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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の治療抵抗性の原因にAR axisとPI3K/Akt 経路の相補排他的フィードバック機構が
ある。そこで、去勢抵抗性前立腺癌細胞株C4-2、C4-2をアンドロゲン除去下で培養し有意にドセタキセル抵抗性を示す
C4-2AT6細胞株にてPI3K/mTOR阻害剤（NVP-BEZ235）とAR阻害剤（アビラテロン、MDV3100）の併用療法を検討した。C4-
2AT6はC4-2と比較しアンドロゲン受容体（AR）の亢進を認め、NVP-BEZ235の使用は濃度依存的にARの発現を亢進させた
。またアビラテロン・MDV3100とNVP-BEZ235の併用でのC4-2AT6に対する殺細胞効果は有意でなかった。

研究成果の概要（英文）：Mutual exclusivity of androgen-androgen receptor axis (AR axis) and PI3K/Akt 
pathway by negative feedback is one of the contributing factor of resistance to treatment of prostate 
cancer, so we examined combination therapy of PI3K/mTOR inhibitor（NVP-BEZ235）and AR 
inhibitor（Abirateron and MDV3100）. There is more expression of androgen receptor (AR) in C4-2AT6 than 
C4-2, and expression of AR increased by using NVP-BEZ235 dose-dependently. Secondly, we evaluated cell 
killing effectiveness of C42-AT6 by combination therapy using WST assay, then cell killing effectiveness 
increased by using Abirateron, though not increased by using MDV3100 unexpectedly. There showed 
effectiveness of combination therapy in LNCaP which is androgen sensitive prostate cancer cell line, so 
the experimental result suggest that both inhibitation of AR axis and PI3K/Akt pathway is not effective 
to prostate cancer cell line which achieved high grade of malignancy.

研究分野：医学系泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 

(1) 臨床上の問題点 

前立腺癌有転移症例においては、主にアン

ドロゲン遮断療法（androgen deprivation 

therapy; ADT）が施行される。ADTは8割の症

例で当初は奏効するものの、次第にアンドロ

ゲン非依存性増殖能を獲得し、ADTに抵抗性を

示す、いわゆる去勢抵抗性前立腺癌

（castration-resistant prostate cancer; 

CRPC）となる。CRPCの治療法としてドセタキ

セルを用いた化学療法が広く行われているが、

予後改善の寄与度はわずか3か月程度であり、

新規治療戦略の確立は急務である。 

(2) CRPCに対する当教室の取り組み 

当教室では前立腺癌細胞株C4-2をアンド 

ロゲン除去下で培養継続し、独自にCRPC株：

C4-2AT6を樹立した(Kosaka et al. Prostate, 

70, 162-9, 2010)。C4-2AT6はPTEN欠損、AR

増幅、PSA産生を備えたアンドロゲン非依存性

の増殖を呈するのみならず、ドセタキセル療

法に対し耐性を有する。そこで我々はシグナ

ル伝達の変化に着目し、ドセタキセル耐性獲

得機序を解析している。CRPCの30％に癌抑制

遺伝子であるPTENの欠損を認め、前立腺癌の

増殖における最大の原因遺伝子と考えられて

いる。PTENの欠損がPI3K-Akt-mTOR pathway

を活性化し癌化を促進する。C4-2、C4-2AT6

では共にPTEN欠損の形質を有するためAktの

リン酸化の恒常的な亢進を認めるが、その発

現には強弱があり、C4-2AT6において有意に亢

進していた。またドセタキセルの投与はさら

なるAktのリン酸化の発現を誘導することを

発見した。PI3K-Akt-mTOR pathway阻害剤を用

いて同pathwayの阻害を試みると、ドセタキセ

ルはC4-2AT6において著明な抗腫瘍効果を示

した。(Kosaka et al, J urol, 185, 2376-2381, 

2011) 

