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研究成果の概要（和文）：腫瘍微小環境において、癌間質を構成する主要な成分：癌関連線維芽

細胞 (CAFs)は腫瘍形成に重要な役割を担う。前立腺肥大症治療薬ナフトピジルが細胞周期阻害

作用を発揮するための細胞内標的を同定する目的で、我々は文科省科研費・新学術領域・がん

支援・化学療法基盤支援活動班から無償で分与された標準阻害剤キットを活用した。その結果、

ヒト前立腺腫瘍から初代培養して得られた CAFsの１つ、PCaSC-8において GSK-3 と CDKに対す

る阻害剤がナフトピジルに近似した作用を示すことを見出した。さらに、ナフトピジル処理に

よる GSK-3のリン酸化阻害および CDK2 タンパク質量の低下を確認した。以上から、ナフトピジ

ルのオフターゲット効果である細胞増殖抑制作用（G1 cell cycle arrest の誘導）に関わる細

胞内シグナル伝達経路を GSK-3および CDK2 シグナルと絞り込むことに成功した。 

 

 

研究成果の概要（英文）：In the tumor microenvironment, carcinoma-associated fibroblasts 

(CAFs) are considered to play a critical role in the promotion of tumorigenesis. Recently, 

we have reported that the antiproliferative effect of naftopidil is not related to 

androgen sensitivity of the cells or the 1-adrenoceptor subtype expression in prostate 

cancer cells, suggesting that naftopidil has an off-target effect for various types of 

cells. To identify the cellular signal targets of naftopidil in CAFs, we used the SCADS 

inhibitor kits including more than 320 chemicals. Our results demonstrated that 

inhibitors against GSK-3 and CDK showed the similar effects with naftopidil in PCaSC-8. 

In addition, western blot analysis showed that the decreases of GSK-3 phosphorylation 

and CDK2 abundance were observed in naftopidil-treated cells. Finally, we suggest that 

GSK-3 and CDK2 might be important targets for induction of G1 cell cycle arrest by 

naftopidil treatment. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 前立腺癌の治療において、内分泌治療に

抵抗性を有する再燃前立腺癌の出現が大き

な問題である。現在、様々な化学療法が試

されるものの確立された治療法はなく、で

きる限り癌の進行を押さえ込む努力をする

に過ぎない。 

 我々は、内分泌治療に抵抗性を示す再燃

前立腺癌を克服するためにはホルモン依存

性の喪失メカニズムを解明するだけでなく、

ホルモン依存性が喪失した癌細胞が置かれ

ている環境、すなわち癌の微小環境を考慮

することが重要と考えている。事実、我々

は内分泌療法に抵抗するホルモン不応性の

前立腺癌への進展には、癌間質を構成する

carcinoma-associated fibroblasts (CAFs)

が産生する増殖因子やサイトカインがアン

ドロゲン非依存的な増殖を促進させるなど、

癌細胞を取り巻く微小環境が重要な役割を

担うことを報告している (Ishii et al., 
Endocrine-Related Cancer, 16: 415-428, 
2009)。このような背景から、ホルモン依存

性喪失ヒト前立腺癌細胞の腫瘍形成におけ

る癌間質の役割を解明し、再燃前立腺癌の

治療に対する新たなストラテジーの探索を

試みている。 

 近年、我々は独自に確立したヒト前立腺

癌細胞と線維芽細胞を混合させる in vivo
腫瘍形成モデルを活用して、１）サブタイ

プ選択性 α1 受容体遮断薬ナフトピジルが

腫瘍形成を有意に抑制すること。２）ナフ

トピジルは前立腺癌細胞と線維芽細胞のど

ちらにおいても細胞周期の停止 (G1 cell 

cycle arrest)を誘導したこと。３）ナフト

ピジルによる細胞増殖抑制および細胞周期

の停止は、癌細胞や線維芽細胞が発現して

いる α1 受容体のサブタイプ発現パターン

に関係していないことを見出した (Hori 

et al., Cancer Prevention Research, 4: 

