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研究成果の概要（和文）：アンドロゲン・アンドロゲンレセプター軸は去勢抵抗性前立腺癌（CRPC）の進展における中
心的な役割を担っており、アンドロゲン生合成系は治療標的として有用である。本研究は、アンドロゲン生合成系の抑
制部位の違いによってもたらされる抗腫瘍効果の相違を検討し、CRPCにおけるステロイド産生系の意義のさらなる解明
と、その制御によるCRPCの新規治療戦略の確立を目的とした。前立腺癌の進展プロセスを模倣した複数の前立腺癌細胞
株で検討した結果、ステロイド産生系の酵素阻害剤やその系の生成物でありアンドロゲンレセプターのリガンドである
アンドロゲンが、それぞれの細部株に対して異なった反応を示すことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Androgen / androgen receptor axis plays a key role in progression of 
castration-resistant prostate cancer (CRPC). Inhibition of the pathway for testosterone synthesis 
represents a promising therapeutic strategy for CRPC. We investigated the therapeutic effect of targeting 
some parts of this pathway, using the human prostate cancer cell line, the human CRPC cell line, and the 
docetaxel-resistant CRPC cell line. It was found that enzyme inhibitor of this pathway, such as CYP17A 
inhibitor, or ligand of androgen receptor which is the product of this metabolic pathway, such as DHT, 
showed different effect between the types of cell lines.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
(1)去勢抵抗性前立腺癌の現状 
去勢抵抗性前立腺癌

（castration-resistant prostate cancer; 
CRPC）は、アンドロゲン遮断療法（androgen 
deprivation therapy; ADT）に対して抵抗性
を示すが、アンドロゲン・アンドロゲンレセ
プター軸（AR axis）はCRPCにおいてもその進
展における中心的な役割を担っている。この
点に着目してアビラテロン（CYP17阻害剤）等
の新規抗アンドロゲン剤も開発されてきた。
一方で、ジヒドロテストステロン（DHT）の生
成阻害剤であるデュタステリド（5α還元酵素
阻害剤）は高悪性度の前立腺癌の発生に寄与
する可能性が示唆されていた。ステロイド生
成系がCRPCに及ぼす影響は極めて重大である
が、その制御の意義に関していまだ十分には
解明されていなかった。 

 
(2)去勢抵抗性前立腺癌に対する当教室の試
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を樹立していた(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、通常酸
素濃度下でのHIF-1α・Ets-1発現上昇に伴う
血管新生亢進及び各種化学療法に対する耐性
を有する(Kosaka et al, J urol, 185, 
2376-2381, 2011)。C4-2AT6等を使用して、ホ
ルモン感受性前立腺癌細胞株LNCaPでは5α還
元酵素阻害剤によって細胞増殖能は低下する
が、C4-2やC4-2AT6といったCRPC細胞株では低
下を認めないことを示してきた（Kosaka et al, 
scientific reports, 3, 1268, 2013）。これ
らより、テストステロン生成系の制御は一元
的に前立腺癌の進展に対して抑制的に作用す
るわけではないことが示唆され、同pathway
の詳細な生化学的解析が必要と考えられた。 

 
(3)去勢抵抗性前立腺癌における対するステ
ロイド生合成系の意義 
テストステロン・DHTがARaxisのリガンドと

して作用するにも関わらず、リガンド供給源
であるテストステロン生合成系の抑制部位
（17α-Hydroxylase or 5α-reductase）によ
って得られる結果は必ずしも一致しない。テ
ストステロン生合成系が前立腺癌進展に対し
て担う役割について、各種阻害剤を用いて追
究していく必要があった。 
臨床応用されているアビラテロン・デュタ

ステリドに加えて、今回 Androstenedione
（A-dion）からテストステロンへの代謝に関
与する 17β-hydroxysteroid dehydrogenase 
type5（17βHSD type5：AKR１C3）に対する
阻害剤を用いることとした。CRPC におけるス
テロイド生合成の役割や PI3K-Akt-mTOR 
pathway との関係性を追究するとともに、
AKR1C3 阻害に着目した新規治療戦略を確立