(3) 今後の展望 

当 教 室 で の こ れ ま で の 知 見 か ら 、

PI3K-Akt-mTOR pathway の活性化がドセタキ

セル耐性獲得の主な要因の一つであること

が明らかとなった。しかし、mTOR 阻害剤単剤

では、十分な抗腫瘍効果を示さない。その原

因として negative feedback の存在・他の

pathway の活性化の関与が報告されている。

CRPC の制御において PI3K-Akt-mTOR pathway

に加えて、これらの pathway の制御が重要で

ある。 

前立腺癌おいてPI3K-Akt-mTOR pathwayと

アンドロゲン-アンドロゲンレセプター

軸(AR axis)において、相互依存的でかつ

排他的なフィードバック機構の存在が報

告され、CRPCとなった後も多くの場合ア

ンドロゲンレセプター(AR)の強発現を認

め、AR axisは重要なシグナル伝達経路で

ある。そこで、AR axisに着目し、

PI3K-Akt-mTOR pathwayとの相互依存性フ

ィードバック機構を明らかにすることが

CRPCの新規治療戦略を確立する上で極め

て重要であると考える。 

 

２．研究の目的 

CRPCの進展には様々なpathwayが複合的

に関与しており、ある pathway の制御によ

り他のpathwayが活性化することが報告さ

れている。今回、PI3K-Akt-mTOR pathway・

AR axis に着目し、CRPC におけるシグナル

伝達機序の解明を試みるとともに、各

pathway の阻害剤及びドセタキセルを組み

合わせることが治療抵抗性を改善して新

たな治療戦略につながるか検討する。具体

的に以下の3点を本研究における目的と考

えた。 

 

 

(1) CRPC 細胞株 C4-2・C4-2AT6 に対して



mTORC1 阻害剤（RAD001:Everolimus）、

PI3K・mTORC1/2 阻害剤（NVP-BEZ235）を

使用した際の PI3K-Akt-mTOR pathway の

シグナル変化を Western blot 法を用い

て検討し、シグナル経路の阻害作用を比

較検討する。 

(2) CRPC 細胞株 C4-2・C4-2AT6 に対して

mTORC1 阻害剤（Everolimus）、PI3K・

mTORC1/2 阻害剤（NVP-BEZ235）を使用し

た際の殺細胞効果を、WST assay を使用

して、評価する。 

(3) WST assay を用いて PI3K・mTORC1/2 阻害

剤（NVP-BEZ235）と AR シグナル伝達阻

害剤（MDV3100）・アンドロゲン合成阻

害剤（ Abiraterone ）の併用療法の

C4-2AT6 に対する殺細胞効果を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト CRPC細胞株 C4-2 及び C4-2AT6を研

究の対象とした。C4-2AT6 は C4-2 をアン

ドロゲン除去下で長期培養し樹立され

た細胞株で PTEN 欠損、PSA 産生能を有し

ている。アンドロゲン非存在下における

PI3K/AKT/mTOR pathway のタンパク発現

を Western blot 法、免疫細胞・組織染

色にて検討した。 

(2) PI3K/AKT/mTOR シグナル阻害剤として、

Everolimus：mTOR 阻害剤、NVP-BEZ235：

PI3K-mTOR1/2 dual inhibitor を使用し

in vitro、in vivo における細胞増殖抑

制効果を検討した。ドセタキセルと併用

することで、それぞれの阻害剤の相加・

相乗効果を検討した。 

(3) NVP-BEZ235 と併用して、AR シグナル伝

達阻害剤（MDV3100）・アンドロゲン合

成阻害剤（abiraterone）を使用し、

C4-2AT6 に対する殺細胞効果を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) C4-2 及び C4-2AT6 に対する PI3K/Aｋｔ