87-96, 2011)。 

 ほとんどの薬剤は、単一の標的タンパク

質に選択性を有するように開発されている

が、本来の標的以外にも結合することは

多々ある。なかには、本来意図しない標的

との「オフターゲット」な結合によって様々

な重症度の副作用が引き起こされるのだが、

そうした結合の一部は新たな薬効、つまり

想定外の効果を導き出す可能性もある。こ

のように、オフターゲット効果は、多くの

場合は望ましくない有害事象をもたらす作

用として捉えがちだが、現実にはこのオフ

ターゲット効果が有益に働くことによって

使用されている薬剤も存在する。そのため、

本研究課題を計画することで、ナフトピジ

ルが有するオフターゲット効果、すなわち

前立腺肥大症治療薬による前立腺癌の増殖

抑制メカニズムを深く理解することに加え、

癌間質を標的として再燃前立腺癌の増殖を

抑制する、という発想が臨床応用できるか

否かを検証できると期待された。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究課題では、前立腺癌細胞に対して前
立腺肥大症治療薬ナフトピジルのオフター
ゲット効果を引き出す標的分子もしくは細
胞内シグナル伝達経路の同定と、前立腺肥大
症治療薬による癌間質を標的とした再燃前
立腺癌の増殖抑制が可能か否かを、独自に作
製する in vivo腫瘍形成モデルを用いて検証
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

 

細胞株 

 正常ヒト前立腺ストローマ細胞 PrSC を

Lonza 社から購入し、ストローマ細胞培地キ

ットにて継代維持した。PCR による遺伝子発

現解析の結果から、PrSCは線維芽細胞〜筋線

維芽細胞の性質を有することを確認した。ヒ

ト前立腺腫瘍由来癌関連線維芽細胞 PCaSC-8

は摘出手術標本から初代培養することによ

り作製した。 

 アンドロゲン低感受性 E9 細胞は、アンド

ロゲン感受性 LNCaPを限外希釈することによ

り単離し、アンドロゲン不応性 AIDL細胞は、

LNCaP を血清中ホルモン除去下で培養するこ

とにより樹立した。生化学的特性として合成

アンドロゲン R1881に対する反応性を比較し、

E9 はアンドロゲン低感受性、AIDL はアンド

ロゲン不応性であることを確認した。 

 

標準阻害剤キット 

 文科省科研費・新学術領域・がん支援・化
学療法基盤支援活動班から無償で分与され
た。基本的に標的分子がはっきりとしていて、
現在のサイエンスで阻害剤として定着し、バ
イオプローブとして有用な低分子化合物と
既存の制癌剤で構成する。キット(#1〜#4)は
96 well V 底プレートの各 wellに阻害剤を濃
度 2 mM (in DMSO)で 5 µL (10 nmol)ずつ分
注し、作製されている。 
 
英文表記：SCADS Inhibitor Kit, Screening 
Committee of Anticancer Drugs supported by 
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in vitro 細胞増殖試験 

 各細胞株（1 万個）を 96穴プレートに播種
し、24時間後から阻害剤キット #1〜#4 
（終濃度：10 µM）で３日間、処理した。生
細胞の割合は Cell Counting kit-8（同仁化
学研究所）を用いて評価した。 
 
 
４．研究成果 

 

