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研究成果の概要（和文）：本研究では、前立腺癌の悪性化（アンドロゲン非依存性獲得や増殖・浸潤能の亢進）におい
て長期低酸素環境が重要な役割を果たしていることを示し、そのメカニズムを解明した。
長期低酸素下培養前立腺癌細胞を解析することにより、長期低酸素環境が細胞増殖能、細胞浸潤能の亢進に関わり、そ
のメカニズムとして細胞内シグナルの亢進や、遺伝子発現の変化が関与することを示した。前立腺癌の悪性化に関わる
候補遺伝子を同定、解析し、それを阻害することにより抗癌剤などの抗腫瘍作用が増強することを示し、新たな治療法
の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：This study showed that chronic hypoxia environment plays an important role in 
malignant transformation of prostate cancer (androgen-independent behavior and enhancement of 
proliferation and invasion), and was elucidate that mechanism.
By analyzing the chronic hypoxia-conditioned prostate cancer cells, we indicated that the chronic hypoxia 
involved in enhancement of cell invasiveness, change of intracellular signaling and gene expression. We 
analyzed candidate genes involved in malignant potential of prostate cancer, and showed the potential for 
new therapies.

研究分野： 前立腺癌

キーワード： 低酸素　前立腺癌
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は欧米男性において最も多い悪性

腫瘍のひとつであり、日本においても食の欧
米化などにより増加している。未治療前立腺
癌はほとんどの症例がアンドロゲン依存性
を示し、種々のホルモン療法により腫瘍は縮
小する。進行前立腺癌患者においても、その
約 85％に有効である。しかし、数年の間に
アンドロゲン非依存性増殖を示すようにな
り去勢抵抗性前立腺癌となる。去勢抵抗性前
立腺癌は有効な治療が限られており、予後不
良である。また、癌の進行に伴ってみられる
転移も予後に大きな影響を与える。これらの
問題の解決にはその分子機構の解明が必要
であり、現在解明されつつあるが、未だ不明
な点も多い。 
腫瘍内低酸素環境は前立腺癌を含む多くの

癌においてみられ、アンドロゲン除去療法で
も前立腺に低酸素環境を誘導することが報
告されている。こういった低酸素環境が治療
抵抗性や予後不良に関与しているとされる
が、その分子機構の解明は未だ不十分である。 
腫瘍内低酸素環境は、前立腺癌の病勢進行

に伴い長期間存在していることが予想され
る。しかし、これまでの研究では低酸素環境
の検討は短期低酸素環境下によるものがほ
とんどであり、長期低酸素環境が与える影響
について検討した報告は少ない。 
そこで我々は、“腫瘍の増大およびアンドロ

ゲン除去療法により長期低酸素環境に陥っ
た前立腺癌細胞は、アンドロゲン非依存性増
殖能や細胞浸潤能を獲得し、悪性化に関与し
ているのではないか”と仮説し、研究を進め
ることとした。 
 
２．研究の目的 
本研究は前立腺癌の進行において長期低酸

素環境が及ぼす影響を解明するものである。 
治療抵抗性進行前立腺癌の予後は不良であ

り、有効な治療法は限られている。様々なメ
カニズムが報告されているものの、いまだ不
明な点も多い。腫瘍内低酸素環境は前立腺癌
を含めた種々の癌において悪性化、進行に関
わることが知られているが、その分子機構の
解明は未だ不十分である。 
これまでの研究は、短期低酸素環境下によ

る検討がほとんどであり、長期低酸素環境が
与える影響について検討した報告は少ない。 
本研究は長期低酸素環境が前立腺癌細胞悪
性化に及ぼす影響とその分子機構を明らか
にし、治療抵抗性前立腺癌のメカニズムの理
解、さらには新しい治療法の開発につなげる
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）長期低酸素下培養前立腺癌細胞の細胞
増殖能、細胞遊走・浸潤能の検討 
長期低酸素下、短期低酸素下および通常酸素
下培養前立腺癌細胞の細胞増殖をcell count
にて検討し、アンドロゲン非依存性および低

