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研究成果の概要（和文）：去勢抵抗性前立腺癌における新規の腫瘍免疫回避機構を見出すことを目的としてい
る。マイクロアレイ解析により、正常免疫能ラットに生着できるPLS10で高発現しているCD81、Ccl2、Cx3cl1、
Nradd、Tmem252の5遺伝子を抽出した。このうちCD81, Ccl2, Cx3cl1について正常免疫能ラットに生着できない
PLS30に遺伝子導入して同所移植を行ったが、いずれも腫瘍形成は得られなかった。次に生体内における遺伝子
発現について空間トランスクリプトーム解析を行い、Pmepa1がPLS10で高発現していることを確認した。Pmepa1
導入PLS30株を作成し、ラット同所移植実験を進めている。

研究成果の概要（英文）：The aim is to discover a new tumor immune evasion mechanism in 
castration-resistant prostate cancer (CRPC). Through microarray analysis, we extracted five genes, 
CD81, Ccl2, Cx3cl1, Nradd, and Tmem252, highly expressed in rat CRPC PLS10 cells, that can be 
engrafted in normal immunocompetent rats. Among these, CD81, Ccl2, and Cx3cl1 were transfected into 
rat CRPC PLS30 cells, which cannot survive in normal immunocompetent rats and orthotopically 
transplanted, but no tumor formation was observed in any of them. Next, we performed spatial 
transcriptome gene expression analysis in vivo and confirmed that Pmepa1 was highly expressed in 
PLS10. We have established the Pmepa1-introduced PLS30 strain and are conducting orthotopic 
transplant experiments in rats.

研究分野：病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
去勢抵抗性前立腺癌(CRPC)に対する有効な治療法は未だ確立されてはいない。我々はラットCRPC細胞株を樹立
し、正常免疫能ラットに同所移植するとPLS10は生着する一方で、PLS30では腫瘍形成はみられないことから、
PLS10における腫瘍免疫回避機構を明らかにできれば、CRPCの治療法開発に繋がる基礎的データになると考え
た。種々の解析により、PLS10で高発現している6遺伝子を抽出し、このうち3遺伝子についてPLS30に遺伝子導入
して同所移植を行ったが、いずれも形質転換はなく腫瘍形成は得られなかった。他の遺伝子については遺伝子導
入PLS30株を作成し、ラット同所移植実験を進めている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1. 研究開始当初の背景 

我々が樹⽴したラット去勢 抵抗性前⽴腺癌(Castration-Resistant Prostate Cancer, 
CRPC)細胞株(PLS10, PLS20, PLS30)はいずれもヌードマウス背部⽪下に正着する。しか
し、正常免疫能を有する F344 ラットの前⽴腺腹葉に同所移植を⾏うと、PLS10 は⽣着する
が、PLS20、PLS30 は移植後 8 週まで観察しても腫瘍は形成されないことを⾒出している。
この結果から PLS10 は腫瘍免疫を回避することができると推察された。これら 3 種の細胞
株についてマイクロアレイ解析を⾏い、それぞれの遺伝⼦発現プロファイルを⽐較検討し
たところ、PLS10 において有意に⾼発現あるいは低発現している遺伝⼦群を抽出すること
ができた。これらの遺伝⼦群の中に免疫チェックポイント遺伝⼦ PD1/PD-L1 は含まれて
ないことが確認され、PLS10 は免疫チェックポイント分⼦を介さずに腫瘍免疫から逃避し
ていると推察された。これらの事象から、我々が樹⽴したラット CRPC 細胞株における免
疫回避機構を明らかにすれば、CRPC に対する新規の免疫療法の開発に繋がる基礎的なデ
ータが得られるのではないかと考えた。 

 
2. 研究の⽬的 

本研究の⽬的は、我々が樹⽴したラット CRPC 細胞株 PLS10 における新規の腫瘍免疫
回避機構を⾒出し、前⽴腺癌の予防法および治療法の開発に繋がる基礎的なデータを得る
ことである。そのために、PLS10 由来 cDNA 発現ライブラリーの作成、PLS10 マイクロア
レイ解析に基づく候補遺伝⼦群の検討、ラット前⽴腺に同所移植した PLS10 の空間トラン
スクリプトーム解析といった⽅法を⽤いて、責任遺伝⼦の同定を⽬指した。 

