
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 5 月 10 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 これまでにわれわれは、モノクローナル抗体RM2は悪性度を反映して前立腺癌細胞に対する反

応が高くなること、そして、ハプトグロビンベータ鎖が前立腺癌に対するRM2の反応性を担って

いることを示してきた。そこで、本研究では「RM2が規定するハプトグロビンベータ鎖はどのよ

うな機能的役割を果たしているか」を明らかにすることを目的とした。 

 まず、前立腺癌細胞をモノクローナル抗体RM2で処理したところ、足場依存性および非依存性

増殖能の低下、アポトーシスの増加、運動能および浸潤能の低下が観察された。さらに、5-Aza

やPBAにより前立腺癌細胞を処理したところ、RM2が規定するハプトグロビンベータ鎖の発現低

下とともに、悪性形質に関連したシグナル伝達分子の発現レベルの変化が観察された。一方、

がん抑制に関与するシグナル伝達分子はその発現が増加していた。これらの結果は、RM2が規定

するハプトグロビンベータ鎖がシグナル伝達分子と密接に関わることにより、前立腺癌細胞の

悪性形質発現に関与することを示唆している。以上より、RM2により処理した前立腺癌細胞のシ

グナル伝達分子を調べた結果、RM2が規定するハプトグロビンベータ鎖は、Ras→Akt pathway、

Src & FAK pathwayのほか広くシグナル伝達分子の発現レベルに影響を及ぼしていることが示唆

された。   

 以上の結果から、RM2が規定するハプトグロビンベータ鎖は上位にあるシグナル伝達分子へ関

与している可能性が考えられた。RasやSTAT3の発現レベルが変化したことから、それらを制御し

うる可能性のある分子として、EGFRが考えられた。LNCaP, PC3, DU145のcell lysateをRM2で免

疫沈降し、抗EGFR抗体で検出したところ、３種類の前立腺癌細胞株すべてにおいて、バンドが検

出された。さらにRM2により、これら３種類の細胞株を刺激すると、EGFRの細胞内への移動が増

加することが示された。これらの結果から、RM2が規定するハプトグロビンベータ鎖は、EGFRと

の相互作用を通して、Ras→Akt pathwayを刺激し、STAT3の発現を上昇させ、悪性形質発現に関

与しているが、RM2により相互作用がブロックされることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
  We have demonstrated that reactivity of prostate cancer cells to monoclonal antibody 

RM2 reflected the malignant potential of prostate cancer cells and haptoglobin-beta chain 

in prostate cancer cells carries the reactivity to RM2. In this project, we aimed to 

elucidate the functional roles of haptoglobin-beta chain defined by RM2.   

  In the prostate cancer cell lines treated with monoclonal antibody RM2, decrease of 

anchorage-dependent and –independent proliferation, increased apoptosis and decreased 
motility and invasive capacity were observed. In the prostate cancer cell lines treated 

with 5-Aza or PBA, decreased expression of haptoglobin-beta chain defined by RM2 and 

changes of expression level of signal transduction molecules toward decreased malignant 

phenotype. These results indicate that haptoglobin-beta chain defined by RM2 is involved 

in the malignant phenotype by interaction with the signal transduction molecules. It was 

demonstrated that many signaling pathways such as Ras-Akt, Src-FAK etc. were affected 

by haptoglobin-beta chain defined by RM2. 
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  From the results described above, it was assumed that haptoglobin-beta chain defined 
by RM2 might affect the upper level of signaling transduction.  Changes in expression 

level of Ras and STAT3 suggest that EGFR is a candidate molecule.  After 

immunoprecipitation of lystates of prostate cancer cells with RM2, the bands were detected 

by anti-EGFR antibody in all three lines, i.e., LNCaP, PC3 and DU145. Further, treatment 
of cancer cells with RM2 induced intracytoplasmic movement of EGFR. These results indicate 

that haptoglobin-beta chain defined by RM2 stimulated Ras-Akt pathway and increased 

expression level of STAT3 through interaction with EGFR, leading to induction of the 

malignant phenotype, whereas interaction of haptoglobin-beta chain defined by RM2 with 

EGFR was blocked by monoclonal antibody RM2. 
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１．研究開始当初の背景 
これまでにわれわれは、モノクローナル抗体

RM2 は悪性度を反映して前立腺癌細胞に対す

る反応が高くなること、そして、RM2 が規定

するハプトグロビンベータ鎖は、前立腺癌に

対する RM2の反応性のほとんどを担っている

ことを示してきた。 

 
２．研究の目的 
RM2 が規定するハプトグロビンベータ鎖の機

能的役割を解析すること 

 
３．研究の方法 
前立腺癌細胞株を用いたハプトグロビンベ

ータ鎖の機能解析 

 