酸素抵抗性増殖能獲得の有無を検討する。
BioCoat™ Matrigel™ Invasion Chambersにて
長期低酸素下、短期低酸素下および通常酸素
下培養前立腺癌細胞の細胞遊走能･浸潤能を
比較解析する。 
（2）細胞増殖、細胞遊走・浸潤に関与する
シグナル伝達の解析 
長期低酸素下、短期低酸素下および通常酸素
下培養前立腺癌細胞から細胞蛋白を抽出し、
細胞周期関連蛋白質や細胞接着因子の発現
の変化を western blotting で解析する。長
期低酸素下、短期低酸素下および通常酸素下
培養前立腺癌細胞から Total-RNA を抽出し
MMPs の発現変化をリアルタイム RT-PCR 法に
て解析する。長期低酸素下培養前立腺癌細胞
における細胞内シグナル伝達系の活性化を
western blotting で解析し、活性化のみられ
たシグナル伝達系についてはその特異的阻
害剤を用いてシグナルを阻害し、細胞増殖能、
細胞遊走・浸潤能の亢進が抑制されるかどう
かを確認する。 
（3）長期低酸素下培養前立腺癌細胞の培養
上清中の分泌蛋白質の解析 
長期低酸素下、短期低酸素下および通常酸素
下培養前立腺癌細胞の培養上清中の分泌蛋
白を Cytokine Antibody Array を用いて解析
し、長期低酸素下にて変化のみられた蛋白に
ついてはELISAを用いて変化の定量化を行う。 
（4）長期低酸素環境による遺伝子発現変化
の網羅的解析および機能解析 
長期低酸素環境による遺伝子発現の変化を
Whole Human Genome オリゴ DNA マイクロア
レイを用いて網羅的に解析する。変化のみら
れた遺伝子について、リアルタイム RT-PCR
法にて発現変化を確認した後にsiRNAを作成
し、その発現を抑制することで細胞の増殖能、
遊走能･浸潤能、アンドロゲン非依存性に与
える影響について検討する。 
（5）長期低酸素環境による miRNA 発現変化
の網羅的解析 
長期低酸素環境による miRNA 発現の変化を
miRNA マイクロアレイにて網羅的に解析する。
変化のみられたmiRNAについて遺伝子発現変
化とのかかわりを検討する。 
（6）長期低酸素下培養前立腺癌細胞の in 
vivo での腫瘍形成能の検討 
長期低酸素下培養前立腺癌細胞と通常酸素
下培養前立腺癌細胞および短期低酸素下培
養前立腺癌細胞をヌードマウス皮下に移植
し、腫瘍径の継時的変化、転移巣出現の有無、
アンドロゲン非依存性増殖の有無について
比較検討する。最終的には腫瘍を摘出し血管
新生の有無や細胞接着因子の発現などを免
疫螢光染色にて比較検討する。 
（7）in vivo での siRNA の抗腫瘍効果の検
討 
in vitro にて検討した siRNA を癌細胞移植
ヌードマウスに投与し、その抗腫瘍効果を in 
vivo で解析し、新しい治療法への可能性に
ついて検討する。 



 
４．研究成果 
（1）長期低酸素下培養前立腺癌細胞では細
胞増殖能、細胞遊走・浸潤能が亢進した。 
（2）長期低酸素下培養前立腺癌細胞ではア
ンドロゲン除去によりG1期停止を生じるが、
短期低酸素下培養前立腺癌細はアンドロゲ
ン除去による細胞周期の変化を認めなかっ
た 
（3）AR や PSA 発現は長期低酸素環境による
変化はないが、Rb のリン酸化亢進、p27Kip1
発現低下を認めた。 
（4）長期低酸素下培養前立腺癌細胞では
MMP-7, -9, -14, -15の発現亢進がみられた。 
（5）長期低酸素下培養前立腺癌細胞では
HIF-1、PI3K/Akt および Jak/Stat の活性化が
認められ、各阻害剤により細胞死が誘導され
た。 
（6）長期低酸素環境による遺伝子発現変化
の網羅的解析により候補遺伝子として vav3
を挙げ、悪性化への関与を示した。 
（7）in vivo での長期低酸素下培養前立腺癌
細胞の腫瘍形成能亢進、アンドロゲン非依存
性増殖を確認した。 
（8）長期低酸素下培養前立腺癌細胞ではタ
キサン系抗癌剤の感受性が低下した。 
（9）vav3 について siRNA と抗がん剤併用に
よる抗腫瘍作用の相乗効果を示した。 
（10）Angiopoietin-like protein の発現亢
進、アンドロゲン非依存性獲得への関与など
を示した。 
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