
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 4 月 1 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

トランスジェニックラットから新しく樹立した細胞株PCai1は、ヌードマウスへの移植で、リ

ンパ節転移・肺転移を安定的に起こした。これにより、新たなホルモン療法抵抗性転移動物モデ

ルの確立に成功した。 

 そこで、ホルモン療法抵抗性獲得前後で遺伝子解析を行い、発現上昇を認める遺伝子
Glutathione S-transferase Pi(GST-Pi)に新たに着目し、機能解析を行った。siRNA を用いた
解析で、GST-Pi は前立腺癌の細胞増殖に関わることが分かり、この遺伝子は骨転移の治療標的
遺伝子となりうることを見出した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

We established androgen-independent prostate cancer cell line from TRAP tumor, and 
named PCai1, and previously reported the orthotopic metastatic models, and tail vein 
injection model using PCai1 cells. We investigate the GST-P expression of PCai1 by RT-PCR 
and Western blot. In addition, using GST-P-siRNA, we investigated the relationship 
between the cell growth and Reactive Oxygen Species (ROS) in PCai1. PCai1 cells had higher 
GST-P expression in mRNA and protein levels in Charcoal Stripped-FBS medium than in normal 
medium. GST-P knocked down by siRNA resulted in significant decrease of the proliferation 
rate in vitro. On the contrary, DCFH assay revealed that ROS was induced by GST-P-siRNA 
treat. Tumors metastasized in the bone marrow after intravenous injection expressed high 
levels of GST-P, while metastatic lesions in the lung and lymph nodes failed to express 
GST-P as seen in the case of the orthotopic implantation. GST-P might have the important 
roles in the prostate cancer growth and metastasis by the restriction of ROS. 
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１．研究開始当初の背景 
ホルモン療法は前立腺がんの標準治療の

ひとつであるが、治療開始後約 2年でホルモ

ン療法抵抗性前立腺がんへと移行し骨へと

転移するため、その増殖機構の解明に基づい

た新たな治療法の開発が急務である。前立腺

がんの骨転移メカニズムに関しては不明な

点が多く、ヒトの病態を良く模倣した、安定

的に骨に転移を起こす動物モデルはほとん

どない。ホルモン療法が効かなくなり、転移

へと至る過程を個体レベルで模倣し、遺伝子

やタンパクの発現及び機能変化を、経時的に

とらえることは、前立腺がんの骨転移メカニ

ズムの解析に重要であると考えられる。これ

らを踏まえ、本研究では、新たな実験モデル

の確立を試みると共に、その機能解析により

新しいホルモン療法抵抗性前立腺がん治療

の開発に向けた基礎研究を行う。 

 
２．研究の目的 
三大生活習慣病の一つである「がん」は、

1981 年にわが国の死亡原因の第一位となっ

て以来、死亡者数が増え続けている。中でも

前立腺がん患者は欧米並みに急増しており、

その対策は緊急課題である。前立腺がんの治

療は、男性ホルモンを抑えるホルモン療法で

あるが、一定の時期を経ると効果がなくなる。

これを 「ホルモン療法抵抗性」と呼び、最

終的には骨などに転移して死にいたる。前立

腺がんがホルモン療法抵抗性となり、進行し

ていく過程には不明な点が多くあるが、その

病態を解明するためのモデルは非常に稀で

ある。そこで私たちは、以前樹立した前立腺

がんラットモデルから、新しくホルモン療法

抵抗性前立腺がん細胞株を樹立した。そして、

この細胞株が転移能を有することが確認で

きた。そこで本研究では、この細胞株を用い

てホルモン療法抵抗性前立腺がん転移動物

モデルを確立し、未解明だった転移メカニズ

ムの解析を行うとともに、新しい治療法の開

発を試みる。 

 
３．研究の方法 

日本エスエルシー株式会社から購入した、

10 週令 KSN nu-nu 雄ヌードマウスを用いる。

アンドロゲン非依存性前立腺癌細胞株 PCai1

を、十分な麻酔下で、前立腺同所移植と尾静

脈投与を行う。前立腺同所移植では 5×105

個、尾静脈投与では 3×107個の細胞を、各マ

ウスに移植する。前立腺癌の発生・進展・転

移が除睾によってどのように変化するかを、

肉眼像およびホルマリン固定標本にて確認

する。腫瘍の大きさや転移の程度に関して、

除睾術の与える影響を、腫瘍およびマウスの

前立腺・骨・肺・肝・腎・リンパ節で検索す

る。前立腺癌化学予防および進展防止物質の

検討に用いることのできるモデルとして確

立する。これまで前立腺がん転移病変の形成

メカニズムにおいて着目されてきた TGF-β

や IGF などの増殖因子や、転移形成に重要な

役割を果たしているといわれる PTHrP、RANKL、

そして前立腺がんにおいて、ホルモン療法抵

抗性獲得に深くかかわっている事を、以前私

たちが報告した、GST-P 等に着目して、新た

に転移形成のメカニズムの解析を行ってい

く。さらに、ホルモン療法獲得の前後のがん

で網羅的遺伝子解析を行い、発現差のあった

遺伝子に着目し、定量的 RT-PCR にて mRNA 発

現レベルを確認するとともに、免疫染色やウ

ェスタンブロット法によりタンパクレベル

の発現を確認する。それらの遺伝子がどのよ

うにホルモン療法抵抗性前立腺がんの増

殖・進展に関わっているかを、siRNA を用い

て機能解析を行う。これらの遺伝子を分子標

的治療の標的遺伝子として用いることで病

変の進行を止めることができるかを、本モデ

ルで詳細に検討する。 

 

