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研究成果の概要（和文）：イヌ前立腺がんでは多くがAR発現低下によるホルモン療法抵抗性であり、ヒトの難治
性ホルモン療法抵抗性前立腺がん病態と類似性が高いため、本研究ではREIC/Dkk-3とその相互作用分子が形成す
る複合体の動態を解析し、イヌの前立腺がんにおけるAR成熟メカニズム制御機構を明らかにすることを目的とし
た。
　研究期間中にイヌ前立腺がん由来株化細胞を樹立し、その性状について解析を行った。また、イヌの
REIC/Dkk-3とコシャペロンタンパク質であるSGTAとの相互作用がARシグナリングにおよぼす影響について精査
し、査読付き英語論文を24報、学会発表を11回、さらに、産業財産権として特許出願を1件行った。

研究成果の概要（英文）：The pathological condition of canine prostate cancer resembles that of human
 androgen-independent prostate cancer. Both canine and human androgen receptor (AR) signalling are 
inhibited by overexpression of the dimerized co-chaperone SGTA, which is considered to cause the 
development of androgen-independency. REIC interferes with SGTA dimerization and rescues AR 
signalling. This study aimed to assess the effects of REIC and SGTA interactions on AR signalling in
 the canine androgen-independent prostate cancer cell line CHP-1. 
MTH and Halo-tag PD assays showed that canine REIC interacted with SGTA and interfered with SGTA 
dimerization. Additionally, reporter assays revealed that canine REIC restored AR signalling. 
Therefore, we confirmed the interaction between canine SGTA and REIC, as well as their role in AR 
signalling. Our results suggest that this interaction might contribute to the development of a novel
 strategy for androgen-independent prostate cancer treatment.

研究分野： 基礎獣医学
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１．研究開始当初の背景 
近年の獣医療技術革新により、伴侶動物の

寿命は長期化し、それに伴い腫瘍性疾病は増
加傾向にある。人と伴侶動物が幸福に共存す
るには健康寿命の増進こそが不可欠であり、
転移や再発を伴う難治性固形がんに対する
がん治療ブレイクスルーが必要となってい
る。 
申請者は前所属である岡山大学において発
見された Reduced Expression in Immortalized 
Cells（REIC）の構造と機能について研究を進
めてきた。REIC は正常細胞に比べ不死化細
胞においてその発現が減弱する遺伝子群の 1
つとして同定された（BBRC., 268:20-24, 
2000）。REIC はショウジョウバエのセグメン
トポラリティ遺伝子である Dkk-3 のヒトホモ
ログであるが、ヒトの多種類のがんで高頻度
に発現が低下していること（BBRC., 289: 
257-63, 2001; Cancer Res., 68: 9617-22, 2005）
ヒ ト 前立腺 が ん細胞 担 がんマ ウ ス に
REIC/Dkk-3 遺伝子発現アデノウイルスベク
ター（Ad-REIC/Dkk-3）を用いて強制発現さ
せると、アポトーシスを誘導すると同時に全
身性に抗がん免疫活性を賦活化する機能を
持つことを明らかにした（Cancer Res., 65: 
9617-22, 2005; Int. J. Oncol., 34: 657-63, 2009）。
現在Ad-REIC/Dkk-3は物質特許所有者である
岡山大学病院において、前立腺がんをターゲ
ットとしたヒト臨床研究が進行中であり、ホ
ルモン療法抵抗性患者において、原発病巣お
よび転移リンパ節への投与で高い治療実績
を上げている。申請者はさらにイヌの乳腺腫
瘍細胞株における REIC/Dkk-3 遺伝子および
タ ン パ ク 質 発 現 の 減 少 を 立 証 し 、
Ad-REIC/Dkk-3 による抗腫瘍効果についても
証明した（Vet. J., 197: 769-75, 2013）。     
我々のこれまでの研究で、REIC/Dkk-3 の強

制発現によるアポトーシス誘導シグナルで
ある JNK 活性化の原動力として小胞体スト
レスが重要であること、また、Hsp70 や 90
の JNK 機能制御への介入が明らかとなって
いる（Cancer Res., 68: 8333-41, 2008①; J. Biol. 
Chem., 284: 14236-44, 2009②）。しかし、
REIC/Dkk-3 の生理的なメカニズムを理解す
るために不可欠な分子間相互作用ネットワ
ークについては未解明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 申請者は REIC/Dkk-3 相互作用分子を特定
するために Yeast Two-Hybrid Assay を行い、
REIC/Dkk-3 相互作用分子候補として分子モ
ータータンパク質 Dynein の軽鎖サブユニッ
トである Tctex-1 を同定した（BBRC., 412: 
391-5, 2011）。さらに、 Tctex-1 とともに未成
熟な AR 複合体と相互作用し、AR 複合体の
核内への輸送および成熟を制御する分子で
あ る Small Glutamine-rich Tetratricopeptide 
repeat-containing protein α (SGTA)との結合に
ついてもヒトとイヌの両方で同定しつつあ
った。また、ヒトでの臨床研究においては

