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研究成果の概要（和文）：前立腺癌培養液中のプロテアーゼ活性を95種類の2アミノ酸基質で測定すると、Ac-XZ-MCAを
水解する活性は去勢感受型にはなく不応型にのみ検出された。この活性はDFPで完全に抑制されたので、セリン型であ
った。培養上清中より洗浄後の細胞浮遊液の活性がはるかに強く、蛍光標識した本プロテアーゼ特異的阻害剤による癌
細胞染色で細胞膜が染色されたことから、分泌型ではなく細胞膜に存在と推定された。ビオチン標識上記阻害剤を結合
させた本プロテアーゼを癌細胞膜から溶出させてアビジンカラムで精製し、同定のためプロテオミクス解析中である。
このプロテアーゼは去勢不応型前立腺癌に特異的で標的治療への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Protease activities in culture media of prostate cancer cells were measured using 
95 dipeptidyl substrates and a hydrolytic activity for Ac-XZ-MCA was found in media of castration-resistan
t but not -sensitive type cells. This activity was completely inhibited by DFP but not by other inhibitors
, indicating this protease is serine-type. This activity was much higher in the washed cell suspensions th
an the culture supernatants and was localized on the cancer cell membrane when stained using biotin-XZ-chl
oromethylketone, which revealed that this protease is not secreted to the media but bound to the cell memb
rane. This protease was separated from the cell membrane and subjected to proteomics analysis but has not 
been identified because of a small amount of the protease. This castration-resistant prostate cancer cell-
specific protease is a promising therapeutic target, thus further purification procedures will be done for
 its identification.
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は米国では既に罹患率が第１位
であり(死亡率は第２位)、わが国でも高齢
化社会やライフスタイルの欧米化に伴い前
立腺癌は急速に増加している（男性癌死亡
率第７位、2020年には３倍増と予測：前立
腺癌診療ガイドライン2006・がんの統計
2005）。アンドロゲン除去療法や抗アンドロ
ゲン療法が有効なホルモン感受性癌
（Campbell’s Urology 8版）と異なり、ホ
ルモン不応性癌は新規抗がん剤のタキソテ
ールが使用されても生存期間延長効果は、
２～３ヶ月にすぎない（N Engl J Med 351: 
1513-20, 2004；N Engl J Med 351: 1502-12, 
2004）。 
最近、前立腺酸性ホスファターゼ（PAP）
抗原を標的とするがんワクチン製剤が使用
され、タキソテール以上の生存期間延長効
果とタキソテールよりさらに少なく軽度の
副作用が報告された（N Engl J Med 363: 
411-22, 2010）。 
プロテアーゼがホルモン抵抗性前立腺癌
細胞DU-145の増殖に関与することから、プ
ロテアーゼと前立腺癌病態との密接な関係
は明らかであり、ホルモン不応答化との関
係も示唆されている（Gregory et al., Mol 
Cancer Res 6: 1043-1051, 2008）。AIDSで
も治療効果が立証されているが、プロテア
ーゼインヒビターは細胞増殖抑制作用があ
り抗癌剤や放射線抵抗性乳癌などに有効性
が示されている（Gills et al., Clin Cancer 
Res 13: 5183-5194, 2007）。実際、PSA特異
的抗体やプロテアーゼインヒビターによる
PSA活性の抑制が前立腺癌骨形成性転移を
抑制する（Yonou et al., Biochem Biophys 
Res Commun 288:1082-1087, 2001）ことか
ら、インヒビターや抗体によるプロテアー
ゼ抑制は有効な癌治療法として期待できる。 
従って、ホルモン不応性癌のみが分泌するプ
ロテアーゼをターゲットにした治療法は、ホ
ルモン不応性癌に対する新規の有効な治療法
となることが有望である。本プロテアーゼを
ターゲットにしたホルモン不応性癌治療法の
開発を行う。 
２．研究の目的 
前立腺癌は今後最も著しい増加が予想され
ている癌種であり、その診断と治療は現在
の医学・医療における最重要な課題の１つ
である。ホルモン感受性前立腺癌に対して
はホルモン療法が有効であるが、ホルモン
不応性前立腺癌には有効性の高い治療法が
ない。 
我々は、ホルモン不応性前立腺癌のみが産生
するプロテアーゼを精製・同定し、本プロテ
アーゼをターゲットにしたホルモン不応性癌
治療法の開発を行う。 

３．研究の方法 
(1) ホルモン不応性前立腺癌細胞株特異的分
泌プロテアーゼ活性検出 
① Acetyl(あるいは succinyl)-X1-X2-MCA 
(methyl-coumaryl-amide)を準備する。X2
には Lys, Phe, Val, Ala, Arg の 5 種類
のアミノ酸を選定し、X1にはGlyからTrp
の 19 種類のアミノ酸を配置して計 95 種
類の基質を合成する。 

② ヒト前立腺癌ホルモン感受性細胞株
LNCaP とホルモン不応性細胞株 PC-3・
DU145 を通常培地で培養後、無血清培地
に移し再培養して 12、24、48 時間の培養
上清を採取する。 

③ 96穴プレートに数十種の2アミノ酸蛍光
合成基質(1mM)をそれぞれ 100µl入れ、こ
れに培養上清を 100µlずつ添加して、各
基質へのプロテアーゼ活性を蛍光分光光
度計で測定する。 

④ ホルモン不応性細胞株でのみ活性が検出
された基質を選出し、その活性が PSA 抗
体で抑制されないことを確認する。また、
この活性が最も高い細胞株と培養時間を
決定する。 

