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研究成果の概要（和文）：前立腺癌や乳癌において、性ホルモン不応性の癌の再発が問題となっている。今回の
研究で、内分泌治療の前立腺癌のみならず化学療法後の乳癌においても、Rho活性化を介した上皮間葉転換(EMT)
様変化が見られることを確認した。一方で、性ホルモン除去下の前立腺癌細胞には細胞老化や抗酸化反応が誘導
されていること、細胞老化は抗酸化剤やTGFβシグナルにより抑制されることを見出した。治療後に生存する前
立腺癌や乳癌細胞は、細胞老化の誘導とそれに伴う特異な分泌形質を示し、抗酸化反応などで細胞老化を回避す
る過程でRho活性化を介したEMT様変化を来して治療抵抗性を示していると推測される。

研究成果の概要（英文）：Recurrence of hormone-unresponsive cancer is a serious problem in prostate 
and breast cancer. In this study, we demonstrate that Rho-mediated epithelial-mesenchymal transition
 (EMT) is stimulated not only in endocrine therapy resistance of prostate cancer, but also in 
chemotherapy resistance of breast cancer. We also demonstrate that, in hormone-responsive cancer 
cells, cellular senescence and anti-oxidant response are stimulated by hormone ablation. Senescent 
phenotypes are reduced by treatment of either anti-oxidant reagent of N-Acetyl-L-cysteine or TGF 
beta. These results suggest that survived cancer cells may utilize various tools such as EMT, 
cellular senescence, senescence-associated secretory phenotype, and anti-oxidant response, resulting
 in therapy resistance.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 本邦において前立腺癌や乳癌は年々増加
傾向にあり、最新の統計解析では 2020 年に
は肺癌、胃癌に次いで前立腺癌が男性癌の 3
番目の罹患率に、乳癌は胃癌や大腸癌を超え
て女性癌の1番の罹患率になると推計されて
いる(1)。前立腺癌や乳癌は性ホルモン反応性
を示し、内分泌治療が有用な治療法として確
立している。しかし、内分泌治療後に発生す
る性ホルモン不応性癌は、様々な治療に抵抗
性を示し、治療成績の改善を阻んでいる。こ
の内分泌治療抵抗性獲得の機序については、
性ホルモンレセプターを中心として様々な
研究が行われてきたが、未だに明確なことは
分かっていない。 
 低分子量 G 蛋白質 Rho ファミリー
(Rho-GTPase)は細胞骨格の制御に関与して
おり、特に細胞遊走において Rho，Rac，cdc42
の三つのサブファミリーについての解析が
進 ん で い る 。 一 方 、 上 皮 間 葉 転 換
(epithelial-mesenchymal transition；EMT)
は初期胚発生や器官形成に際して見られる
現象で、上皮細胞が間葉系細胞に形質転換す
ることにより、細胞遊走能が増強して形態形
成を生じるものである。Rho-GTPase は EMT に
密接に関与しており、癌においてはこれまで
浸潤や転移との関連性が主に言われてきた。 
 我々は、性ホルモン反応性および不応性の
マウス乳癌細胞の比較解析やヒト前立腺癌
を用いた免疫組織化学的検討から、性ホルモ
ン除去下の性ホルモン反応性癌細胞には Rho
活性化を介した EMT 様変化が生じており、そ
れにより癌細胞生存を図っている可能性が
あることを示した(2)。近年、EMT と癌の治療
抵抗性との関連性については徐々に注目さ
れつつある。しかし、その機序についてはま
だ多くが未解明である。癌治療においては、
治療後に起こる治療抵抗性癌の再発が予後
に大きく影響する。EMT による治療抵抗性獲
得の機序の解明により、治療後の癌細胞生存
や治療抵抗性の再発癌の発生を抑えるよう
な新たな治療戦略の開発へと繋がることが
期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、前立腺癌や乳癌などの性ホル
モン反応性癌における治療抵抗性とRho活性
化を介したEMT様変化との関係を明確にする
とともに、それによる癌の治療抵抗性獲得の
機序を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①臨床材料を用いた免疫組織化学的比較解
析 
 自治医科大学倫理審査委員会の承認のも
と、病理診断後に保管されているパラフィン
包埋ブロックを用いて免疫組織化学的検討
を実施した。内分泌治療後に摘出された前立
腺癌症例 30 例と未治療で摘出された前立腺
癌症例 30 例とで、遺伝子発現の差異を免疫

