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研究成果の概要（和文）：Cre-LoxPのシステムにより開発したPSA-Cre PTEN homo欠失マウスモデルを用いて、 Autoph
agy必須遺伝子ATGを前立腺組織でのみノックアウトさせたPSA-Cre PTEN/Atg-7ダブルノックアウトマウスを作製し、前
立腺癌の発癌・進行過程におけるAutophagyの作用について検討した。Autophagyの促進がアポトーシス抑制と相関する
こと、また、PTEN欠失前立腺癌マウスにおいて、Autophagy欠失により、生存期間が延長することが確認できた。

研究成果の概要（英文）：We had previously developed a conditional knockout mouse model in which 
homozygous deletion of PTEN lead to the stage-specific development of invasive adenocarcinoma. To 
determine the effect of defective autophagy on prostate cancer progression, we generated 
prostate-specific conditional double knockout mice harboring both inactivated PTEN and ATG7, a key 
regulator for the formation of autophagosomes. We show that inhibition of autophagy by the conditional 
inactivation of ATG7, a gene essential for autophagosome formation, does not contribute to tumor 
initiation. We also show that simultaneous inactivation of ATG7 significantly suppresses PTEN-deficient 
prostate cancer progression and improves survival.

研究分野：泌尿器腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
オートファジー（Autophagy）とは、自己
の細胞質の一部をオートファゴゾーム
（Autophagosome) と呼ばれる生体膜（隔
離膜）で包み込み、リソソーム(Lysosome)
に輸送して融合しオートリソソーム
（Autolysosome)となってリソソーム内に
ある種々の分解酵素によって完全に分解
（消化）する、細胞内分解機構である。分
解されたアミノ酸や分解物は再びタンパク
合成などに再利用される。一般に
Autophagy が起きるのは細胞が栄養飢餓
状態に陥った時であるが、これは生存を維
持するために生体に必須なタンパクなどの
リサイクルを行うための自食現象である。
Autophagy は細胞の生存維持に貢献して
いる一方で、Autophagy 細胞死も存在し、
ヒトの神経疾患や発癌との関連が明らかに
なっている(Nature 402:672,1999)。たとえ
ば前立腺癌では Autophagy 関連分子
Atg6(Beclin 1)の発現量が低下しており、
ATG ノックアウトマウスでは発癌率が異
常 に 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る
(J.Clin.Invest 112:1809, 2003）。これはお
そらく、Autophagy細胞死の破綻が発癌に
関係しているのではないかと推察される。
近年の Autophagy と癌細胞に関する研究
は飛躍的に進展しているが、Autophagyの
癌細胞における作用は極めて複雑で、時に
は癌の細胞死に促進的に働くが、時には全
く逆の働きをする場合もあり、十分に解明
されているわけではない。また、癌種(臓器)
によっても働きが異なることも研究者を困
惑させる点である。最近の報告では、
Autophagyの誘導あるいは抑制により、癌
細胞の細胞死が多く確認されており、化学
療法や放射線療法に対する抵抗性獲得にも
関与していると考えられている。このよう
な事実に基づいて、Autophagy細胞死は癌
治療のターゲットとなりうる考えられ、細
胞死を誘導する分子標的薬や抗癌剤の開発
研究が世界中で行われている。前立腺癌に
おける Autophagy の研究は、十分に進ん
でいるとは言えずコンセンサスの得られた
エビデンスの構築途上といえる。前立腺癌
の発生・進展過程において PTENを癌抑制
因子とする、PI3K-Akt-mTOR pathwayは
中心的なシグナル伝達経路であり、この経
路の分子をターゲットにした研究は、前立
腺癌 特に CRPC の治療戦略として理にか
なっている。一方、Autophagyのシグナル
pathway をみてみると、mTOR は、
Autophagy 誘導の中心的な調節因子であ

