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研究成果の概要（和文）：我々は前立腺癌増悪・進展に対する食事・腸内細菌・脂質代謝・免疫のクロストーク
に注目しマウスモデルでこの可能性を検証した。結果、飽和脂肪酸・単価不飽和脂肪酸を含む食事は2種類の前
立腺癌マウスモデルで肥満を誘導するとともに前立腺癌進展を促進し、特に飽和脂肪酸・単価不飽和脂肪酸を多
く含む食事では腸内細菌叢の多様性が増し、特にorders Clostridalesとorder Lactobacillalesの腸内細菌叢の
著明な変化を引き起こした。また、これらの腸内細菌変化は腫瘍内のコレステロール、脂質代謝関連分子異常と
関連し、前立腺癌進展に関連している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：We assess the relationship among diet, gut microbiota, lipid metabolism and 
immune microenvironment during diet induced prostate cancer progression. We found that saturated 
and/or mono-unsaturated fatty acid promotes prostate cancer progression with alteration of orders 
Clostridales and Lactobacillales and modulation of cholesterol/lipid metabolism in prostate tumors.

研究分野： 前立腺癌

キーワード： 前立腺癌　癌周囲微小環境　Hippo経路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特定の脂質摂取の前立腺癌増悪・進展への分子生物学的関係性が明らかになると、これまで同定されていなかっ
た新規の前立腺癌治療標的発見の足掛かりになるのみならず、食事や肥満といった生活因子や腸内細菌変動によ
る癌治療や癌予防戦略につながる可能性があると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

前立腺癌は、欧米諸国において罹患率の最も高い癌のひとつであり、近年、本邦に
おいてその増加が著しい。1940 年代に Huggins 博士がアンドロゲン除去による前立腺
癌への治療効果を報告して以来、内分泌療法が前立腺癌治療の根幹であったが、再
発・転移性前立腺癌の多くはいずれ内分泌療法抵抗性となり進行する（去勢抵抗性前
立腺癌）。去勢抵抗性前立腺癌に対し、タキサン系抗癌剤であるドセタキセルが予後を
改善する薬剤として登場し、さらに大規模臨床試験の結果を踏まえ、2010 年から相次
いで新規内分泌療法であるアビラテロンやエンザルタミド、新規抗癌剤であるカバジ
タキセルが登場し、本邦でも保険収載の元、使用されている。しかし、実施診療では
去勢抵抗性前立腺癌治療薬には交叉耐性が存在し奏功期間も短く、副作用の存在する
ため、これらに代わる新規治療薬が待ち望まれる。 

我々の教室では現在まで進行前立腺癌に対する臨床および基礎的研究を続けてきた
(Tsuchiya, J Clin Oncol, 2006, Huang M, Carcinogenesis, 2011, Koizumi A, Nara 
T, Jpn J Clin Oncol, 2018）。特に進行前立腺癌に対する術前化学内分泌療法の臨床
成績を最近報告（Narita S, Nara T, Clin Genitourin Cancer, 2018）し、同時に化
学内分泌療法抵抗性に関する標的分子を同定し報告した（Huang M, Oncogenesis, 
2016）。さらに環境因子誘導下の前立腺癌増殖進展機序解明にも取り組んでおり、その
中で高脂肪食摂取下前立腺癌増殖マウスモデルに関連する miRNA の網羅的解析を行
い、miR-130a およびその下流の cMyc が関与することを見出した（Nara T, 
Carcinogenesis, 2016）。最近当科で術前化学内分泌療法後前立腺全摘を行う第 II相
前向き試験に登録された患者の全摘標本を用いて、化学内分泌療法抵抗性関連分子同
定を試みている。同時にドセタキセル耐性細胞株を複数樹立に成功し、in vitro での
関連分子同定を行っている。上記臨床検体や細胞モデルを用いた pilot 研究で、細胞
接触や機械刺激を感知し、癌増悪進展や癌幹細胞に関連するとされる Hippo 経路の代
表的転写共役因子である YAP の核内発現の重要性を見出している。近年 YAP は様々な
癌で高発現することが知られている（Moroishi, Nat Rev Cancer, 2015）。一方、癌増
悪進展における癌周囲微小環境の役割は疑う余地がないが（Karlow, Nat Rev Urol, 
2010）、当教室でも高脂肪食摂取下前立腺癌増殖進展に脂肪組織、癌組織からの FABP4
や MIC-1 といった分泌タンパクが癌関連線維芽細胞を刺激し、それにより放出される
サイトカインにより癌増殖能、浸潤能、化学内分泌療法抵抗性が刺激されることを報
告している（Huang, Oncotarget, 2017, Huang M, Nara T, AUA meeting, Chicago, 
2018）上記のように前立腺癌化学内分泌療法抵抗性には Hippo 経路、癌微小環境がそ
れぞれ重要な役割を果たすことが我々のこれまでの検討から考えられる。更に近年細
胞内 Hippo 経路活性の分子生物学的機序解明が進んでおり、癌周囲微小環境特に細胞
外マトリックス（ECM） が Hippo 経路を制御する可能性が複数報告されている（Xu Y, 
Cancer Res,2010, Chakraborty, Cancers, 2018）。以上より我々は前立腺癌化学・内
分泌療法両治療への抵抗性には癌微小環境に制御された癌細胞内 Hippo 経路活性や癌
微小環境における細胞外マトリックスが強く関与していると仮説（図 1）を立て研究
を始めた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は未だ解明されていない前立腺癌化学内分泌療法抵抗性への癌微小環
境と Hippo 経路活性の直接的な関連を細胞株、動物モデル、臨床検体を用いて検証する
ことを目的とする。また癌微小環境および細胞外マトリックスと Hippo 経路はそれぞれ
癌増悪進展の標的機序となる可能性が指摘されているが両者の直接的な関連を証明し
た報告は少ない。本研究では前臨床モデルと臨床検体を用いた解析から前立腺癌増悪進
展における細胞外マトリックスと Hippo 経路の役割およびそのクロストークを検討す
ることを当初目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

