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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)で特異的に発現するDKK3遺伝子の機能解析のため、HNS
CC由来細胞株でDKK3をtransfectionにより強制発現させる系(DKK3-OE)と、shRNAによって安定的にノックダウンする系
(DKK3-KD)を確立し、DKK3-OEについて詳細に検討した。DKK3-OEでは細胞の増殖能、浸潤や遊走が増加し、ヌードマウ
スへの移植でも腫瘍サイズが増加した。DKK3-OEではWnt signalのターゲット遺伝子発現が増加したが、TCF活性は上昇
せず、DKK3はWnt/β-catenin以外の別のシグナルを介して腫瘍の進展を促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research project, functional analyses on DKK3 gene were performed in head 
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Although DKK3 is known as tumor suppressor of which expression 
is reduced in many kinds of malignancies, its expression is specifically high in HNSCC. In the present 
research, DKK3 overexpression (DKK3-OE) and DKK3 stable knockdown (DKK3-KD) were established, and 
detailed investigation was done on DKK3-OE model. DKK3-OE resulted in increased cellular proliferation, 
migration and invasion. Moreover, DKK3-OE cells showed increased tumor volume in nude mice xenograft 
model. To explain these results, influence of DKK3-OE on Wnt/β-catenin signal was investigated. However, 
TCF activity that will be increased by Wnt/β-catenin signal was not increased, although Wnt target gene 
expression was elevated. The results imply that DKK3 may exert oncogenic function via certain signal 
other than Wnt/β-catenin signal, specifically in HNSCC.

研究分野： 口腔病理学
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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。一般に腫瘍は

がん遺伝子、がん抑制遺伝子に生じた異常の

蓄積によって生じるが、現在のところ HNSCC

に特異的ながん関連遺伝子の異常は同定さ

れていない。 

 研究代表者はHNSCCの発生と進展に関わる

がん関連遺伝子の検索から、dickkopf Wnt 

signaling inhibitor (DKK) family に着目、

特に DKK3 について研究を続けてきた。 

 がん細胞では種々のシグナルの異常が認

められるが、中でも Wnt signal は細胞のが

ん化に重要な役割を果たすと考えられてい

る。DKK はこの oncogenic Wnt signal を抑制

することによってがん抑制遺伝子として機

能していると考えられる。実際に消化管の腺

癌などでは、DKK family がメチル化によって

機能低下し、Wnt /-catenin シグナルの過剰

亢進をきたすことが知られている。DKK 

family は DKK1-4 までのメンバーがあり、

DKK1,DKK2 および DKK4 は Wnt アンタゴニス

トとしての作用を示すが、DKK3 だけはこの機

能を有しておらず、その本質的な機能につい

ては不明な点が多い。 

 一方で DKK3 は腫瘍細胞において発現が低

下する遺伝子、REIC(reduced expression in 

immortalized cells)としても知られている。

ほとんどの腫瘍細胞では DKK3 発現は低下し

ており、adenovirus で強制発現させる

（Ad-REIC）とアポトーシスを惹起すること

から、DKK3 は治療のターゲットとなりうるが

ん抑制遺伝子として注目されている。 

 しかし、研究代表者のこれまでの研究では、

驚くべきことに (1)DKK3はHNSCCではほとん

どの症例で発現しており DKK3 発現群は予後

不良であること、(2) DKK3 発現は前がん病変

の段階から増加すること、(3) HNSCC 由来細

胞株で DKK3 をノックダウンすると細胞の浸

潤性、遊走性有意に低下することを報告し

（図 1）、「HNSCC では DKK3 ががん抑制遺伝子

ではなくがん遺伝子的に機能する」との仮説

に至った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 

 本研究では、DKK3 発現の組織特異性の確認

を目的に、種々のがん細胞における DKK3 発

現の状態を比較した。また、HNSCC における

DKK3 発現の意義および生物学的機能の解明

を目指し、HNSCC 由来細胞株で DKK3 遺伝子を

過剰発現系とノックダウン系を確立した。 

 さらに、DKK3 が HNSCC の将来的な分子標的

治療のターゲットになりうるかを検討する

ため、本研究期間では DKK3 過剰発現の影響

と、DKK3 を介したシグナルの変化について詳

細な検討を加えた。 

 

３．研究の方法 

(1) 各種腫瘍細胞での DKK3 遺伝子およびタ

ンパク発現の検討 

① 材料 

ヒト腫瘍由来細胞株として HNSCC 由来細

胞株 8 種、食道癌由来細胞株 3 種、胃癌

由来細胞 4 種、大腸癌由来細胞株 5 種、

膵臓癌由来細胞株 3 種、前立腺癌由来細

胞株 3 種を用いた。 

 

② 方法 

細胞を培養後、total RNA を抽出、cDNA

を合成し、DKK3 発現を Real Time PCR で



検討した。内部コントロールには RPL30

を用いた。また、培養細胞からタンパクを

IP bufferにて回収し、常法に従いwestern 

blotting (WB)を行ってDKK3タンパク発現

を検討した。 

 