り、P13K-Akt シグナルや MAPK-Erk シ
グナルによる mTOR の活性化によって
Autophagy を抑制し、AMPK (AMP→
ATP)や p53シグナルによるmTORの不活
性化によって Autophagy を促進する。ま
た、自己成分を取り込んだ二重膜形成（オ
ートダゴソーム）には Autophagy 関連遺
伝子産物の Atg 複合体や Atg-LC3 複合体
の作用が必須である。このように、前立腺
癌の中心的シグナル経路と Autophagy シ
グナル経路は深く関連しており、これまで
に Autophagy の異常（たとえば Beclin-1
突然変異）で前立腺癌が生じることが発見
されている。最近の報告では、前立腺癌に
おいて活性化されている Srcキナーゼが去
勢抵抗性獲得、化学療法抵抗性や転移に関
与しており、 Src 阻害薬の PP2 や
saracatinib によって前立腺癌細胞に
Autophagy が 誘 導 さ れ る 。 ま た 、
Autophagy 阻 害 薬 の ク ロ ロ キ ン や
Atg7siRNA による Pharmacologic な抑制
は Src 阻害薬による Autophagy 細胞死を
助長する。このように Autophagy は前立
腺癌において活性化されており、
Autophagy の阻害は効果的な治療戦略に
なる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
我々は syngeneic な自然発生前立腺癌の動物
モデル確立に着手し、conditional gene targeting
法を用いて、前立腺組織でのみ PTEN遺伝子
をノックアウトした PTEN flox/PSA-Cre の遺
伝子改変（GEM）マウスモデルを開発した。
このGEM homo マウスでは PINを経て 15週
齢で 100%前立腺癌が発生し、成熟後去勢術
により去勢抵抗性癌になる極めて有用な動
物モデルである。一方、細胞内浄化や栄養素
供給作用で知られる Autophagyは近年急速に
研究が進み、選択的 Autophagyの重要性が明
らかになり、種々の癌では促進薬・阻害薬に
よる臨床試験も行われている。本研究では、
この前立腺癌発生 GEM マウスの前立腺組織
において Atg-7 をノックアウトすることで前
立腺特異的 Autophagy KOマウスを作製し、
PTEN homo 欠失による前立腺癌の自然発癌
や進展過程において、Autophagy がどのよう
に関与し作用するかについて検証すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
1.PSA プロモーターによる前立腺特異的
PTEN/Atg7 ダブルノックアウトマウスの作
製 
 我々が PTEN conditional gene targeting
にて確立した、前立腺特異的 PTENノックア



ウトマウスと同じ手法、Cre-LoxP システム
を用い、PTEN+/+/Atg7f/fマウス（順天堂大学
医学部より供与）と PSA-Cre+マウスを交配
することにより、PSA-Cre+/Atg7f/f マウスを
作 製 す る 。 我 々 が 確 立 し た ♂
PSA-Cre+/PTEN homo deletionマウスと交
配させ、PSA-Cre+/PTENf/+/Atg7f/+ (PTEN、
ATGともにヘテロ欠失型）を確立し、ヘテロ
型 同 士 の 交 配 に よ り 、
PSA-Cre+/PTENf/f/Atg7f/+(PTEN homo 
ATG7 hetero deletion) 、
PSA-Cre+/PTENf/+/Atg7f/f(PTEN hetero 
ATG7 homo deletion ） 、
PSA-Cre+/PTENf/f/Atg7f/f （ PTEN,ATG7 
homo deletion)の 3表現型 Colonyができ、
それぞれについて病理組織学的に経時的変
化と増殖・進行に関係する分子について
Characterizeする。続いて各表現型において
生後 10週齢で去勢術を施行し CRPCモデル
を確立し、同様に組織学的変化と関連分子に
ついて Characterize する。また、各表現型
におけるラージスケール（n=30-40）による
生存期間の確認と転移臓器の確認ついても
行い、PI3K-Akt 経路の分子標的阻害薬や抗
アンドロゲン薬などの治療研究にとって有
効であるか確認する。 
 
 

 
 
 
2.PTEN flox/Atg7 flox/PSA-Creマウス前立腺
発癌モデルにおける発現解析 
 我々は PSA-Cre PTEN homo欠失マウス
において Akt/p-Akt, 細胞分裂, アポトーシ
ス, Autophagyの indicatorである p62につ
いて検討した。次に PSA-Cre Atg7 homo KO
マウスおよび PTEN/Atg7 DKO マウスにお
いても全く同様の発現解析を行い、
Autophagy の PI3K-Akt pathway に対する
作用について検証した。 
 
４．研究成果 
PSA-Cre PTEN homo 欠失マウスにおける
Akt/p-Akt, 細胞分裂 , アポトーシス , 
Autophagyの indicatorである p62について
の検討：下図に示す如く、各分子の発現は

Wild-typeとPTEN不全マウスの間で異なる
だけでなく、各 time pointにおいて経時的な
変化を示した。p62の発現低下は Autophagy
の促進を意味し、Autophagyの促進がアポト
ーシス抑制と相関することが分かった。 
 

 
 
 

 
 
 
PSA-Cre PTEN homo欠失 CRPCマウスに
おける発現解析 
 
p62, LC3A I/IIの発現低下が認められ（下図）、
Autophagyが増進していた。 
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