４．研究成果 

平成２０年度：前立腺癌細胞をモノクローナ

ル抗体RM2で処理することにより、正常前立

腺細胞PrEC、前立腺癌細胞株LNCaP, PC3, 

DU145におけるhaptoglobin-beta鎖の

mRNA levelは、PC3 > DU 145 > LNCaP > 

PrECの順に低く、PrECはわずかな発現レ

ベルであった。RM2が反応する

haptoglobin-beta鎖の蛋白レベルは、

PC3 = DU 145 = LNCaPであり、PrECでは

反応がみられなかった。5-AzaやPBAの

epigenetic drugを用いて前立腺癌細胞

株を処理すると、増殖能が低下するとと

もにhaptoglobin-beta鎖のmRNA levelが

低下した。さらに、RM2で処理したとこ

ろ、足場依存性および非依存性増殖能と

もに低下した。この増殖能の低下の要因

を調べるため、Annexin Vで観察したと

ころ、３種類の癌細胞いずれも有意（

9%-PC3, 16%-LNCaP, 17%-DU145、それぞ

れ増加）にアポトーシスが増加していた

。Matrigel chamberを用いて浸潤能をみ

たところ、75% (PC3)-90%(DU145)の割合

で浸潤能の低下が見られた。また、PC3

を用いてWound healing motility assay

にて運動能を見たところ、RM2により有

意に運動能が抑制され、F-actinの発現

が減少していた。シグナル伝達分子の発

現変化をみるため、5-AzaやPBAにて処理

したところ、RM2が規定する

haptoglobin-beta鎖が減少するととも

に、FAK, RhoA, ERK-2, STAT-3レベルが



減少し、p38, C/EBPaレベルが増加して

いた。 

 以上、RM2が規定する

haptoglobin-beta鎖は、シグナル伝達

分子の変化とともに前立腺癌細胞株の

悪性形質の発現に関連していることが

示唆された。増殖能の低下、足場依存性お

よび非依存性増殖能の低下、アポトーシスの

低下、運動能および浸潤能の低下が観察され

た。さらに、5-AzaやPBAにより前立腺癌細胞

を処理したところ、RM2が規定するハプトグロ

ビンベータ鎖の発現低下とともに、悪性形質

に関連したシグナル伝達分子は発現レベルの

低下がみられ、がん抑制に関与するシグナル

伝達分子はその発現が増加していた。これら

の結果は、RM2が規定するハプトグロビンベー

タ鎖がシグナル伝達分子と密接に関わること

により、前立腺癌細胞の悪性形質発現に関与

することを示唆している。 

 

平成２１年度：RM2 により処理した前立腺癌

細胞のシグナル伝達分子をある程度網羅的

に調べた。その結果、まず注目すべきものと

して、Rasおよびの Akt発現低下が PC3, DU145

において観察された。その他、Srcおよび FAK

の発現低下が LNCaP, PC3 で認められた。ま

た、LNCaP, PC3, DU145 で Bcl-2 の発現レベ

ルが低下し、STAT3の発現レベルも低下した。

一方、がん抑制に関与する p16は発現レベル

の増加が観察された。以上から、RM2 が規定

するハプトグロビンベータ鎖は、Ras→Akt 

pathway、Src & FAK pathwayのほか広くシグ

ナル伝達分子の発現レベルに影響を及ぼし

ていることが示唆された。 

 

平成２２年度： 以上の結果から、上位にあ

るレセプターへのRM2の関与が考えられたた

め、RM2が規定するハプトグロビンベータ鎖と

相互作用する可能性のある分子について研究

した。 
RasやSTAT3の発現レベルが変化したことから

、それらを制御しうる可能性のある分子とし

て、EGFRが考えられた。LNCaP, PC3, DU145

のcell lysateをRM2で免疫沈降し、抗EGFR抗

体で検出したところ、３種類の前立腺癌細胞

株すべてにおいて、バンドが検出された。す

なわち、RM2が規定するハプトグロビンベータ

鎖がEGFRと相互作用をしていることが示唆さ

れた。さらにRM2により、これら３種類の細胞

株を刺激すると、EGFRの細胞内への移動が増

加することが示された。PC3, DU145における

EGFRの細胞内への移動は、 

RM2刺激後、5minでピークになるのに対して、

LNCaP におけるそれは 30min でピークになる

という違いが見られた。これらの結果から、

RM2 が規定するハプトグロビンベータ鎖は、

EGFR との相互作用を通して、 Ras→ Akt 

pathwayを刺激し、STAT3の発現を上昇させ、

悪性形質発現に関与しているが、RM2 により

相互作用がブロックされることが示唆され

た。 
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