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研究成果の概要（和文）：ドセタキセル耐性株であるLNCaP95-DRを樹立し、まずFL-ARとAR-V7のpathwayをWB, 
real-time PCRで評価したところ、AR-V7およびその下流分子が発現上昇しており、ドセタキセル耐性とAR-V7 
pathwayに関連があることが示唆された。また、カバジタキセルに対する交叉耐性を認めたが、AR-V7のノックダ
ウンはLNCaP95-DRのドセタキセルおよびカバジタキセルに対する感受性を回復させなかったことからタキサン系
抗癌剤とAR-V7の発現に関連はないと考えられた。またAR-N末端阻害剤であるEPIは親株同様LNCAP95-DRにも同様
の抗腫瘍効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：We developed docetacel-resistant LNCaP95-DR cells. Western blot and 
real-time PCR analysis showed the increase of the expression levels of AR-V7 and its down-regulated 
molecules. Cross-resistance to cabazitaxel was also seen in LNCaP95-DR, however, knock-down of AR-V7
 did not affect the sensitivity of docetaxel or cabazitaxel in LNCaP95-DR, indicating that there is 
no significant relevance between taxane sensitivity and AR-V7. Finally, AR-NTD antagonist, EPI 
compound, suppressed the proliferation of LNCaP95-DR to the same extent of that in parental LNCaP95.
 

研究分野：泌尿器腫瘍

キーワード： 去勢抵抗性前立腺癌　ARスプライスバリアント
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでCRPCの最終薬剤として使用されてきたタキサン系抗癌剤とAR-V7の間には薬剤感受性の面において関
連があるとした報告や、その反面関連はないとする報告が散見され、AR-V7発現の意義に関しては議論が分かれ
ていたが、今回の研究結果により、AR-V7の発現はタキサン感受性と関連を認めず、さらにＡＲ－Ｖ７を標的と
した薬剤はドセタキセル耐性となった後でも一定の治療効果を有する可能性があることを示すことができた。今
回の発見が実臨床の去勢抵抗性前立腺がん治療において一定の影響を及ぼすことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 去勢抵抗性前立腺がんの原因の 1 つとしてアンドロゲン受容体スプライスバリアント 7 
(AR-V7)の存在が認められているが、アンドロゲン受容体N末端阻害剤(EPI compound)は、野
生型 ARのみならず、スプライスバリアントにも同等に作用し、転写活性を抑制することで抗
腫瘍効果を発揮することが知られている (Andersen, R.J., et al. Cancer Cell, 2010)。一方、進
行性 CRPCの中には癌抑制遺伝子 PTENの欠失に伴う PI3K/Akt/mTORシグナルの恒常活性
化が認められるものが多く、この経路の inhibitorによる前立腺がんの治療効果も in vitro, in 
vivoで立証されており、既存の抗アンドロゲン剤との併用療法が現在臨床試験段階である。し
かし、PTEN 欠失を伴う前立腺がんの多くは進行性であることから、AR-V の発現が高率に認
められることが予想され、エンザルタミドを始めとした既存の抗アンドロゲン剤はリガンド結
合部位を標的とするため、同部位に欠損・変異が認められるスプライスバリアントには効果は
期待できない。EPI をはじめとした AR-N 末端阻害剤は AR-V7 を標的とした前立腺がんに対
して非常に有用であるが、前立腺がんの進展機構は非常に複雑なことから、薬剤耐性の時期を
遅らせるためにも他の重要な分子標的薬との併用療法を試みることは臨床的に非常に重要であ
る。 
 
２．研究の目的 
 
 ARおよび PI3K/Akt/mTOR pathwayの遮断がMAPKおよび IL-6/STAT3経路の活性化を
引き起こすことを示唆するデータを得たことから、EPIとMAPK阻害剤あるいは IL-6/STAT3
阻害剤の併用療法による治療効果および作用メカニズムを明らかにし、交叉耐性を回避できる
最適な分子標的治療薬の選択に基づいた併用療法を探索することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)去勢抵抗性前立腺がん(CRPC)細胞株において、MEK 阻害剤および Stat3 阻害剤の治療効果を
単剤および AR-N 末端阻害剤(EPI)との併用で検討し、細胞増殖 assay、AR reporter assay、
western blot による解析を行う。さらに、バイパスシグナル(AR, PI3K/Akt/mTOR, IL-6/STAT3, 
Ras/Raf/MAPK など)とのクロストークを western blot で解析し、薬剤交叉反応を評価する。 
(2)上記の実験を CRPC マウスモデルで再現できるか確認する。得られた腫瘍サンプルから免疫
染色および western blot を行い、標的シグナルの下流分子の発現変化を評価する。 
(3)すでに解析が終了した mTOR 阻害剤と比較して、EPI との併用において CRPC に対する最適な
分子標的治療薬の選択に基づいた併用療法を目指す。 
 