平成 23 年度 

 本年度は、ヒト前立腺腫瘍から初代培養し

て得られた癌間質細胞PCaSC-8を用いて、ナ

フトピジルをはじめとする前立腺肥大症治

療薬への反応性を検証し、さらにナフトピジ

ルによる細胞周期阻害作用機構の解明を行

った。 

【検討1】市販の正常ヒト前立腺ストローマ

細胞PrSC (Lonza社)に対する増殖抑制作用と

比較して弱いものの、ナフトピジルは

PCaSC-8の細胞増殖を有意に抑制した。ナフ

トピジル以外に実臨床で使用される前立腺

肥大症治療薬タムスロシンやシロドシンに

よる抑制作用は極めて弱いものであった。 

【検討2】PrSCをTGFβで処理すると細胞増殖

が有意に抑制された。次に、TGFβで前処理し

たPrSCに対してナフトピジルを作用させた

ところ、ナフトピジルによる増殖抑制作用は

観察されなかった。 

 アンドロゲン低感受性ヒト前立腺癌細胞

に対して細胞周期阻害作用を発揮するナフ

トピジルは、ヒト前立腺腫瘍から初代培養し

て得られたPCaSC-8に対しても強い増殖抑制

作用を示したため、癌間質を標的とした再燃

前立腺癌の新規治療法の確立に向けた第一

歩となる結果が得られた。また、TGFβにより

細胞増殖を停止させた間質細胞に対してナ

フトピジルが増殖抑制作用を発揮しなかっ

たため、ナフトピジルは体内において活発に

増殖する癌細胞を特異的に標的とする、すな

わち正常細胞への攻撃が弱く、副作用が出に

くい薬剤である可能性が示唆された。 

平成 24 年度 

 本年度は、ナフトピジルによる細胞増殖抑

制の程度が異なる①市販の正常ヒト前立腺

ストローマ細胞 PrSC（Lonza 社）と②ヒト前

立腺腫瘍から初代培養して得られた癌間質

細胞 PCaSC-8を用いて、ナフトピジルによる

細胞増殖抑制に関わる細胞内シグナル伝達

経路の同定を試みた。 

 

【検討 1】文科省科研費・新学術領域・がん

支援・化学療法基盤支援活動班より分与され

た、320 種類以上の化合物を含む標準阻害剤

キットを用いてナフトピジルと同じ細胞増

殖抑制パターンを示す化合物を探索した。そ

の結果、GSK-3 と CDK に対する阻害剤がナフ

トピジルに近似した作用を示すことを見出

した。 

 

【検討 2】ウェスタンブロッティング法によ

り、ナフトピジルによる GSK-3のリン酸化阻

害と CDK2タンパク質量の低下を確認した。 

 

