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研究成果の概要（和文）：　前立腺癌細胞LNCaP-F10細胞は腫瘍内部環境の一つである細胞外低pH環境下においても生
存可能なLNCaP細胞の亜株である．LNCaP-F10細胞の低pH耐性機序を明らかにする目的で，LNCaP-F10細胞に特徴的な発
現遺伝子を解析した結果，いくつかの遺伝子発現量は親株のLNCaP細胞との間に差が認められた．その中で，TNFSF10, 
BIRC5およびCASP10について，細胞外低pHにより誘導されるアポトーシスに関与している可能性を明らかにした．

研究成果の概要（英文）： Intratumoral region of low extracellular pH is common feature of solid tumors. 
The subline LNCaP-F10, of the prostate cancer cell line LNCaP, was isolated and its low pH-resistant 
property was examined. LNCaP-F10 cells were grown under low-pH condition, which caused apoptosis of the 
LNCaP cells. Significant differences in the expression of TNFSF10, BIRC5 and CASP10 were detected between 
LNCaP-F10 and LNCaP cells. These factors were related with the apoptosis induction by extracellular low 
pH.

研究分野： 泌尿器科学，薬局薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
進行前立腺癌の薬物療法として，体内のア

ンドロゲンを枯渇させる薬剤を用いた内分
泌療法が広く浸透している．この治療法は初
期には高い効率で奏功するものの，数年後に
内分泌療法に耐性の前立腺癌細胞の出現を
来たし，高頻度で再発する．再発を来たした
内分泌療法耐性前立腺癌の治療にドセタキ
セルが一定の効果を示すことが明らかにさ
れている．しかしながら，ドセタキセルに無
効になった前立腺癌の治療は非常に難しい． 
前立腺癌をはじめ，固形癌の抗癌剤治療後

の治療不良・癌の進行の原因として，腫瘍の
内部環境で生存している癌細胞の寄与が考
えられている．我々の樹立した前立腺癌由来
LNCaP-F10 細胞は，過酷な腫瘍内部環境（低
栄養および低 pH）において長期間生存できる
ため，腫瘍内部の細胞の性質を一部反映する
ものと考えられた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，腫瘍内部環境で生存する癌細

胞の性状の解明を目的として，LNCaP-F10 細
胞の細胞外低 pH による細胞死の性質の解析
および細胞外低 pH に対する耐性に関与する
原因遺伝子（群）の同定を試みた．  
 
３．研究の方法 
(1) DNA フラグメンテーションアッセイ 
細胞を lysis buffer（10 mM Tris-HCl（pH 

7.4），10 mM EDTA，0.5％ Triton X-100）に
て懸濁させ，proteinase K および RNase A で
処理したものをサンプルとし，1.75％のアガ
ロースゲルにて分離後，UV照射により検出し
た． 
 
(2) ウェスタンブロット 
調製したサンプルを sample buffer で還元，

加熱処理し，Laemmli の方法に従って
SDS-PAGE を行った．SDS-PAGE 後のゲル上タ
ンパク質をPVDF膜へ転写する方法は，Towbin
らの方法により行った．検出は ECL Western 
Blotting Detection Reagent もしくは ECL 
Prime Western Blotting Detection Reagent
（GE Healthcare 社）を用いた． 
 
(3) 定量的リアルタイム RT-PCR 
細胞内の total RNA の抽出は TRIzol

（Invitrogen）を用いて行った．抽出した
total RNA を PrimeScript RT reagent Kit
（Takara 社）による一本鎖 complementary 
DNA（cDNA）の合成に使用した．Real-time 
RT-PCR は Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo
社）を用いて Thermal Cycler Dice Real Time 
System TP800（Takara 社）にて行った．各
mRNA の発現量は，ACTB, HPRT1 もしくは B2M
の発現量で補正した． 
 

(4) 細胞生存率の測定 
細胞生存率は alamar blue（Invitrogen）の

蛍光を測定することによって評価した．細胞
を播種し，各濃度の薬物を添加した．24時間
後に alamar blue 溶液を終濃度で 10%になる
ように添加し，1時間インキュベートした後，
POLARstar Galaxy（BMG Labtechnologies 社）
を用いて励起波長 544 nm，検出波長 612 nm
にて蛍光強度を測定した． 
 
