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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の去勢抵抗性獲得機序の一つとして、アンドロゲン結合部位を持たずに恒常
的活性状態となる、アンドロゲン受容体スプライスバリアント(AR-Vs)がある。熱ショック因子(Heat shock 
factor1:HSF1)は、AR-Vsの成熟・安定化に必要な熱ショック蛋白質HSPの発現を調節する転写因子である。低分
子化合物ライブラリーより有効なHSF1阻害剤を見いだし、前立腺癌細胞株動物モデルを用いて、HSF1阻害剤の
AF-Vs抑制効果および抗腫瘍効果を示した。AR-Vsをターゲットとした新規治療の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inhibition of the molecular chaperone heat shock protein (HSP) 90 could 
provide a multifaceted approach to target castration resistant prostate cancer (CRPC) by degrading 
full-length AR (AR-FL) as well as various oncoproteins. Yet HSP90 inhibition has been shown to be 
ineffective in degrading AR variants (AR-Vs), suggesting that the stability and function of AR-Vs 
depend on other molecular chaperones. We tested whether inhibition of heat shock factor 1 (HSF1), 
the master transcription factor regulating all HSPs, could show antitumor activity by degrading 
AR-Vs.
Functional knockdown of HSF1 resulted in degradation of both AR-FL and AR-Vs. Among the small 
molecule library, HSF1 inhibitor triptolide was found to effectively inhibit both AR-FL and AR-Vs at
 nM concentrations. Triptolide, alone  or combined with HSP90 inhibitor STA-9090 showed synergistic 
antitumor activity on xenograft model of AR-Vs expressing prostate cancer cells. 

研究分野： 前立腺癌

キーワード： 前立腺癌　ホルモン療法　化学療法　熱ショック因子　熱ショックタンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化に伴い前立腺癌の患者数は増加の一途を辿っている。去勢抵抗性前立腺癌は根治不能であり、病勢維持に
有効な薬剤も限られているため、去勢抵抗性前立腺癌に対する新規治療法の開発は多くの患者に貢献する。本研
究は去勢抵抗性前立腺癌に対する新規治療の可能性を示すのみならず、熱ショック因子(HSF1)という抗癌治療に
おける新規標的分子を提唱した点で意義が大きい。

※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 
(1) 前立腺癌細胞の増殖には、アンドロゲン受容体（Androgen receptor: AR）を介した刺激が
重要であり、血中アンドロゲン濃度を低下させるアンドロゲン除去療法（去勢療法）が治療に広
く用いられている。去勢療法は開始直後には有効であるものの、一定の治療期間後にほぼ全ての
患者が治療抵抗性を獲得する。この状態は去勢抵抗性前立腺癌（Castration-resistant prostate 
cancer: CRPC）と呼ばれ、臨床上大きな問題となっている。去勢抵抗性癌化の機序として、AR 自
体の変化による AR 経路の活性化が重要と考えられており、AR遺伝子の増幅、リガンド（アンド
ロゲン）との結合性を高める AR 遺伝子変異、リガンド結合部位をもたずに恒常的活性化状態と
なる AR-splice variant（AR-Vs）などが知られている。現在の CRPC 治療に用いられる内分泌療
法薬は、リガンド結合部位に対する競合的阻害薬、もしくはリガンド合成阻害薬であるため、こ
れらの薬剤は AR-Vs を介した増殖刺激を理論上阻害できない。AR-Vs の発現が実際の CRPC 患者
の予後不良予測因子となることが、臨床研究によっても示されており、AR-Vs をターゲットとし
た新規治療の開発が急務である。 
(2)熱ショック蛋白質（Heat shock protein; HSP）は分子シャペロンと呼ばれ、様々な蛋白質の
成熟、安定化、修復を担っている。なかでも HSP90 は、チロシンキナーゼ受容体や転写調節因子
など、癌細胞の生存・増殖に関わる多くの癌原蛋白質をターゲット（クライアント蛋白）として
おり、HSP90 阻害剤は複数の癌増殖経路を同時に阻害する抗悪性腫瘍薬として高い注目を集めて
きた。HSP90 のクライアント蛋白には AR も含まれるため、HSP90 阻害剤は、CRPC 治療において
も AR経路と AR 以外の癌増殖経路を同時に阻害しうる薬剤として注目されており、その CRPC に
対する抗腫瘍効果は基礎研究、臨床研究にて示されてきた。AR-Vs 発現を有する CRPC 症例に対
する治療戦略としても、HSP 阻害が有用であることが期待されるが、近年、HSP90 阻害剤は ARの
発現を抑えるものの、AR-Vs の発現は阻害しないことが示された。 
(3) HSP90 阻害剤が AR-Vs 発現の阻害に有効でない原因は現在まで明らかにされていないが、以
下の、必ずしも排他的でない 2つの要因が考えられる。 
➀ AR-Vs 成熟に、HSP90 以外の HSP（HSP70 や HSP40）が重要である可能性 
HSP90 は AR の C 末端（リガンド結合部位）に結合することが知られている。これは、HSP90 が主
に C末端の成熟、安定化に関与しており、N末端側の成熟・安定化には HSP90 以外の HSP が重要
な役割を果たしている可能性を示唆する。ARの成熟過程では HSP90 に加え、HSP70, HSP40 など
が重要であることが知られているため、C末端を持たない AR-Vs の成熟・安定化の阻害のために
は、これらの HSP がターゲットとなる可能性がある。 
② HSP90 阻害に伴う熱ショック因子（HSF1）の活性化 
熱ショック因子（Heat shock factor1: HSF1）とは、HSP90 を含むすべての HSP 群の発現を調節
する転写調節因子である。HSP90 阻害剤が一時的に HSF1 活性を増加させる現象は以前から知ら
れていたが、近年申請者らは、HSP90 阻害剤が、HSF1 と DNA との結合を安定化させることにより
HSF1の転写活性を長時間維持し、結果的にHSP70、HSP40などの発現を増加させることを示した。 
これらの仮説から、HSP90 阻害剤と HSF1 阻害剤の併用が、AR および AR-Vs の成熟、安定化に必
要な HSP 群を抑制し、ARと AR-Vs 両者の発現を低下させる、AR-Vs 発現を有する CRPC に対する
新規治療となる可能性が示唆される 
 