４．研究成果 
 各種前立腺がん細胞株  (PC3, DU145, VCaP, 22Rv1, LNCaP, LNCaP95,) を用いて
IL-6/JAK/STAT3 および EGF/MAPK pathway signal の基礎活性状態を Western blot で評価した
ところ、まず DU145 および LNCaP95 が MAPK の恒常的リン酸化シグナルを有していることを認
めたことから、これら 2 種の細胞株に対して選択的 MAPK 阻害剤 (selumetinib, trametinib)
を投与した。これら 2剤はいずれの細胞株においても pMAPK の発現を有意に低下させたが、MTT 
assay では細胞増殖抑制効果を認めなかった。この結果から、CRPC において MAPK のシグナルは
細胞増殖の観点からはこれまでに報告されているほど重要ではないことが示唆された。次に
STAT3 のリン酸化シグナルの基礎状態を各細胞で評価したところ、IL-6 の刺激のない状態では
DU145 細胞のみが恒常的に pSTAT3 の発現を認めたため、CRPC 株である LNCaP95 と DU145 をそれ
ぞれ IL-6 (50 ng/ml)で刺激し、STAT3 のリン酸化シグナルを活性化することとした。 
 CRPC 株である LNCaP95 と DU145 に対して STAT3 阻害剤である S3I-201、stattic、SH4-54 で
治療を行うと、一定濃度以上では細胞が死滅し、治療安全域が非常に狭いことが分かった。こ
れらの中から比較的治療安全域が広い stattic を選択し、同薬剤を用いて AR reporter assay、
real time RT-PCR および WB を行ったが AR の転写活性の有意な抑制効果は認められなかった。  
これらの結果から動物実験に STAT3 阻害剤使用するには妥当ではないと判断し、前年で確認し
た MAPK 阻害剤および STAT3 阻害剤による治療は適切でないと判断した。 
次にCRPCの原因としてその他報告されているGR、神経内分泌変化についての検討を行った。
GR agonisit であるデキサメサゾンは DU145 および LNCaP95 においては治療効果が認められな
かった。神経内分泌マーカーである NSE は親株である LNCaP に比較して LNCaP95 では過剰発現
が認められたが、治療標的とすることが難しいことおよび GRを標的とすることがむずかしいこ
とにより、ドセタキセル抵抗性去勢抵抗性前立腺癌細胞株の樹立を行う方針とした。 
ドセタキセル耐性株である LNCaP95-DR を樹立し、まず FL-AR と AR-V7 の pathway を WB, 
real-time PCR で評価したところ、AR-V7 およびその下流分子が発現上昇しており、ドセタキセ
ル耐性と AR-V7 pathway に関連があることが示唆された。また、カバジタキセルに対する交叉
耐性を認めたが、AR-V7 のノックダウンは LNCaP95-DR のドセタキセルおよびカバジタキセルに
対する感受性を回復させなかったことからタキサン系抗癌剤と AR-V7 の発現に関連はないと考
えられた。また AR-N 末端阻害剤である EPI は親株同様 LNCAP95-DR にも同様の抗腫瘍効果を認



めた。 
これまでCRPCの最終薬剤として使用されてきたタキサン系抗癌剤とAR-V7の間には薬剤感受
性の面において関連があるとした報告や、その反面関連はないとする報告が散見され、AR-V7
発現の意義に関しては議論が分かれていたが、今回の研究結果により、AR-V7 の発現はタキサ
ン感受性と関連を認めず、さらにＡＲ－Ｖ７を標的とした薬剤はドセタキセル耐性となった後
でも一定の治療効果を有する可能性があることを示すことができた。今回の発見が実臨床の去
勢抵抗性前立腺がん治療において一定の影響を及ぼすことが期待される。 
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