本研究は２つの研究で構成される。①化学療法抵抗性前立腺癌における YAP1 の役割、
②前立腺癌進展におけるホスファジチルイノシトールの役割である。①初めにこれまで
の Pilot 研究で関連が示唆された YAP1 と化学療法抵抗性前立腺癌の関連検討である。
前治療無し（NNA）、内分泌療法（NHT）、化学内分泌療法（CHT）の前治療の異なる 3 群
の前立腺全摘組織 210 コア、70 例の tissue microarray を作成し、免疫組織学的染色を用
いて、AR、GR、PR、ERα, MOB4A, YAP1 の発現を比較した。結果として、YAP1 発現は
薬物治療により発現増加する傾向にあり、癌上皮核内 YAP1 高発現は生化学的再発に有意
関連した。本結果を発展させるため、前立腺全摘術後の生化学的再発に関連すると考えられ



る共役因子である年齢、術前化学内分泌療法の完遂、術前 PSA 値、生検グリソンスコア、
拡大リンパ節郭清の有無、pTN stage、病理学的断端陽性を含めた Cox 比例ハザードモデ
ルによる多変量解析で生化学的再発との関連を検討した。さらに我々が樹立したドセタキ
セル抵抗性前立腺癌細胞株 22Rv1-DR 細胞を用いて YAP1 阻害後の細胞増殖、アポトーシ
スおよび細胞周期解析を施行した。YAP1 阻害は siRNA（siYAP1:SI02662954, Qiagen）を
用いて行い、Allstars Negative Control siRNAをコントロールとした。細胞周期解析はMTT
アッセイを用いて行い、アポトーシスおよび細胞周期解析は FACS-Calibur flow cytometry 
system を用いて行った。続いて当初は細胞外マトリックスや癌周囲微小環境と前立腺癌進
展及び Hippo 経路との関連検討を予定していたが、同時期に行われていた同研究室の研究
結果より細胞膜成分で重要生理活性をもつイノシトールリン脂質の前立腺癌増悪進展への
関連が示唆された（Koizumi, Narita, Sci Rep, 2019）ため、イノシトールリン脂質の癌増
悪への関連及び Hippo 経路との関連を検討することに変更した。②6 週齢の BALB/c-nu/nu
マウスに高脂肪食（脂肪 59.9%）とコントロール食（脂肪 9.5%）の食餌をあたえ、LNCaP
前立腺癌細胞株の皮下 xenograft モデルを作成した。14 週齢でと殺し、腫瘍を摘出し、脂
質解析や免疫病理学的解析に用いた。同時に血液を採取し ELISA 法を用いて血中蛋白濃度
解析に用いた。腫瘍内のイノシトールリン脂質解析に関しては三連四十極質量分析計を
用いた選択反応モニタリング法を用いて LC-tandem MS により施行した。 
 
