であり、この過程において Dkk-1 発現によ

る non-canonical pathway 優位状態への Wnt

シグナルのシフトが関与しているという仮

説を立てた。 

 

２．研究の目的 

①Dkk-1 発現が去勢抵抗性獲得、抗アポトー

シス、浸潤・転移といった前立腺癌進展にお

ける重要な現象に大きく関与していること

を分子生物学的及び細胞生物学的手法を用

いて確認する。 

②Rho/JNK pathway やその他の細胞内シグナ

ル伝達がDkk-1によって前立腺癌細胞で活性

化されるかどうかを検証する。 

③Dkk-1 により前立腺癌が去勢抵抗性を獲得

できるか否か、またその他の癌進展に関与す

る事象に影響を及ぼすかどうかを検証する。 

 

３．研究の方法 

①生化学的手法を用いて、各種前立腺癌細胞

株における Dkk-1 及びその受容体である LRP

５/6 の発現を検討した。前者は分泌蛋白であ

るため、無血清培地に StrataClean Resin

（Stratagene）を添加し、吸着・濃縮をおこ

なった。後者は RIPA buffer による cell 

lysate を用いた。検出には Western Blot 法

を用いた。 

②テトラサイクリン誘導性発現システムを

用いて、申請者によって樹立されたテトラ

サイクリン受容体発現株（LNCaP/TR2、

Kawano et al., Oncogene 2006）を用いて、

同細胞株にテトラサイクリン調節配列を有

する Dkk-1 誘導発現ベクターを stable 

transfection することにより、去勢感受性

前立腺癌細胞株である LNCaP の Dkk-1 誘導発

現株を作成した。この細胞を用いて Dkk-1 発

現による去勢抵抗性獲得の有無、Rho/JNK 

pathway やその他の細胞内シグナル伝達の活

性化の有無、Wnt/β-catenin シグナルへの影

響について検討した。去勢抵抗性獲得の有無

については、10%活性炭処理済胎児ウシ血清

入り培地を用いた培養条件による colony 

formation assay を行った。各種シグナルへ

の影響についてはリン酸化抗体などを用い



た Western Blot 法（WB 法）により評価を行

った。 

③Dkk-1 発現 CRPC 細胞株に Dkk-1 siRNA を導

入し、細胞増殖・浸潤能への影響について検

討した。前者は colony formation assay に

より、後者はboyden chamber による invasion 

assay により評価した。 

 

４．研究成果 

Fig.1 前立腺癌細胞株におけるDkk-1及びの

その受容体の発現 

 

 

CRPC 細胞株である PC-3 の細胞上清中に Dkk1

蛋白の発現を認めた。一方、もう１つの CRPC

細胞株であるDU145と去勢感受性前立腺癌細

胞株の LNCaP では Dkk1 蛋白の発現を認めな

かった。Dkk1 受容体である LRP5/6 について

は全ての細胞株で発現を認め、LRP5 の発現量

は LNCaP>DU145>PC3 の順で、LRP6 発現量は

PC3>DU145>LNCaP の順となっており、相互に

逆相関の関係となっていた。 

 

Fig.2. LNCaP 細胞を用いた Dkk-1 誘導発現

株の樹立 

 

LNCaPを用いてテトラサイクリン依存性Dkk1

誘導発現株を樹立した。上記 WB 法により、

２つのクローンにおいてドキシサイクリン

による Dkk1 の誘導発現を認めた。これまで

の文献上の報告と異なり、この細胞では Dkk1

誘導発現による活性化 β-catenin 蛋白量の

低下を認めなかった。 

 

Fig.3. Dkk-1 誘導発現による c-Jun と Akt

のリン酸化の評価 

 

上記 Dkk1 誘導発現株を用いて JNK の活性化

を、c-Jun のリン酸化抗体を用いて評価した。

C-Jun Serine63 及び 73のいずれにおいても、

Dkk1 誘導発現によるリン酸化亢進を認めな

かった。また PI3K 及び ERK の活性化を Akt

及び ERK1/2 のリン酸化抗体によって評価し

たが、いずれも Dkk1 誘導発現によるリン酸

化亢進を認めなかった（Akt リン酸化のみ示

す）。 

 

Fig.4. Dkk1 誘導発現による LNCaP 細胞増殖

への影響の評価 

a. 10% CSS 入り培地 

 

b. 10%FCS 入り培地 

 



生化学的去勢条件下にてDkk-1誘導発現株を

用いた colony formation assay を行ったと

ころ、Dkk1 誘導発現による colony formation

に変化を認めなかった。また通常培養条件下

においても、 Dkk1 誘導発現は colony 

formation に影響を及ぼさなかった。 

 

Fig.5. Dkk1 ノックダウンによる PC-3細胞へ

の影響 

a. siRNA を用いた PC-3 細胞での Dkk1 ノック

ダウン 

 
PC-3 細胞への siRNA 導入により、Dkk-1 ノッ

クダウンが可能であった。 

 

b. Dkk1 の PC-3 細胞浸潤能への関与の評価 

 

Dkk1 ノックダウンにより、PC-3 細胞の浸潤

能の低下を認めた。Dkk1 ノックダウンにて明

らかな細胞形態の変化を生じなかったため、

Dkk1 は細胞外マトリックス分泌やその活性

を安定化させることにより、PC-3 細胞の浸潤

能に寄与する可能性が示唆された。 

 

結果のまとめ： 

Dkk1 が前立腺癌の去勢抵抗能獲得へ関与す

るということを示す実験上のデータは得ら

れなかったが、同分子が CRPC の浸潤能に関

与していることが示唆された。今後は同分子

が浸潤能に寄与する分子機序について解析

を進めたいと考えている。 
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