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研究成果の概要（和文）：前立腺癌は神経に沿って浸潤すると考えられており、神経浸潤

（perineural invasion：PNI)を伴う前立腺癌は再発しやすいが、PNIに関する分子機構は解
明されていない。本研究では、PNI に関与する神経細胞側の責任分子を同定することを目的
として、神経細胞によって分泌される因子の解析と神経細胞表面分子の解析を行った。結果：

(1）ラット由来神経細胞株 PC12と前立腺癌細胞株DU145の共培養にて遊走能、浸潤能の亢
進が認められた。(2)脳由来神経細胞の初代培養：Human Neuronが高濃度に分泌するサイト
カインとして SDF-1が同定された。(3)DU145 cDNAライブラリーを作成し、Phage display
法による Human Neuron の細胞表面結合分子のスクリーニングを行った結果、Integrin-α6
が同定された。今後更なる解析が必要である。 

 
研究成果の概要（英文）： Perineural invasion (PNI) has been demonstrated to be one of the 
major mechanisms of extension of prostate cancer from the prostatic parenchyma to the 
periprostatic soft tissue.  Patients with PNI have higher risk of recurrent disease.  
However, the mechanisms of PNI are not well known.  Here, we investigated PNI 
inducing factors and surface molecules on human neuron cells. Results: Motility and 
invasion activity of DU145 (Prostate cancer cell line) were increased when co-cultured 
with neuroendocrine cell line PC12 (pheochromocytoma of the rat adrenal medulla).  
SDF-1 was identified as cytokine from human primary neuron (HN) cells.  Because 
prostate cancer expresses CXCR4, and CXCR4 is reported as a receptor of SDF-1, SDF-1 
in neuron and CXCR4 in prostate cancer has potential to induce PNI in prostate cancer.  
Surface protein screening of HN cells using the DU145 cDNA phage display library, which 
allows displaying recombinant DU145 tumor proteins on the surface of T7 phage, showed 
integrin α6 as a candidate of PNI inducing molecule.  Further analyses are necessary to 
identify the PNI inducing factors in prostate cancer. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
前立腺癌の進展形式には、 perineural 
invasion（PNI）、血行性、リンパ管性の３
つの経路が知られている。PNI は特に被膜
外浸潤に関与する主要な要因とされている。
前立腺癌のスクリーニングが一般化し、よ
り早期の前立腺癌が発見され、治療の対象
になる傾向が強くなっている現状では、前
立腺癌をコントロールする上で局所進展・
局所再発の key eventである PNIの分子メ
カニズムを解明することは臨床的にも大き
な意義がある。前立腺癌細胞と神経細胞の
接着は前立腺癌進展のgate wayと考えられ
ているものの、その分子機構は解明されて
いない。本研究によって PNIに関与する分
子が同定されれば、前立腺癌の局所進展に
関する重要な知見が得られる。当該分子を
標的にする予後因子と治療法の開発につな
がる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、PNIに関与する責任分子を同定
することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
当初、末梢神経由来のヒト Schwann 細胞
（ScienCell）での実験系を予定していたが、
ドナー確保が難しく入手困難であったため、
ラット由来の神経系細胞株 PC12 とヒト脳
由来の初代培養Human neuron（HN）を用
いて実験を行った。前立腺癌細胞株として
DU145を用いた。 

 
（１）前立腺癌にて前立腺全摘除術を施行し
た 51例のパラフィン標本を用いて、免疫染
色にて前立腺癌の悪性度指標の１つである
C2GnT-1 の発現と神経浸潤(pn+)との関連
について検討した。また、多変量解析にて
pn+症例の前立腺癌術後の PSA 再発につい
て検討した。 

 
（２）前立腺癌細胞と神経系細胞の共培養に
よるケモタキシス実験。トランスウエルチ
ャンバーを用いて、前立腺癌細胞株DU145
（5ｘ104）を上層に、PC12 を下層に敷き、
ケモタキシスアッセイとインベージョンア
ッセイを施行。一定時間経過後の移動細胞
数、浸潤細胞数をカウントした。 