 320 種類以上の化合物を含む標準阻害剤キ

ットを用いた網羅的な解析により、ナフトピ

ジルによる細胞増殖抑制に関わる細胞内シ

グナル伝達経路を GSK-3 および CDK2 シグナ

ルと絞り込むことに成功した。現在のところ、

臨床で用いられている GSK-3 阻害剤はない。

よって、GSK-3 阻害作用を有する既存薬ナフ

トピジルを有効活用して、GSK-3 シグナルが

強く関わるアルツハイマー病など他の疾患

治療薬として再開発していく可能性が示唆

された。 
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三、杉村 芳樹 

14) 第 21 回 泌尿器科分子・細胞研究会（平 

 成 24 年 2月 10－11日・札幌市） 

 去勢後の前立腺間質リモデリングによ

る FGF2 発現上昇が基底上皮―間質相互

作用に及ぼす影響 

 加藤 学、石井 健一朗、岩本 陽一、堀 

靖英、山田 泰司、有馬 公伸、白石 泰

三、杉村 芳樹 

15) 第 21 回 泌尿器科分子・細胞研究会（平 

 成 24 年 2月 10－11日・札幌市） 

ヒト前立腺癌移植モデルにおけるα１ア

ドレナリン受容体遮断薬が放射線感受

性に与える影響 

岩本 陽一、神田 英輝、石井 健一朗、

加藤 学、堀 靖英、山田 泰司、有馬 公

伸、杉村 芳樹 

16) 第 1 回 テネイシンフォーラム（平成 23

年 11 月 5日・津市） 

テネイシン C欠損マウス前立腺における

二核細胞の出現 

 石井 健一朗 

17) International Society for Oncological 

Biomarkers and Tumor Biology 2011（平

成 23 年 10月 15日－10月 19 日・Italy, 

Firenze） 

Prostate cancer LNCaP-F10 cells are 

resistant against cell death induced 

by low pH and low nutrition culture 

condition 

 Kazuhiro Iguchi, Yuri Hayakawa, 

Kenichiro Ishii, Kaoru Matsumoto, 

Shigeyuki Usui, Yoshiki Sugimura, 

Kazuyuki Hirano 

18) 第 70 回 日本癌学会総会学術総会（平成

23年 10月 3－5 日・名古屋市） 

前立腺癌－間質相互作用を標的にした

新規治療戦略 

石井 健一朗、堀 靖英、杉村 芳樹 

19) 第 70 回 日本癌学会総会学術総会（平成

23年 10月 3－5 日・名古屋市） 

TGF-βの長期刺激が前立腺癌細胞株に及

ぼす影響と THP-1分化マクロファージ様

細胞に対する作用 

 広川 佳史、石井 健一朗、米田 操、今

井 裕、白石 泰三 

20) 第 70 回 日本癌学会総会学術総会（平成

23年 10月 3－5 日・名古屋市） 

低栄養・低 pH 耐性前立腺癌細胞

LNCaP-F10細胞の性状解析 

 早川 友里、井口 和弘、石井 健一朗、

松本 芳、臼井 茂之、杉村 芳樹、平野 

和行 

21) 9th World Congress on Urological 

Research（平成 23年 9月 15 日－9月 17

日・Austria, Innsbruck） 

Heterogeneous induction of 

carcinoma-associated fibroblast-like 

differentiation in normal human 



 

 

prostatic fibroblasts by co-culturing 

with prostate cancer cells 

Kenichiro Ishii, Atsushi Mizokami, 

Toshiyuki Tsunoda, Kazuhiro Iguchi, 

Manabu Kato, Yasuhide Hori, Kiminobu 

Arima, Mikio Namiki, Yoshiki Sugimura 

22) 9th World Congress on Urological 

Research（平成 23年 9月 15 日－9月 17

日・Austria, Innsbruck） 

Mechanisms of prostatic structure 

maintenance by actions of androgen 

 Manabu Kato, Kenichiro Ishii, Yoichi 

Iwamoto, Yasuhide Hori, Yasushi 

Yamada, Kiminobu Arima, Taizo 

Shiraishi, Yoshiki Sugimura 

23) 第 30回 日本アンドロロジー学会学術大

会（平成 23 年 7月 22－23日・東京） 

動物モデルと前立腺増殖機構 

石井 健一朗、加藤 学、杉村 芳樹 

24) 第 30回 日本アンドロロジー学会学術大

会（平成 23 年 7月 22－23日・東京） 

アンドロゲン依存的な前立腺組織構築

の維持機構 

加藤 学、石井 健一朗、岩本 陽一、堀 

靖英、山田 泰司、曽我 倫久人、有馬 公

伸、白石 泰三、杉村 芳樹 

25) 第 57 回 日本薬学会東海支部総会・大会

（平成 23年 7月 9 日・名古屋市） 

前立腺癌細胞株 LNCaP細胞の亜株のアン

ドロゲン応答性変化機序 

大塚 崇史、井口 和弘、深見 和宏、石

井 健一朗、臼井 茂之、杉村 芳樹、平

野 和行 

26) 第 99 回 日本泌尿器科学会総会（平成 23

年 4月 21日－24日・名古屋市） 

ヒト前立腺癌細胞および間質細胞に対

するフェニルピペラジン誘導体の細胞

周期阻害作用 

石井 健一朗、堀 靖英、岩本 陽一、

西川 晃平、加藤 学、神田 英輝、有

馬 公伸、杉村 芳樹 

27) 第 99 回 日本泌尿器科学会総会（平成 23

年 4月 21日－24日・名古屋市） 

前立腺癌組織における新規神経内分泌

物質 Manserin発現の検討 

西川 晃平、曽我 倫久人、岩本 陽一、

堀 靖英、石井 健一朗、木瀬 英明、有

馬 公伸、杉村 芳樹 

〔図書〕（計 0 件） 
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三重大学大学院医学系研究科  
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