 
3. 研究の⽅法 
(1) cDNA 発現ライブラリーの作成 

PLS10 から mRNA を抽出し、キットを⽤いてエントリーベクターに組み込み、cDNA
ライブラリーを作成する。その後、Gateway® クローニングテクノロジーによりレンチウイ
ルスベクターに組み替えを⾏い、cDNA 発現ライブラリーを作成する。樹⽴した PLS10 由
来 cDNA 発現ライブラリーを PLS30 に遺伝⼦導⼊し、5×106 個程度の細胞を F344 ラット
前⽴腺腹葉に移植し、4 あるいは 8 週後開腹して腫瘍形成の有無を確認する。腫瘍形成がみ
られた場合は、腫瘍を摘出し、遺伝⼦産物の解析を⾏う。 
(2) マイクロアレイ解析から抽出した遺伝⼦群の検討 

マイクロアレイ解析で有意な発現差を認めた遺伝⼦の上位から発現ベクターを作成し、
PLS30 に遺伝⼦導⼊をして安定発現株を樹⽴する。それぞれ安定発現株を 5×106 個程度
F344 ラットの前⽴腺腹葉に移植し、形質転換の有無について検討する。 
(3) ラット前⽴腺複葉に同所移植した細胞株の空間トランスクリプトーム解析 



PLS10, PLS30 それぞれを 5×106 個程度 F344 ラットの前⽴腺腹葉に移植し、3 あるい
は 7 ⽇後に開腹して腫瘍を摘出し、液体窒素で固定して凍結切⽚を作成する。これに Photo-
isolation chemistry 技術を⽤いてトランスクリプトーム解析を⾏い、PLS30 と⽐較して
PLS10 で⾼発現あるいは低発現している遺伝⼦を検討する。 

 
4. 研究成果 
(1) PLS10 由来の cDNA 発現ライブラリーの作成 
(i) cDNA 発現ライブラリーの作成 

PLS10 から total RNA を抽出し、キットを⽤いて mRNA を精製した。精製した mRNA
から逆転写反応により cDNA 群を作成し、この cDNA 群をエントリーベクターに組み込み
cDNA ライブラリーを作成した。さらに cDNA ライブラリーをレンチウイルスベクターに
組み替え、cDNA 発現ライブラリーを作成した。 
(ii) cDNA 発現ライブラリーの評価 

cDNA 発現ライブラリーが適切に作成されたか検討した。PLS10 から抽出、精製した
mRNA、エントリーベクターに組み込まれた cDNA ライブラリー、レンチウイルスベクタ
ーに組み替えた cDNA 発現ライブラリーのそれぞれを鋳型として、PCR 法を⽤いて特定の
遺伝⼦が検出されるか検討した。検討のために以下の遺伝⼦を⽤いた。PLS10、PLS20、
PLS30 のマイクロアレイ解析において PLS10 のみ⾼発現がみられた 9 遺伝⼦（CD81、
Ccl2、Cx3cl1、Ifi44、Pycard、Nradd、Tmem9、Ubxd8、Tmem252）、PLS10 のみ発現低下
がみられた 1 遺伝⼦（Mal）、ハウスキーピング遺伝⼦（GAPDH、Gusb、Fadd）の 13 遺伝
⼦について検討した。精製 mRNA では 13 遺伝⼦全てが検出されたが、エントリーベクタ
ー中の cDNA ライブラリーでは CD81、Pycard、GAPDH の 3 遺伝⼦のみ、レンチウイル
スベクター中の cDNA 発現ライブラリーでは GAPDH のみが検出された。精製 mRNA を
エントリーベクターに組み込む段階での組み込み効率が 23%程度、エントリーベクターか
らレンチウイルスベクターに組み替える段階での組換え効率が 33%程度であったと考えら
れ、適切な cDNA 発現ライブラリーが作成されていないことが明らかとなった。 
(2) マイクロアレイ解析から抽出した遺伝⼦群の検討 
(i) mRNA レベルでの遺伝⼦発現の⽐較 

PLS10、PLS20、PLS30 のマイクロアレイ解析から PLS10 のみで⾼発現がみられた遺伝
⼦を 9 種類（CD81、Ccl2、Cx3cl1、Ifi44、Pycard、Nradd、Tmem9、Ubxd8、Tmem252）
⾒いだした。PLS10、PLS20、PLS30 細胞それぞれにおける 9 遺伝⼦の mRNA 発現量を
qRT-PCR 法を⽤いて検討した。CD81、Ccl2、Cx3cl1、Nradd、Tmem252 の 5 遺伝⼦は
PLS10 のみで⾼い mRNA 発現量を⽰した（図 1）。 
(ii) CD81 ⾼発現 PLS30 細胞株の作成 
 上記 5 遺伝⼦の中からまず CD81 の PLS30 導⼊を検討した。PLS10 の total RNA から逆
転写反応により cDNA を作成し、これを鋳型として CD81 の cDNA を PCR により増幅し