組織化学的に比較検討した。また、化学療法
後に手術が行われた乳癌症例50例において、
治療前の生検検体と治療後の手術検体とを
同一症例における治療前後の遺伝子発現変
化を免疫組織化学的に比較検討した。 
 
②培養細胞株を用いた in vitro の解析 
 性ホルモン反応性癌細胞株(マウス乳癌細
胞株 SC-3，ヒト乳癌細胞株 MCF7，ヒト前立
腺癌細胞株 LNCaP 等)および性ホルモン不応
性癌細胞株(マウス乳癌細胞株 SC-4，ヒト前
立腺癌細胞株 PC-3 等)を用いて、性ホルモン
除去あるいは抗癌剤投与など様々な条件下
における各種の遺伝子発現変化(ウエスタン
ブロット，RT-PCR)や Rho 活性の変化(Rho 
activation assay)を比較検討した。また、
EMT 様変化の評価として、E-cadherin の発現
低下や Actin stress fiber(ASF)形成の増強
について蛍光抗体法にて評価した。さらに、
同様に種々の条件下における細胞老化につ
いて SA-β-Gal assay を、アポトーシスにつ
いて TUNEL assay を行い比較検討した。 
 
③去勢マウスモデルを用いた in vivo の解析 
 自治医科大学動物実験委員会の承認のも
と、10 週齢の ICR マウスを用いて、性ホルモ
ン除去下での各臓器における細胞老化(SA-
β Gal assay)やアポトーシス(TUNEL assay)、
細胞老化関連分子(ウエスタンブロット)に
ついて、性腺摘出群とコントロール群とで比
較検討した。 
 
４．研究成果 
①内分泌治療(性ホルモン除去)に限らず抗
癌剤投与下の乳癌細胞においてもEMT様変化
が見られる 
 化学療法が実施された乳癌症例において、
同一症例の治療前の生検検体と治療後の手
術検体とで免疫染色による比較解析を行っ
た結果、化学療法後に生存する癌細胞には
E-cadherin の発現が減弱するとともに RhoC
や fibronectin の発現増強が認められ、EMT
様変化を来していることが示唆された。MCF7
細胞を用いた検討でも、性ホルモン除去や抗
癌剤(VP-16)投与により、RhoC 活性の増強や
EMT 様変化(E-cadherin の発現減弱,ASF 形成
増強)が確認された。しかし、乳癌症例によ
る免疫組織化学的検討では、SNAIL1,2 や
TWIST1などのEMT関連マーカーはむしろ減弱
傾向を示した。また、活性型 RhoC を導入し
た MCF7 細胞では、性ホルモン除去時の VP16
投与による細胞死が抑えられる傾向が見ら
れたものの、EMT 関連マーカーの発現変化は
明らかではなかった。 
 これらのことから、内分泌治療のみならず
化学療法に際しても、治療抵抗性を示し生存
する癌細胞に EMT 様変化が見られるが、この
変化は発生の段階で見られるEMTとは異なる
経路が想定されるものであった。 
 



