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研究成果の概要（和文）：１．アンドロゲン受容体の転写活性をみるため、AhRを発現している前立腺癌株へAR
スプライシングバリアント（AR-V7）を発現させ、in vitroでの転写活性や増殖能を様々な条件で検討すること
を目的に発現細胞を作成した。しかしながら発現の程度は微弱であり、実験には不適当であると考えられた。ゆ
えにin vivoでの検討として、免疫不全マウスへの移植 (xenograft) も施行不可の状態である。
２．内因性ダイオキシン類のマウスへの投与（毒性の確認、致死量の推定）としてダイオキシン類を投与量ごと
に経口および経腹膜投与をおこない連日観察をおこなう予定とした。しかし時間と場所の問題で未施行となっ
た。

研究成果の概要（英文）：1.We produced AR splicing variant (AR-V7) to the prostate cancer strain 
which developed AhR to see the transcription activity of the androgen receptor and made expression 
cells for the purpose of examining in vitro transcription activity and proliferation potency on 
various conditions. However, there is a problem of vector, and the degree of the expression is 
feeble and is the situation that is thought to be unsuitable for an experiment, and makes trial and 
error. Thus, as in vivo examination, transplant (xenograft) to an immunodeficiency mouse is the 
state that is impossible of enforcement, too.
2.We did the endogenous dioxin mentioned above every dose as administration (toxic confirmation, 
estimate of the fatal dose) to a mouse of endogenous dioxin with the oral and transperitoneal plan 
that we gave it and observed day after day. However, it became non-enforcement by a problem of the 
when and where.

研究分野： 泌尿器悪性腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの前立腺癌に対する内分泌治療のホルモン分泌・増殖経路における作用部位はアンドロゲン受容体(AR)
より上流でのシグナルを抑制するものであったが、より下流であるARを分解することは、いかに上流からのシグ
ナル変化があろうと治療効果を持続また増強する可能性を秘めている。近年、本邦でも増加している前立腺ホル
モン非依存性癌（去勢抵抗性前立腺癌）における新たな治療法に結びつく礎となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
性ホルモンは生理学的な作用以外に、内分泌関連組織由来の癌の増殖に関与する。具体的には

アンドロゲン依存性を示す前立腺癌やエストロゲン依存性を示す乳癌などのホルモン依存性癌
の増殖作用である。前立腺癌では、たとえ遠隔転移を有する進行癌であっても、除睾術、LH-RH
アナログ投与などで血中アンドロゲンを低下させること、またはアンドロゲンとその受容体と
の結合を遮断することにより、癌細胞の成長抑止、アポトーシスを促すホルモン療法が奏功する。
しかし、その奏功期間は限られており半数は 5 年以内にホルモン非依存性となり制御不能とな
る。 
 近年、このホルモン非依存性癌（去勢抵抗性前立腺癌）においてもホルモン依存性癌と同様に、
その増殖にアンドロゲン刺激伝達系が関与していることが分かってきた。その機序として、1）
アンドロゲン受容体(AR)発現の量的異常、2）AR および co-factor の質的異常、3）アンドロゲ
ン以外のシグナルによる受容体活性化などが挙げられる。すなわち、前立腺癌はホルモン非依存
性となっても AR を介した増殖の制御を受けており、この機構の解明によりさらなる癌の制御
の可能性があると考えられる。 
 さらに、上記 AR の質的異常の代表例として AR 変異体、とくに AR のリガンド結合領域を欠
いた変異体である AR スプライシングバリアント（AR-V7 etc.）が新規ホルモン治療剤に対する
抵抗性を獲得する機序に重要であることが近年示されつつある。 
 ホルモン受容体を含む転写因子の多くは、ユビキチン-プロテアソーム系によって分解制御さ
れている。ユビキチン化により転写因子や細胞シグナル伝達や癌遺伝子産物や癌抑制遺伝子産
物は、自分自身のタンパク質としての発現量（分解量）を調節している。我々は前立腺癌細胞の
性質または制御について性ホルモン受容体 co-factor のユビキチン－プロテアソーム系による分
解の研究でその一部を明らかにしてきた。しかしながら前述の機序のごとく、AR が存在するか
ぎり癌を完全に制御することは困難と考えられた。AR はダイオキシン受容体(AhR)によるユビ
キチン化により分解されることが報告されている。また、我々は AR および AhR を発現する前
立腺癌細胞株を用いてダイオキシン投与によるリガンド依存性の細胞株増殖制御につき研究を
進めてきている。 
 
 
２．研究の目的 
 前立腺癌はアンドロゲン除去治療（ホルモン療法）中にホルモン非依存性（去勢抵抗性前立腺
癌）となってもアンドロゲン受容体(AR)を介した増殖制御を受けているため、内因性のダイオキ
シン受容体リガンドを用いて去勢前立腺癌細胞内の AR および AR スプライシングバリアント
（AR のリガンド結合領域を欠いた変異体）を分解し、それらの発現を低下させることにより去
勢抵抗性前立腺癌の増殖抑制をもたらし治療的効果につなげることを目的とするものである。 
 