４．研究成果 
１）化学内分泌療法後の前立腺全摘症例における生化学的再発の危険因子 

単変量解析では年齢、治療前 PSA 値、病理学的 T stage、病理学的 N stage、残存癌
上皮の核 AR 染色、核 YAP1 染色が有意に生化学的再発に関連した（p = 0.035, p = 
0.006, p<0.001, p = 0.001, p = 0.017, p = 0.033, 図１）。 

多変量解析では治療前 PSA 値、病理学的 N＋、核 YAP1 高染色が生化学的再発の独立
した危険因子であった（HR = 1.03, 95% CI 1.01–1.05, HR = 3.49, 95% CI 1.06–14.62, HR 
= 3.32, 95% CI 1.32–8.37）。以上より化学内分泌療法後前立腺全摘施行症例において摘出
前立腺の残存癌上皮 YAP1 発現高は生化学的再発の独立した危険因子であることが示
唆された。 
２）ドセタキセル抵抗性細胞株における YAP1 阻害による細胞機能評価  

続いて当科で樹立したドセタキセル抵抗性細胞株を用いて YAP1 阻害の細胞増殖、ア
ポトーシス、細胞周期に与える影響を検討し
た。control siRNA では siRNA 非導入細胞と
比較し YAP1 発現が同等であるのに対し、
YAP1 siRNA を導入すると経時的に YAP1 発現
が低下し、24 時間から 48 時間で 60～70%の
発現低下が得られることを確認した。MTT ア
ッセイでは投与後 4 日および 6 日目に有意
に YAP1 阻害群で細胞増殖が抑制されること
が示された（p = 0.038, p = 0.049、図２）。
細胞周期解析によるsubG0-G1期率により 24
時間および 48 時間後のアポトーシスの有無
を比較すると両群で差を認めなかった（p = 
0.439, p = 0.613）。さらに 24 時間および 48
時間後において G0/G1, S, G2 期率に 2群で



いずれも差を認めなかった。以上より YAP1 はアポトーシスや細胞周期によらず化学療
法抵抗性前立腺癌の増殖に関連している可能性があり、さらなる検討が望まれる。 

３）高脂肪食摂取による前立腺癌 xenograft モデルの増殖促進 
高脂肪食摂取群はコントロール群に比較し有意に細胞増殖が更新し、ki67 陽性細胞

率が有意に高脂肪食摂
取群で高かった（24.1% 
vs. 18.3%, p = 0.017,
図 3 ）。 ま た 摘 出
xenograft 腫瘍のリン酸
化 AKT（Ser473,Thr308）
と FASN 発現が高脂肪食
群で亢進していた。以上
より高脂肪食は前立腺
癌細胞株xenograftの細
胞増殖を促進し、PI3K-
AKT 経路活性や FASN 発
現が関与する可能性が
示唆された。 

４）食事による腫瘍増殖と腫瘍内のホスファチジルイノシトール発現 
高脂肪食摂取群およびコントロール群に関して、異なるアシル基を有するそれぞれ17

種類の PI, PIP1, PIP2, PIP3 を測定した。総 PI, PIP1、PIP2 はいずれも 2群間で差は
認めなかった（28.2±4.48 vs. 34.8±9.35pmol/mg; 0.81±0.07 vs. 0.88±
0.05pmol/mg; 3.18±0.17 vs. 3.31±0.25pmol/mg）。一方、総 PIP3 は有意に高脂肪食
群で上昇（0.33±0.06 vs. 0.69±0.14pmol/mg, p<0.05）し、特に C38:4, C38:3, C40:4 
PIP3 で発現変化が著明であった（図 4）。以上より高脂肪食摂取は腫瘍内で特定のホス
ファジチルイノシトール発現変化を伴い腫瘍増殖が促進されていると考えられた。また
Human Fatty Acid Metabolism PCR Array kit（Qiagen）を用いて 84 種類の脂肪酸代謝
関連遺伝子発現を二群間で比較
すると高脂肪食群で2倍以上上昇
する 17 遺伝子と、2倍以上低下す
る 20 遺伝子が同定された。特に
長鎖脂肪酸合成に関与する FASN
が高脂肪食群で有意に上昇し、
FASN 特 異 的 阻 害 薬 で あ る
cerulenin を 2 種類の前立腺癌細
胞株（LNCaP, C4-2）に投与すると
PI は変化せず、PIP1, PIP2, PIP3
が著明に減少した。以上より高脂
肪食は前立腺癌細胞内の FASN、イ
ノシトールリン脂質、PI3K/AKT 経
路を介して細胞増殖に関与して
いる可能性が示された。現在同腫
瘍を用いてHippo経路関連遺伝子
の変化を mRNA および蛋白レベル
で検討している。 
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