 
（３）初代培養HN細胞を用いて、神経から
放出されるサイトカインを測定した。細胞
数は 1ｘ106/T25 flaskとし FGF、VEGF、

HGF、TGFb、NGFb、SDF-1、EDF など
主要な Growth factorを測定した。 

 
（４）Phage display法による神経細胞結合
分子のスクリーニング：神経細胞と前立腺
癌細胞の接着分子を同定するため、DU145 
cDNA ライブラリーの作成を行った。
DU145 の mRNA を抽出し、ランダムプラ
イマーでmRNAの全ての領域から逆転写し、
種々の大きさの cDNA を合成した。得られ
た cDNA 断片を T7 ファージの外殻タンパ
ク質の c末端にクローニングすると、ファー
ジの外殻に、クローニングされた DU145細
胞のタンパク質断片が提示される。このフ
ァージを初代培養 HN 細胞に付着させ、神
経細胞に特異的に結合する DU145 由来の
分子を特定した。 

 
４．研究成果 
 
（１）前立腺癌にて前立腺全摘除術を施行し
た51例のパラフィン標本を用いてC2GnT1
による免疫組織化学染色と pn+の相関関係
を検討したが、C2GnT1 染色陽性と pn+に
有意な相関関係は認められなかった
（Fig.1A）。また、術後 PSA 再発との相関
を Cox 比例ハザードモデルを用いて解析し
た結果、pn+は単変量解析では PSA 再発の
説明因子として選択されたが、多変量解析
では PSA再発の説明因子として選択されな
かった（Fig.1B）。 

 
Fig.1 

 



 
（２）PC12 と DU145 の共培養による遊走
能実験、浸潤能実験では、遊走能、浸潤能
ともに亢進し、神経細胞によるケモタキシ
スが示唆された（Fig.2A, B）。何らかの遊走
因子の存在が考えられた。サイトカイン、
成長尾因子等の因子を検討したが、ラット-
ヒト間の異種細胞間の実験であるため、そ
の解析はヒト脳由来の初代培養 HN で施行
した。 
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（３）初代培養HN細胞を用いて、神経から
放出されるサイトカインを測定した結果、
ヒトニューロンは SDF-1（CXCL12）を多
量に分泌することが明らかになった（Fig.3）。
SDF-1 は、細胞遊走因子ケモカインとし
て知られ、好中球などの遊走に関与し、レ
セプターは CXCR4、CXCR7 が知られて
いるが、神経浸潤している前立腺癌細胞は
CXCR4 を発現していることが報告され
ている。（Sun Y.X. et al., 2003） 

 
Fig.3 

 
 
（４）DU145 細胞株の cDNA を Phage 
display法を利用してヒトニューロンに接
着する前立腺癌細胞側の候補分子の予備
スクリーニングを行った（Fig.3）。その
結果、有力候補分子としてラミニン結合性

Integrin α6 (CD49 antigen-like family 
member F)が同定された。この分子は、
神経周囲浸潤している前立腺癌細胞にお
いて発現していることが既に報告されて
い る （ Sroka IC. J Cell Physiol. 
224:283-288, 2010）が、神経細胞に接着
している直接的な証拠は存在しない。各予
備実験の結果から、Fig.4のような仮説が
想定された。 

 

Fig.4 
 
 
以上の結果をもとに、今後は以下のような検
討を計画している。 
（１）前立腺癌細胞株 cDNAライブラリーを
提示する Phageを利用した Phage display
法により前立腺癌細胞、神経細胞における
リガンドとレセプターについて検索する。 
（２）前立腺癌細胞株とヒト神経細胞（初代
培養あるいは、iPS細胞より誘導）の共培養
で発現が亢進する遺伝子のマイクロアレイ
解析を行う。また共培養により分泌される
各種ケモカインの測定を行う。 
（３）前立腺全摘標本を用いた免疫組織化学
的検討によって記タンパク質の局在、ケモ
カインの分泌と PNIに関する臨床的意義を
明らかにする。 
（４）責任分子の過剰発現、ノックダウン細
胞を調製し、in vitroおよび in vivo PNIマ
ウスモデルを用いて前立腺癌細胞の増殖と
アポトーシスへの影響を調査する。また責
任分子に対する抗体による Inhibition 
Assay により責任分子が前立腺癌細胞と神
経細胞の接着に直接関与するか否かを検討
する。 
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