Ad-REIC/Dkk-3 投与によりホルモン療法抵抗
性患者で著効が見られているが、そのメカニ
ズムは明らかとなっていなかった。本申請で
は REIC/Dkk-3 と Tctex-1 および SGTA の相互
作用が、ホルモン療法抵抗性前立腺がん症例
の多いイヌで AR 成熟機構に関与している可
能性を踏まえ、ホルモン療法抵抗性前立腺が
んにおける REIC/Dkk-3 投与がホルモン療法
剤感受性復帰に与える影響について解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ヒト前立腺がん cDNAライブラリーを標的
とした Yeast Two-Hybrid Assay により同定さ
れた REIC/Dkk-3 相互作用タンパク質候補で
ある SGTA との相互作用部位について、両分
子 の 部 分 配 列 を 作 製 し 、 哺 乳 類 細 胞
Two-Hybrid Assay（MTH）を用いて同定した。
また、アンドロゲン受容体（AR）非発現前立
腺がん細胞株 PC-3 を用いて REIC/Dkk-3 存在
下/非存在下におけるARシグナリングをレポ
ーターアッセイによって解析した。この際
AR および SGTA の強制発現を行い、
REIC/Dkk-3と SGTAの相互作用とARシグナ
リングの関係について考察した。 
イヌの前立腺がん株化細胞の樹立を試み、AR、
REIC/Dkk-3 および SGTA の発現状況を検証
するとともに REIC/Dkk-3 強制発現実験を行
い SGTA による AR 成熟制御に与える影響に
ついて精査した 
 
４．研究成果 
 研究計画初年度においては、イヌ前立腺が
んホルモン療法抵抗性獲得メカニズム解明
の一助として、本申請課題の研究成果である
Kato et al., 2015. The Veteromary Journal 206: 
143-148 (Molecular cloning of canine 
co-chaperone small glutamine-rich 
tetratricopeptide repeat-containing protein α 
(SGTA) and investigation of its ability to 
suppress androgen receptor signalling in 
androgen-independent prostate cancer. ※研究代
表者落合が責任著者）を発表した。この論文
では、ホルモン療法抵抗性前立腺がんの割合
が非常に多いイヌで、前立腺がん症例より分
離された病理組織における SGTA 過剰発現を
確認し、今回新たにクローニングしたイヌ
SGTA ホモログの過剰発現が培養細胞におい
て AR シグナル伝達を阻害することを証明し
た。これにより、イヌ前立腺がん悪性化の一
因子としての SGTA の位置づけを確認した。
さらに、本申請課題の目標の一つであった。
イヌ前立腺がん細胞株の樹立を行い、ホルモ
ン療法抵抗性症例より AR シグナル伝達非応
答性の CHP-1 株の樹立をおこなった。さらに
性状解析を行い、AR シグナル伝達機構の破
綻について証明した。その結果を Azakami et 
al., 2016. Veterinary Comparative Oncology. 
15:557-562. (The canine prostate cancer cell line 
CHP-1 shows over-expression of the 



co-chaperone small glutamine-rich 
tetratricopeptide repeat-containing protein α.)と
して発表した。 
 研究計画 2～3 目では、イヌ前立腺がんホ
ルモン療法抵抗性獲得メカニズム解明の一
助として、本申請課題の研究成果である
Ochiai et al., 2016. Oncotarget, 4:3283-3296. 
(Tumor suppressor REIC/DKK-3 and 
co-chaperone SGTA: Their interaction and roles 
in the androgen sensitivity）を発表した。この
論文では、REIC/Dkk-3 が SGTA 過剰発現によ
り阻害されている AR 分子複合体成熟を促進
し、AR シグナル伝達機構を復帰させ、さら
にヒトでホルモン療法感受性の指標となる
Prostate Specific Antigen (PSA)の mRNA 発現
を誘導したことから、REIC/Dkk-3 がホルモン
療法抵抗性前立腺がんの病態改善に効果が
ある可能性を示した。これにより、イヌ前立
腺がん悪性化の一因子として考えられてい
る SGTA と REIC/Dkk-3 の相互作用機構解析
の意義を確認し、更なるイヌでの研究展開が
可能となった。さらに、REIC/Dkk-3 の汎用的
な抗腫瘍効果を証明するためにネコにおけ
る REIC/Dkk-3 の機能的位置づけを確認する
研究を行い、抗腫瘍作用について、Ochiai et al., 
2017. Veterinary Comparative Oncology. 
15*1181-1186. (Properties of the feline tumour 
suppressor reduced expression in immortalized 
cells; REIC/Dkk-3)として発表した。 
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