/mTOR pathway 阻害効果 

Western blotting を用いて C4-2 及び

C4-2AT6 における PI3K/Akt/mTOR pathway

の活性化を評価した。C4-2AT6 では C4-2 と

比較して有意に Akt のリン酸化（pAkt）・

pS6のリン酸化(pS6)の発現がC亢進してい

た。細胞の免疫組織化学においても同様の

結果であった（Figure1）。これらの結果か    

ら、アンドロゲン除去は AKT シグナル経路 

を有意に亢進させ、長期間アンドロゲン除

去 環 境 に あ っ た C4-2AT6 に 対 し て

Everolimus や NVP-BEZ235 の よ う な

PI3K/Akt/mTOR pathway 阻害剤が有効性を

示す可能性が示唆された。 

(2) C4-2 及び C4-2AT6 に対する Everolimus

及び NVP-BEZ235 の殺細胞効果 

C4-2 及 び C4-2AT6 に 対 す る

Everolimus/NVP-BEZ235 の殺細胞効果を

WST assay 法を用いて評価した。同検討に

おいては去勢抵抗性前立腺癌に対する標

準的治療法であるドセタキセル（DTX）と

の併用についても検討した。Everolimus と

NVP-BEZ235 の両剤において、C4-2 と比較

してC4-2AT6に対して有意に高い殺細胞効

果 を 示 し た (Figure2) 。 100 ｎ M の

Everolimus に曝露した C4-2AT6 の cell 

viability（ 58.2± 5.1％）と 50nM の

NVP-BEZ235 に曝露した C4-2AT6 の cell 

viability（56.3±3.8%）はいずれも約 60％

程度とほぼ同等の効果を示した。一方、

DTX(5nM)との併用において NVP-BEZ(50nM)

は 36.2±4.1％の殺細胞効果を示したのに

対して、Everollimus（100nM）は 42.1±

3.1 ％と有意に殺細胞効果は劣った

（Figure3）。DTX 単独(5nM)では cell 

viability は 59.8±4.2％、NVP-BEZ235 単

独では 41.2±3.8％であったのに対し、

NVP-BEZ235(500nM)との併用では 11.5±

1.3％であり、Combination Index（CI）は

0.39 で相乗効果を認めた。 

以上の結果から、アンドロゲン除去環境



におかれた去勢抵抗性前立腺癌に対して

NVP-BEZ235とDTXの併用が高い抗腫瘍効果

を示す事が示唆された。 

(3) NVP-BEZ235 と AR シグナル伝達阻害剤

（MDV3100）・アンドロゲン合成阻害剤

（Abiraterone）の併用による C4-2AT6

に対する殺細胞効果 

C4-2AT6 のマウス皮下腫瘍モデルを作成し、

NVP-BEZ235とDTXの併用効果について検討し

たところ、NVP-BEZ235 及び DTX の単剤と比較

して併用療法は優位に高い抗腫瘍効果を認

めた。しかし、長期間にわたって投与を継続

したところ腫瘍の再増大を認め、免疫組織化

学では PI3K/Akt/mTOR pathway の再活性化を

認めた（Figure4）。これらの結果から、長期

間の PI3K/Akt/mTOR 阻害は Feedback 経路を

開始したリン酸化の再エントリーを引き起

こすことが示唆された。 

そこで、AR axis を介した Feedback 経路に

着目し、NVP-BEZ235 と AR シグナル伝達阻害

剤やアンドロゲン合成阻害剤との併用効果

について検討した。まず C4-2AT6 における

NVP-BEZ235 使用時の AR の発現について

Western blotting 法を用いて評価した。

C4-2AT6 は C4-2 と比較して有意に AR の発現

の亢進を認めた。また、NVP-BEZ235（100nM）

は、C4-2 及び C4-2AT6 において AR の発現を

活性化した（Figure5）。すなわちアンドロゲ

ン除去環境に長期間曝露された C4-2AT6 にお

い て AR の 発 現 が 亢 進 し て お り 、

PI3K/Akt/mTOR pathway の抑制は AR axis へ

の dependency の増強を引き起こした。これ

らの結果から C4-2AT6 に対する NVP-BEZ235

と AR シグナル伝達阻害剤、あるいはアンド

ロゲン合成阻害剤の併用は高い抗腫瘍効果

を示すことが示唆された。そこで、C4-2AT6

に対する NVP-BEZ235 と AR シグナル伝達阻害

剤（MDV3100）及びアンドロゲン合成阻害剤

（Abiraterone）との併用による殺細胞効果

を WST assay を用いて評価した。しかし、当

初 の 予 想 と 反 し て 、  NVP-BEZ235 と

Abirateron との併用は若干の殺細胞効果の

上昇を認めたものの MDV3100 と NVP-BEZ235

の併用療法は C4-2AT6に対して有効性を示さ

なかった（Figure6）。アンドロゲン感受性前

立腺細胞株である LNCaPではこれらの薬剤の

併用の有効性が報告されている。これらの結

果から、アンドロゲン除去環境下に長期間曝

露されることで高い悪性度を獲得した前立

腺癌細胞では AR axis と PI3K/Akt pathway

の同時阻害は十分な有効性を示さないこと

が示唆された。今後、包括的なリン酸化制御

についての検討が必要と考えられる。 
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