②性ホルモン反応性細胞には性ホルモン除
去により細胞老化や抗酸化反応が誘導され
ている 
 これまで性ホルモン反応性癌細胞におい
て性ホルモン除去によりアポトーシスが誘
導されるとされていた。しかし、性ホルモン
反応性癌細胞である SC-3 細胞や LNCaP 細胞
の検討から、性ホルモン除去により細胞老化
が誘導されることを確認した。それに対して、
TUNEL assay 等でアポトーシスの誘導は見ら
れなかった。また、細胞老化が誘導された細
胞は特異な分泌形質(senescence associated 
secretory phenotype；SASP)を来すことが知
られている。性ホルモン除去下の SC-3 細胞
や MCF7 細胞において、SASP マーカーである
IL-6 や MMP9 等の発現を RT-PCR で確認した。
さらに、内分泌治療後の前立腺癌症例を用い
た免疫組織化学的検討でも、治療後に生存し
た癌細胞やその周囲の間質細胞において
IL-6 等の発現増強が見られることを確認し
た。一方、去勢マウスモデルを用いた性ホル
モン反応性臓器における細胞老化の検討で
は、去勢後一週間の前立腺や乳腺において、
SA-β-Gal 活性の増強が認められた。ウエス
タンブロットにて細胞老化の関連分子であ
る p27,p53 の発現増強を確認した。性ホルモ
ン反応性細胞には性ホルモン除去により細
胞老化が誘導されることが示唆された。 
 加えて、SC-3 細胞や LNCaP 細胞、MCF7 細
胞のいずれにおいて、性ホルモン除去による
細胞老化の誘導が、抗酸化剤である
N-Acetyl-L-cysteine(NAC)投与によりある
程度抑制できることを見出した。去勢マウス
モデルの前立腺においても NQO1 といった抗
酸化反応関連分子の発現が増強しているこ
とをウエスタンブロットで確認した。さらに、
前立腺癌症例を用いた免疫組織化学的検討
においても、NRF2 や NQO1 等の抗酸化反応関
連分子の発現が、内分泌治療群に有意に高い
ことが確認された。 
 これらのことから、性ホルモン反応性細胞
には、性ホルモン除去により細胞老化や抗酸
化反応が誘導されることが確認された。また、
内分泌治療後に生存する癌細胞においても
同様に、細胞老化および抗酸化反応が誘導さ
れていること、抗酸化反応は細胞老化を抑制
する働きがあることが示唆された。 
 
③性ホルモン除去による細胞老化は TGFβシ
グナルにより回避される 
 性ホルモン反応性の SC-3 細胞や LNCaP 細
胞における性ホルモン除去による細胞老化
は、TGFβを添加することにより SA-β-Gal
活性が有意に低下し、TGFβシグナルにより
細胞老化が回避されうることを見出した。逆
に、性ホルモン不応性の SC-4 細胞や PC-3 細
胞では、TGFβ阻害剤(SB431592)の添加によ
り SA-β-Gal 活性が有意に増強し、TGFβシ
グナルの抑制により性ホルモン不能性癌細
胞に細胞老化が誘導されることが確認され

た。それと同時に、SC-4 細胞や PC-3 細胞に
おいて SB431592 添加により Hippo 経路の重
要分子であるYAP/TAZの発現や核内移行の低
下、Rho 活性の減弱を来すことを見出した。
また、前立腺癌症例を用いた免疫組織化学的
検討でも、内分泌治療後に生存した癌細胞に
おいて、ActivinβA･βB、YAP/TAZ、Smad4 の
発現が、未治療群と比較して有意に増強して
いることを確認した。 
 これらのことから、性ホルモン除去や抗が
ん剤投与に際して性ホルモン反応性癌細胞
に誘導される細胞老化の回避およびRhoを介
した EMT 様変化には、TGFβシグナルが重要
な役割を担っており、それに YAP/TAZ が関与
している可能性が示唆された。 
 
 以上より、性ホルモン反応性癌細胞におい
て、内分泌治療(性ホルモン除去)や化学療法
(抗がん剤投与)に抵抗して生存する癌細胞
には、細胞老化が誘導され癌細胞あるいは周
囲の間質細胞も含めた分泌形質(SASP)から
IL-6 等の分泌が促進していること、抗酸化反
応や TGFβシグナルが増強されることで細胞
老化が回避されること、それに伴って Rho 活
性化を介したEMT様変化を来していることが
推測された。 
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