(5) シーケンス 
LNCaP細胞およびLNCaP-F10細胞のcDNAを

鋳型として，アンドロゲン受容体 mRNA の全
塩基配列を PrimeSTAR HS DNA Polymerase
（Takara 社）により増幅させた．得られた
PCR 産物を，GenomeLab DTCS-Quick Start Kit
（Beckman Coulter 社）を用い，添付のプロ
トコルに従ってサイクルシーケンス反応を
行った後に，マルチキャピラリーDNA 解析シ
ステム CEQ2000XL（Beckman Coulter 社）に
て解析した． 
 
(6) ルシフェラーゼアッセイ 
細胞へのプラスミドのトランスフェクシ

ョンには Lipofectamine 2000（Invitrogen）
を用いた．ルシフェラーゼ活性の測定は
Dual-Luciferase Reporter Assay system
（Promega 社）を用いて行った．トランスフ
ェクション効率の補正は，同時にトランスフ
ェクトした phRL-TK もしくは pRL-CMV の活性
を測定することにより行った． 
 
(7) マイクロアレイ 
LNCaP 細 胞 と LNCaP-F10 細 胞 を

RPMI1640-PIPES (pH6.3)+0.5％FBSにて 12時
間維持した後の細胞より total RNA を調製し
た．サンプルを蛍光標識し，CodeLink Human 
Whole Genome Bioarray にハイブリダイゼー
ション後，スキャニングした．得られた画像
データから解析ソフトウェアMicoarray Data 
Analysis Tool により各スポットの発現強度
を求めた．低 pH 耐性の面から興味深い遺伝
子であり，かつ両細胞間で発現量の 2倍以上
異なるものを抽出した． 
 
４．研究成果 
(1) 前立腺癌 LNCaP 細胞の亜株 LNCaP-F10 細

胞の諸性質 
①LNCaP-F10 細胞は低 pH／低栄養（pH6.3／
0.5%FBS）環境下においても細胞生存率の低
下は観察されなかった．一方，親株の LNCaP
細胞は低 pH／低栄養により細胞死が引き起
こされた．さらに，低栄養環境のみでは LNCaP
細胞の細胞死は観察されなかったものの，低
pH 環境のみにより細胞形態の変化と細胞死
の誘導が認められた．また，細胞外の低 pH
による細胞内 pHの変化を pH感受性色素であ
る BCECF を用いて測定した結果，両細胞間で
違いがなかった． 
 
②定常状態および低 pH／低栄養環境におけ
る両細胞の Akt，Erk1/2，p38，AMPK，mTOR



の細胞内シグナル系の活性について，リン酸
化特異的抗体を用いたウェスタンブロット
により評価した．その結果，検討した条件で
は何れの場合においても細胞内シグナルの
活性に両細胞間での大きな違いを観察する
に至らなかった． 
 
③LNCaP細胞で観察される低pH／低栄養環境
下での細胞死のタイプを判定する目的で，ア
ポトーシスをDNAフラグメンテーションアッ
セイ，procaspase-3およびPARPの限定分解，
オートファジーを LC3-I から LC3-II への変
換を指標に判定した．その結果，LNCaP 細胞
で観察される低 pH／低栄養環境下での細胞
死はアポトーシスであることを明らかにし
た． 
以上の結果から，LNCaP-F10 細胞は低 pH に