た。その際 CD81 の N 末端に FLAG タグを組み込んだ FLAG-CD81 融合タンパク質を作
成した。これをレンチウイルスベクターに組み込み、CD81 発現ベクターを作成し、PLS30
に導⼊した。陰性コントロールとして lacZ を導⼊した細胞も作成した。遺伝⼦導⼊した
PLS30 のタンパク質を抽出し、SDS-PAGE で FLAG-CD81 が発現しているか抗 FLAG 抗体
により確認した。CD81（分⼦量約 25kDa）の位置に FLAG が検出されたことから、FLAG-
CD81 が導⼊・発現していることが確認された。次に Flow cytometry で遺伝⼦導⼊した
PLS30 の細胞表⾯に FLAG-CD81 が発現しているか検討した。CD81 を導⼊した PLS30 の
細胞表⾯に CD81 が発現していることを確かめた。 
(iii) CD81 導⼊による細胞増殖能の検討 

CD81 を導⼊した PLS30 の細胞増殖能を検討した。WST-1 により 48 時間後の cell viability
を⽐較したところ、CD81 を導⼊した PLS30 は有意に細胞増殖速度が増加していた。 
(iv) 遺伝⼦改変 PLS30 のラット前⽴腺腹葉への同所移植 

CD81 導⼊ PLS30 を 2×106 個 F344 ラットの前⽴腺腹葉に同所移植した。8 週後に開腹
したが、明らかな腫瘍形成はみられなかった。CD81 と同様に Ccl2, Cx3cl1 についてもそれ
ぞれ遺伝⼦導⼊ PLS30 を作成、移植実験を⾏ったが、いずれも腫瘍形成は得られなかった。 
(3) 前⽴腺複葉に同所移植した細胞株の空間トランスクリプトーム解析 
(i) PLS10, PLS30 のラット前⽴腺移植および腫瘍摘出 

PLS10, PLS30 をそれぞれ 2×106 個 F344 ラットの前⽴腺腹葉に移植し、3 および 7 ⽇後
にそれぞれ腫瘍を摘出した。腫瘍を半割し、半側は液体窒素で急速凍結、残りはホルマリン
固定に供した。7 ⽇後に摘出した腫瘍の増殖およびアポトーシス誘導をそれぞれ Ki-67, 
TUNEL 染⾊を⽤いて評価した。増殖能およびアポトーシスに有意な差はみられなかった。 
(ii) 同所移植した PLS10, PLS30 の空間トランスクリプトーム解析 

凍結切⽚の特定の領域のみに紫外線を照射することで、照射した領域のみのトランスク
リプトーム解析を⾏う Photo-isolation chemistry 技術を⽤いて、ラット前⽴腺に移植した
PLS10 および PLS30 の細胞のみに紫外線を照射した。その後逆転写反応により照射した領
域のみから得られた cDNA を⽤いてトランスクリプトーム解析を⾏った。PLS10 において
⾼発現している遺伝⼦群が 115、低発現している遺伝⼦群が 14 ⾒出された（図 2）。⾼発現
している 115 遺伝⼦のなかから候補となる 3 遺伝⼦(Pmepa1, Lamp1, Ceacam1)を抽出し
た。これら 3 遺伝⼦について、PLS10, PLS30 から抽出した mRNA における発現量の⽐較
を qRT-PCR 法を⽤いて検討したところ、Pmepa1 は PLS10 で⾼発現していることが確認
された（図 3）。この結果をもとに Pmepa1 を PLS30 に導⼊する発現ベクターを作成した。
今後 Pmepa1 を安定発現する PLS30 株を作成し、F344 ラットの前⽴腺腹葉に移植する予
定である。 



 
図 2. 9 遺伝⼦の mRNA 発現量の⽐較. 
 

 
図 2. 遺伝⼦発現のクラスター解析. 
 

 
図 3. Pmepa1, Lamp1, Ceacam1 の mRNA 発現量の⽐較。 
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