２．研究の目的 
HSP90 阻害剤と HSF1 阻害剤の併用による、前立腺癌細胞中の ARおよび AR-Vs 発現に対する阻害
効果を明らかにし、その抗腫瘍効果を in vitro、in vivo にて示すこと 
 
３．研究の方法 
(1)基礎的実験：HSP90/70 と AR-FL, AR-Vs の関連 
免疫沈降ウエスタンブロット法により HSP90/70 と AR-FL, AR-Vs の結合性を調べ、さらに HSP90
阻害剤単剤では AR-Vs を阻害できないことを確認した。 
 
(2)HSF1 阻害剤のスクリーニング 
HSF1 に対する優れた特異的阻害剤はこれまで開発されていないが、HSF1 の活性化、DNA 結合、
転写活性化などの各ステップを阻害する薬剤が複数報告されている。HSP90 阻害剤によって誘発
される一過性の HSP70 発現亢進を指標として、CRPC 細胞株において、最も有効な HSF1 阻害剤を
スクリーニングした。同時に HSF1 阻害剤による AR, AR-Vs 発現への影響も評価した。 
 
(3)HSF1 Knock down による AR-Vs 抑制効果、強制発現 AR-Vs に対する HSF1 阻害剤の効果 
 HSF1 阻害剤による off target effect の可能性を評価するために、shRNA を用いた HSF1 の
knock down を行い、AR-Vs 抑制が HSF1 阻害（および HSP90 阻害剤との併用）を介したものであ
ることを示した。HSF1 阻害剤による AR-Vs 発現抑制が腫瘍細胞株依存性ではなく、普遍的なも
のであることを示すために、AR 発現を持たない前立腺癌細胞株へ AR や AR-Vs を遺伝子導入し、
強制発現させた AR, AR-Vs への抑制効果を示した。 
 
(4) HSF1 阻害剤単剤および HSP90 阻害剤併用による抗腫瘍効果 
スクリーニングにて選別された HSF1 阻害剤と HSP90 阻害剤を使用して、単剤および併用による



抗腫瘍効果を in vitro にて検証し、両者併用に相乗的な抗腫瘍効果が存在することか検証した。
相乗効果は発揮するための至適な投与濃度や投与タイミングを検討した上で、治療効果を in 
vivo にて検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 基礎的実験：HSP90/70 と AR-FL, AR-Vs の関連 
HSP90 は AR-FL と結合し、その結合が HSP90 阻害剤で阻害されること（図 1）、一方 AR-Vs は HSP90
とは結合せず、HSP70 と結合すること（図 2）、HSP90 阻害剤は AR-FL のみ阻害し、AR-Vs を阻害
しないこと（図 3）を確認した。 
図 1            図 2              図 3 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)HSF1 阻害剤のスクリーニング 
AR-FL および AR-Vs 発現前立腺癌株(22Rv1)を用いて、熱ショック(HS)もしくは HSP90 阻害剤
(STA-9090)刺激による反応性 HSP70 誘導を指標として、有効な HSF1 阻害薬を検索した。同時に
HSF1 阻害剤による AR, AR-Vs 発現への影響も評価した。 
                 図 4 
Triptolide が最も効率的に HSP70 
発現を阻害し、同時に AR-Vs 発現を 
低下させることを確認した(図 4)。 
以降の実験に HSF1 阻害剤として 
Triptolide を使用することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
(3) HSF1 Knock down による AR-Vs 抑制効果、強制発現 AR-Vs に対する HSF1 阻害剤の効果 
HSF1 ノックダウン(図 5)および HSF1 阻害剤による HSP 抑制効果、     図 5 
AR-VSs 抑制効果を確認した。 
さらに AR非発現株 PC-3 を用いた AR-FL および AR-VSs の強制発現 
実験を行い、HSF1 阻害剤による AR-VSs 抑制効果を確認した。 
 
 
 
 
 
 
(4) HSF1 阻害剤単剤および HSP90 阻害剤併用による抗腫瘍効果 
HSF1 阻害剤 Triptolide と、HSP90 阻害剤（STA-9090）の併用療法の効果を、22rv1 を用いた in 
Vitro 実験(図 6)および in Vivo 実験(図 7)にて検証した。 
 図 6                   図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Triptolide と STA-9090 の併用は、in vitro 実験において相乗的抗腫瘍効果を示し、マウス皮下
腫瘍モデルにおいても相加的な腫瘍抑制効果を示した。有効投与濃度において、明らかな有害事
象は認めず、AR-VSs 発現を伴う去勢抵抗性前立腺癌に対する有効な治療法となる可能性が示唆
された。 
 
本研究の成果は、HSF1 阻害により AR-Vs の発現を低下させるという、従来のホルモン療法およ
び抗癌化学療法とは全く異なるアプローチによる去勢抵抗性前立腺癌の新規治療法開発を目指
すもので有り、新規性が高い。 
HSP90 阻害剤は米国においては複数の薬剤が開発され、去勢抵抗性前立腺癌を含む複数の癌種に
対して臨床試験が進んでいる。本研究の成果は去勢抵抗性前立腺癌に対する新規薬剤開発に貢
献しうる。 
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