(2) ホルモン不応性前立腺癌細胞株特異的分
泌プロテアーゼの精製・同定 
① セリン型、システイン型、メタロ型、酸
性型プロテアーゼに、各々特異的なイン
ヒビターを培養上清に添加し、その抑制
によって本プロテアーゼがどの型に属す
るかを決定する。 

② 最も活性が高かった癌細胞株の、最も活
性が高かった培養時間の無血清培地培養
液を 5 リットルから、特異的な基質に対
する活性を指標に、種々のカラムクロマ
トグラフィーによってプロテアーゼを精
製する。これには HPLC システムを使用す
る。 

③ 精製したプロテアーゼに対してプロテオ
ミクス解析を行い、そのアミノ酸配列情
報から、既知のプロテアーゼか未知のプ
ロテアーゼかを調べる。 
以上より、ホルモン不応性癌細胞が特異的
に分泌するプロテアーゼが同定され、その性
状が明らかになる。 
４．研究成果 
(1) 去勢不応型特異的前立腺癌プロテアー
ゼ活性検出：上記 95 種類の 2 アミノ酸基質
を使ってconfluentになった種々の前立腺癌
細胞株の培養上清のプロテアーゼ活性を測
定したところ、Ac-XZ-MCA（特許申請の都合
でこの様に記載する）水解活性のみが、去勢
感受型の LNCaP では検出されず、不応型でア
ンドロゲン受容体 DU-145 および PC-3 で検出
された（図１）。しかし、不応型株でもこの
受容体陽性の C4-2 と 22RV1 では本活性はみ
られなかった（図２）。 



 

図 1. 前立腺癌株細胞培養液の Ac-XZ-MCA 水
解活性. 

 
図 2. 去 勢不応型前立腺株培養液の
Ac-XZ-MCA 水解活性. 
 
(2) 本プロテアーゼの性質解析：検出された
プロテアーゼ活性の性質を明らかにするた
めに、様々なプロテアーゼインヒビターによ
る抑制効果を調べた。PC-3 のこの活性はセリ
ンプロテアーゼに特異的な DFP(1 mM)で完全
に消失したが、チオールプロテアーゼインヒ
ビターの E64(10 μM)や金属プロテアーゼイ
ンヒビターの o-フェナントロリン（1 mM）で
は全く抑制されなかった（図３）。この結果
から、本プロテアーゼはセリン型であること
がわかった。 
 

 
図 3. PC-3 細胞 Ac-XZ-MCA 水解活性のインヒ
ビターによる活性阻害プロファイル。 
 

(3) 本プロテアーゼの局在解析：本プロテア
ーゼが分泌型か細胞膜結合型か明らかにす
るために、80 プレート分の PC-3 細胞培養上
清の活性を測定した。遠心後の沈殿にのみ活
性が検出され、上清およびその 20%、30%の硫
安分画にはほとんど活性はみられなかった
（図 4）。1 プレートの培養細胞(1 x 105個)
を洗浄後 PBS に浮遊して活性を測定すると、
80プレートの培養液の遠心沈殿よりも5倍の
活性が認められた（図 4）。これらの結果から、
本プロテアーゼは分泌型ではなく細胞膜結
合型であることが推定された。 
 

図 4. PC-3 細胞培養上清、遠心沈殿、および
硫安分画の Ac-XZ-MCA 水解活性. 
 
そこで、PC-3 細胞浮遊液にビオチン標識した
基質と同じアミノ酸配列の阻害剤ビオチン
XZ-クロロメチルケトンを添加してプロテア
ーゼに結合させた。4%パラホルムアルデヒド
で固定したあと、細胞に抗ビオチンマウス
IgG 抗体、さらに CFTM568 標識抗マウス IgG
ヤギ抗体を反応させた。DAPI で核染したあと、
蛍光顕微鏡で蛍光の細胞局在を観察した。 
プロテアーゼの存在を示す赤色蛍光は細胞
膜に局在して認められたが、上記阻害剤を添
加しなかった場合は、赤色蛍光は細胞にはみ
られなかった。以上より、本プロテアーゼは
PC-3 細胞の細胞膜に存在することが明らか
となった。 
 

 
図 5. PC-3 細胞 Ac-XZ-MCA 水解活性のビオチ
ン-XZ-クロロメチルケトンによる標識.  
 



(4) プロテアーゼの精製・同定：プロテアー
ゼをビオチン-XZ-クロロメチルケトンで標
識したあと、細胞膜分画を分離し細胞膜から
プロテアーゼを溶出させた。この溶液を濃縮
してアビジンカラムにかけ、プロテアーゼを
吸着させた。カラムを 1M NaCl 液で洗浄後、
monomeric ビオチン溶液でカラム吸着物を溶
出した。溶出液を濃縮後、二分して各々二次
元電気泳動を施行した。一方のゲルをニトロ
セルロース膜に転写してアビジン-HRP によ
るブロッティングを行うと数十個のドット
が検出された。他方のゲルを deep purple で
タンパク染色すると、分子量 7万周辺のドッ
トとの一致がみられた。これらのドットをプ
ロテオミクス解析して、推定される分子を検
索したが、相当するプロテアーゼは認められ
なかった。原因として、プロテアーゼが極め
て微量なため、精製の過程で消失してしまっ
たことが考えられた。今後、アビジンカラム
を使用せずに、膜溶出液を直接二次元電気泳
動し、プロテアーゼの検出・同定を行う予定
である。これにより、プロテアーゼが同定さ
れ、去勢不応型前立腺癌治療の標的としての
応用が期待される。 
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