(2) DKK3 強制発現系(DKK3-OE)およびノック

ダウン系(DKK3-KD)の確立 

① 材料 

種々の程度にDKK3を発現するHNSCC由来細

胞株を複数用いた。 

 

② 方法 

DKK-OE 系では、DKK3 の全長をクローニング

して pCS2+ vector に組み込んだ発現プラス

ミドを用いた。また、PCR によって DKK3 に

HA-tag を付加した DKK3-HA-Tag 発現プラス

ミドも作製した。これらのプラスミドを

transfection によって発現させた。コント

ロールとしては GFP transfection を用いた。 

DKK3-KD 系では、DKK3 に対する short 

hairpin RNA(shRNA)配列が組み込まれた

vector を 4種類用い、lentivirus で導入し

た。コントロールには scramble RNA を導入

した細胞を作製した。それぞれの効果は WB、

Real time PCR、Immunocytochemistry(ICC)、

ELISA で確認した。 

 

(3) DKK3-OE による HNSCC 由来細胞への影響

について 

① 材料 

本研究期間では DKK3-OE 系について詳細な

検討を加えた。材料としては HNSCC 由来細

胞株と、同細胞に GFP を発現させた細胞

（GFP）、DKK3 を過剰発現させた細胞

（DKK3-OE）を用いた。 

 

② 方法 

細胞増殖への影響を MTT assay で、浸潤へ

の影響を invasion assay で、遊走への影響

を migration assay で検討した。また、in 

vivo での影響を観察するため、これらの細

胞をヌードマウスの背部皮下に移植して経

時的に腫瘍の増大を計測した。シグナルの

変化については WB と免疫沈降、Real time 

PCR、TCF reporter assay などで検討した。 

 

４．研究成果 
 

(1) 各種腫瘍細胞での DKK3 発現 

 本研究では DKK3 が HNSCC と食道扁平上皮

癌で特異的に発現していることを明らかに

した（図 2）。また、一部の膵臓癌由来細胞に

も発現を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 このことから、DKK3 が扁平上皮癌特異的に

発現し、腺癌などとは異なった動態を示す可

能性が示唆された。 

 

(2) DKK3-OE 系と DKK3-KD 系の評価 

 発現プラスミドによるDKK3-OE系ではDKK3 

mRNA 発現、タンパク発現および分泌量を全て

有意に増加させることができた。Lentivirus

による DKK3-KD 系では、DKK3 発現を mRNA レ

ベルでもタンパクレベルでも有意に抑制で

きた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



これまでの報告では、DKK3 非発現細胞に

adenovirus で DKK3 を 発 現 さ せ る と

apoptosis を起こすとされているが、DKK3 発

現細胞である HNSCC 細胞での DKK3-OE は

apoptosis を惹起しなかった。また、HNSCC

細胞への adenovirus での発現も試みたが、

感染が起こらず系を構築できなかった。 

 
(3) DKK3-OE による影響 

 本研究ではDKK3-OE系の解析を優先的に進

めた。DKK3-OE 細胞は、コントロールの

parental cell や GFP 導入細胞に比較して細

胞増殖が有意に高く、浸潤性、遊走性も有意

に増加することが示された。ヌードマウスへ

の移植系では、DKK3-OE 細胞はコントロール

と比較して、有意に tumor volume の増大が

認められ、組織学的解析では Ki-67 index が

有意に高かった（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DKK3-OE 系による HNSCC 由来細胞の増殖、

浸潤、遊走の増加のメカニズム解明のため、

シグナルの変化を検討すると、DKK3-OE 系で

は cyclin D1 などの Wnt /-catenin/TCF シ

グナルのターゲット遺伝子の発現が増加し

ていた。しかし、TCF reporter assay などで

は TCF activity の増加は認められず、この

現象が Wnt canonical signal を介したもの

ではない可能性が示された（図 5）。その他の

細胞内シグナルのリン酸化の状態を WB で検

討したが、有意な変化は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 本研究結果からは、DKK3 は口腔、食道の扁

平上皮癌に特異的に発現することが示され

た。また、DKK3-OE によって HNSCC 由来細胞

株の悪性度が増加することも示され、HNSCC

では、DKK3 は他の臓器のがんとは異なり、が

ん抑制遺伝子ではなくがんの進展を促進す

る可能性が強く示唆された。 

 現在は DKK3 と直接結合するタンパクを免

疫沈降とタンパク質質量分析で同定し、検討

を続けているほか、DKK3-OE で発現変化する

遺伝子群を microarray で、シグナルの変化

を抗体アレイで検討し、DKK3 を介したシグナ

ルの全体像の解明に取り組んでいる。また、

本研究と対になる実験として、DKK3-KD 系の

解析を継続しており、in vivo での実験を計

画中である。 

 本研究からは DKK3 が HNSCC のみならず扁

平上皮癌の治療のターゲットとなりうる可

能性が示されており、がん基礎研究として高

い価値を有していると考えられる。 
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