よるアポトーシス誘導に対し抵抗性をもつ
細胞であることが示唆された． 
 
(2) LNCaP-F10 細胞の抗癌剤感受性 
LNCaP 細胞と LNCaP-F10 細胞に各種抗癌剤

を処理した結果，エトポシド，ドセタキセル，
パクリタキセルはどちらの細胞にも細胞生
存率の低下を引き起こし，両細胞間で作用の
差は観察されなかった．一方，抗アンドロゲ
ン剤であるビカルタミド処理は，LNCaP 細胞
の増殖を有意に抑制するものの，LNCaP-F10
細胞に対しては増殖抑制を引き起こさなか
った．LNCaP-F10 細胞はビカルタミドに耐性
を示したことより，LNCaP-F10 細胞のアンド
ロゲン受容体の変異の有無について調べた
が，LNCaP 細胞のアンドロゲン受容体の塩基
配列と同一であった．LNCaP-F10 細胞のアン
ドロゲン感受性について，ジヒドロテストス
テロンによるアンドロゲン応答性遺伝子発
現量，アンドロゲン応答性転写活性，細胞増
殖率により評価したところ，LNCaP-F10 細胞
は LNCaP細胞に比べてアンドロゲン感受性が
低いことを認めた．ジヒドロテストステロン
により刺激されたアンドロゲン応答性転写
活性のビカルタミドによる抑制はLNCaP細胞
と LNCaP-F10細胞のどちらの細胞においても
観察されたものの，LNCaP-F10 細胞は LNCaP
細胞に比べ応答性が低かった．また，ホルモ
ンの存在下もしくは非存在下のどちらの場
合においても，LNCaP-F10 細胞のアンドロゲ
ン受容体発現量はLNCaP細胞の発現量に比べ
低値を示した．アンドロゲン受容体共役因子
の発現量に相違は観察されなかった．以上の
結果から，LNCaP-F10 細胞はビカルタミドに
よる細胞増殖抑制作用に対し抵抗性をもつ
細胞であり，LNCaP-F10 細胞のビカルタミド
耐性はアンドロゲン受容体の低発現が関与
しているかもしれないことが考えられた． 
 
(3) LNCaP 細胞と LNCaP-F10 細胞の間での発

現量の異なる遺伝子の同定 
発現遺伝子の網羅的解析をDNAマイクロア

レイ法により行い，LNCaP 細胞と LNCaP-F10

細胞の間で発現量が 2倍以上異なり，かつ低
pH 適応の面から興味深い遺伝子を抽出した．
抽出された遺伝子として，TNFSF10，BIRC5，
CASP10，GPR68 などがあった．TNFSF10，BIRC5，
CASP10 はアポトーシスに関与する因子であ
り，GPR68 はプロトン感受性 G タンパク質共
役受容体である．これらの遺伝子について，
両細胞間での発現量の差の有無を定量的リ
アルタイム RT-PCR 法にて確認し，LNCaP-F10
細胞では TNFSF10 および CASP10 の発現が著
しく低いこと，BIRC5 の発現が亢進している
こと，さらには GPR68 の発現は LNCaP-F10 細
胞においてほぼ認められないことを明らか
にした．これらの遺伝子の細胞間での発現量
の相違は通常の培養条件下だけでなく，低 pH
もしくは低栄養・低 pH での培養条件下でも
同様に観察された．また，上述の遺伝子のう
ちアポトーシスに関連する因子については，
細胞外低 pH 環境により発現が変動すること
を見出した． 
 
(4)低 pH条件により誘導される細胞生存率低

下における TRAIL，survivin，caspase-10
の関与 

①低 pH による TRAIL（遺伝子名 TNFSF10）の
発現上昇 
TRAILの低pHによる発現上昇は遺伝子レベ

ルのみならず，タンパク質レベルにおいても
観察された．TRAIL 遺伝子上流約 2000 bp を
組み込んだレポータープラスミドを構築し，
ルシフェラーゼアッセイを行った結果，低 pH
による TRAIL発現変化は転写レベルでの調節
であることを明らかにした．また，TRAIL 抗
体存在下，低 pH で誘導される LNCaP 細胞の
細胞生存率低下作用の抑制が観察された．こ
れらの結果より，低 pH 条件で引き起こされ
る LNCaP 細胞の細胞生存率低下に TRAIL の発
現誘導が関与している可能性が示唆された． 
 
②低 pH による survivin（遺伝子名 BIRC5）
の発現低下 
Survivin の低 pH による発現低下は遺伝子

レベルのみならず，タンパク質レベルにおい
ても観察された．Survivin 遺伝子上流を組み
込んだレポータープラスミドを構築し，ルシ
フェラーゼアッセイを行った結果，低 pH に
よる survivin 発現低下は転写レベルでの調
節であることを明らかにした． 
 
③低 pHによる caspase-10（遺伝子名 CASP10）
の発現上昇 
CASP10には複数のvariantが存在している．

Variant 特異的なプライマーを作成し，低 pH
条件下発現上昇が引き起こされるvariantの
同定を試みた．その結果，通常の培養条件下
LNCaP 細胞で発現している variant は増幅断
片の大きさの違いより主にcaspase-10dであ
ることが推察された．また，CAPS10 遺伝子上
流を組み込んだレポータープラスミドを構
築し，ルシフェラーゼアッセイを行った結果，



低 pHによる survivin 発現低下は転写レベル
での調節であることを明らかにした．低 pH
条件で引き起こされるLNCaP細胞のアポトー
シスにおける survivin および caspase-10 の
関与が興味深い． 
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