４．研究成果 

(1) 樹立した前立腺癌高発現トランスジェ

ニックラットのホルモン療法依存性癌を、去

勢術をおこなったヌードマウス皮下に移植

継代を繰り返すことで、ホルモン療法抵抗性

可移植腫瘍を作成した。そこから新たにアン

ドロゲン非依存性前立腺癌細胞株 PCai1 を樹

立し、in vitro でのアンドロゲンレセプター

の発現、およびアンドロゲン刺激による細胞

増殖能を WST-1 アッセイにて評価した。さら

に、去勢術を行ったヌードマウスへ細胞株

PCai1 の移植を行い、その増殖能・転移能を

評価した。(2) 今回作成した可移植腫瘍がホ

ルモン療法抵抗性を獲得する前後で cDNA マ

イクロアレイを行い、発現差を認めた、酸化

ス ト レ ス 応 答 遺 伝 子 Glutathione 

S-transferase Pi (Gst-pi)に着目して機能

解析を行った。PCai1 において、in vitro で

Gst-pi siRNA をトランスフェクションし、

Gst-pi の発現を特異的に抑制することで、細

胞増殖に与える影響と細胞内 ROS の定量を、

DCFHアッセイを用いて行った。さらに Gst-pi

特異的抑制剤であるエタクリン酸を投与し、

同様に細胞増殖活性と細胞内 ROS を定量した。

(3) Gst-pi siRNA をトランスフェクションし

た PCai1 を、去勢術施行及び未施行のヌード

マウスにそれぞれ皮下移植し、造腫瘍性を検

討した。さらに、PCai1 のヌードマウス移植



 

 

によって生じる転移性病変に関して、Gst-pi

の発現を免疫組織学的に検討した。 

【結果】(1) PCai1 はアンドロゲンレセプタ

ーの発現を認め、in vitro において、アンド

ロゲン除去培地でも安定的に増殖し、アンド

ロゲン添加によってその増殖能は促進され

た。PCai1 における Gst-pi のタンパク発現レ

ベルは、アンドロゲンのない環境で促進され

た。これにより、PCai1 は、ホルモン療法に

感受性のある、アンドロゲン非依存性前立腺

癌の特徴を有することが分かった。in vivo
においては、PCai1 は去勢術後のヌードマウ

スの皮下移植によって、100%造腫瘍性を認め

た。そして、ヌードマウスの前立腺に PCai1

を移植すると、100%腫瘍を形成し、さらにリ

ンパ節・肺に高頻度に転移を認めた。その転

移頻度は去勢術後のマウスでも同様であっ

た。また、PCai1 のヌードマウス尾静脈投与

にて、肺転移に加え、高頻度に骨転移も認め

た。それらの病変を病理学的に検討すると、

ヒトの前立腺癌病巣や転移病巣と類似した

ものであった。(2) in vitro において PCai1

で、siRNAを用いてGst-pi発現を抑制すると、

細胞増殖は有意に抑制され、その場合の細胞

内 ROS は有意に上昇した。さらに、エタクリ

ン酸投与においても同様の結果を、濃度依存

的に認めた。(3) Gst-pi siRNA をトランスフ

ェクションした PCai1 を、去勢術を施行した

ヌードマウスに移植すると、ネガティブコン

トロール群と比較して、その腫瘍増殖が有意

に抑制された。対照的に、去勢術未施行のヌ

ードマウスでは腫瘍増殖に差を認めなかっ

た。免疫組織学的に検討すると Gst-pi は、

去勢術後の腫瘍で発現の亢進を認めた。さら

に、PCai1 の移植によって生じる転移臓器毎

で、免疫組織学的に検討すると、リンパ節転

移巣、肺転移巣では Gst-pi の発現を認めな

かったが、骨転移巣では強く発現を認めた。 

【考察】前立腺癌がホルモン療法抵抗性とな

り、転移をする過程を再現した動物モデルの

樹立に成功した。出現する転移病変は病理学

的にヒトのそれと類似しているため、癌の進

展予防物質などの評価に有用であると思わ

れた。さらにその解析にて、ホルモン療法抵

抗性前立腺癌には、Gst-pi の発現レベルを調

節することで、細胞内酸化ストレスを制御し、

増殖を促進するメカニズムが存在すること

が新たに分かった。Gst-pi は診断マーカーと

なりうるのみならず、分子標的治療のターゲ

ット遺伝子ともなりうる可能性があり、骨転

移巣で Gst-pi の発現が高いことからも、骨

転移の治療に有用であると思われた。 
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