 
３．研究の方法 
 各種のダイオキシンおよびその添加量を変えた AR スプライシングバリアントを発現させた前
立腺癌細胞株を用いて、in vitro での転写活性や増殖能を各実験系で検討する。また in vivo
での検討として、その前立腺癌細胞株の免疫抑制マウスへの移植(xenograft)をおこない、各種
ダイオキシン類の投与量ごとの増殖・浸潤の程度、また転移を抑制するかどうか、そしてダイオ
キシン類の毒性（致死量）についての検討をおこなう。 
・各種内因性ダイオキシン類の毒性（致死量） 
使用するダイオキシン類は既研究で使用した外因性の 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD)、3-methylcholanthrene (3MC)、benzo[a]pyrene (BaP)、Benzo[k]fluororanthene (BkF)、
pyrene、Anthracene などは生体に対する毒性が強いことが予想されるため除外する。本研究に
おいては内因性のリガンドとしてインディルビン (indirubin)というインドール化合物を使用
する。 
上記ダイオキシン類をいくつかの投与量でマウスに投与し致死量を確認する。確認法としては
半数致死量を求めずに、多くの毒性試験ガイドラインでとられている、ある用量より上か下かだ
けを見る方法（固定用量法）からとする。可能であればその他の変化についても観察し、副作用
の推定をする。 
・ダイオキシン受容体発現前立腺癌株の転写活性、増殖能の測定 
AhR を発現している前立腺癌株へ ARスプライシングバリアント（AR-V7）を発現させ、in vitro
での転写活性や増殖能を様々な条件で検討する。また in vivo での検討として、免疫不全マウス
への移植 (xenograft) をおこない、その増殖・浸潤の程度、また可能であれば転移を抑制する
かどうかの検討をおこなう。 
 それぞれの実験系において Dihydrotestosterone (DHT) の有無（in vivo の場合は除睾術に
よる去勢状態とする）、AhR アゴニストである各種内因性ダイオキシン類の有無（投与量を変化
させた実験系）での比較を行う。AhR の siRNA による発現抑制株も同時に検討する。 
最終的に毒性や投与量および増殖抑制効果を考慮して最適なリガンド (ダイオキシン類) を推
定する。 
  



（１）内因性ダイオキシン類のマウスへの投与（毒性の確認、致死量の推定） 
上記内因性ダイオキシン類をいくつかの投与量にふってマウスに経口および経腹膜投与をおこ
ない連日観察をおこなう。各群 n=5 程度とする。これは新規大学院生とともに行う予定である。 
（２）アンドロゲン受容体の転写活性 
AhR を発現している前立腺癌細胞株 (LNCaP, 22RV1) に AR スプライシングバリアント（AR-V7）
を強制発現させ、さらに MMTV-Luc（AR 結合配列を含むプロモーター領域をもつレポーターベク
ター）を発現させ、ルシフェラーゼアッセイをおこなう。同時に siRNA で AhR を knock down し
た細胞株も比較する。各条件の細胞株の AR-V7 および AhR の発現量(mRNA、タンパク)をそれぞれ
定量的 Real-time PCR 法およびウエスタンブロット法で確認しておく。以上を、同様に DHT およ
び各種内因性ダイオキシン類の有無、また添加量を変えて検討を行う。 
（３）細胞周期および細胞周期関連タンパク発現の検討 
上記各種内因性ダイオキシン類を投与した前立腺癌細胞株の細胞周期の変化をフローサイトメ
トリーにて解析する。またウエスタンブロット法にて RB protein, cyclin D1, cyclin-
dependent kinase 4 などの発現の変化を検討し、細胞周期に変化をきたすか検討する。 
（４）前立腺癌細胞増殖、コロニー形成能、アポトーシス誘導能 
上記 AhR 発現を増加もしくは低下させた AR-V7 発現前立腺癌細胞株をマルチウエルプレートに
て培養し、細胞数の計測（細胞増殖曲線の作成）と MTS アッセイ（２日ごとに OD490 をルミノメ
ーターにて測定）をおこなう。また、60mm 培養皿上で 0.4%アガロース軟寒天培地にて３週間培
養し、直径 0.1mm 以上の形成コロニーを測定する。細胞死を定量的に解析するために TUNEL 染
色を行い、陽性細胞数を測定する。アポトーシス経路を特定するために、Caspase の活性測定、
同時に Bcl-2, Caspase, (p-)IkBα, (p-)Akt, MAPK, STAT3 といったアポトーシスおよび AR シ
グナルに関連する key molecule の発現をウエスタンブロット法でチェックする。以上を、DHT
および各種内因性ダイオキシン類の有無、また添加量を変えて検討を行う。 
（５）免疫不全マウス造腫瘍性 
上記 AhR 発現を増加もしくは低下させた AR-V7 発現前立腺癌細胞株を SCID マウス（雄）の皮下
に移植(xenograft)し、その腫瘍径を経時的に測定する。１０週後に犠牲死させ、転移の有無、
あればその状態を確認する。除睾術による去勢状態としたマウスでの比較検討も同時に行う。各
群 n=5-10 程度とする。同様に DHT および各種内因性ダイオキシン類の有無、また投与量を変え
た検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）アンドロゲン受容体の転写活性 
AhR を発現している前立腺癌株へ ARスプライシングバリアント（AR-V7）を発現させ、in vitro
での転写活性や増殖能を様々な条件で検討することを目的に発現細胞を作成した。しかしなが
ら vector の問題があり発現の程度は微弱であり、実験には不適当であると考えられ試行錯誤し
ている状況である。ゆえに in vivo での検討として、免疫不全マウスへの移植 (xenograft) も
施行不可の状態である。今後は発現させる方法を変更して継続する予定である。 
（２）内因性ダイオキシン類のマウスへの投与（毒性の確認、致死量の推定） 
上記内因性ダイオキシン類を投与量ごとにマウスに経口および経腹膜投与をおこない連日観察
をおこなう予定であるが、時間と場所の問題で未施行となった。今後の課題である。 
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