することを目指した。 
 
２．研究の目的 
アンドロゲン・アンドロゲンレセプター軸

は去勢抵抗性前立腺癌(CRPC)の進展におけ
る中心的な役割を担い、アンドロゲン生合成
系の解明は喫緊の課題である。当教室では、
アンドロゲン除去化でドセタキセル抵抗性
ヒト CRPC 株：CA-2AT6 を樹立し、この細胞株
の解析から 5α還元酵素阻害によるジヒドロ
テストステロンの抑制は CRPC における癌の
増殖に対して決して抑制的に作用しないこ
とを示唆する知見を得た。そこで、本研究は、
テストステロンを Androstendione(A-dion)
か ら 生 成 す る 酵 素 で あ る 17 β HSD 
type5(AKR1C3)に着目し、CRPC におけるステ
ロイド産生系の意義のさらなる解明と、その
制御による CRPC に対する新規治療戦略の確
立を目的とし、 
① CRPC における AKR1C3 阻害の意義の解明

と他のテストステロン生合成阻害剤との
比較検討 

② AKR1C3阻害剤に着目した新規治療戦略の
確立 

の 2つを目標とした。 
 前項で述べたように、当教室では、ホルモ
ン感受性前立腺癌細胞株 LNCaP では、5α還
元酵素阻害剤によって細胞増殖能は低下す
るが、C4-2 や C4-2AT6 といった CRPC 株では
低下を認めないことを報告してきた。テスト
ステロン生成系の制御が CRPC にもたらす抗
腫瘍効果は、制御部位によって決して
parallel ではない。今回用いることとした前
立腺癌細胞株 LNCaP・C4-2・C4-2AT6 は同様
に PTEN 欠損、AR 増幅、PSA 産生の形質を備
えつつ、それぞれホルモン感受性・去勢抵抗
性・去勢抵抗性ドセタキセル抵抗性と異なっ
た特徴を有する。この特徴は臨床における前
立腺癌の進展プロセスと類似し、この実験系
を用いることで進展プロセスに着目した
CRPC に対する新規治療戦略の構築を可能と
すると考えた。また、C4-2AT6 はドセタキセ
ルへの感受性低下を認めるため、抗ガン化学
療法抵抗性の 2nd line 確立の実験手法とし
ても有用であり、ドセタキセル抵抗性の改善
まで検討することが可能となる。今回、これ
らの前立腺癌細胞株に対して、A-dion からの
テストステロン生成を促進する 17βHSD 
type5(AKR1C3)の阻害剤をはじめとするテス
トステロン生成系阻害剤を用い、前立腺癌の
進展過程におけるテストステロン生成系の
変遷を解明し、AKR1C3 阻害に着目した新規治
療戦略の確立を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)In vitro での前立腺癌細胞株 LNCaP・
C4-2・C4-2AT6 に対して、AKR1C3 阻害剤、ア
ビラテロン、デュタステリドを使用した際の
抗腫瘍効果の検討 
 アビラテロンとデュタステリド、およびそ



の中間での阻害作用を示す AKR1C3 阻害剤を
用いて、LNCaP・C4-2・C4-2AT6 における殺細
胞効果について、WST assay を用いて検討。
また、その際の細胞内タンパクを抽出し、ア
ポトーシス誘導効果としてcleaved caspase3
や cleaved parp の発現を、細胞周期抑制効
果として cyclin D1 や Rb のリン酸化の発現
を、western blot を用いて比較検討。 
(2)前立腺癌細胞株 LNCaP・C4-2・C4-2AT6 に
おける 17βHSD 活性の同定とその解析 
 LNCaP・C4-2・C4-2AT6 に対して AKR1C3 阻
害剤を使用した際の、17βHSD 活性と
testosterone の産生能低下の効果の検討。安
定同位体 13C で就職したステロイド前駆体
13C-[2,3,4]-androstendione:13C-Adion を
細胞株の培養上清に添加し、その代謝産物で
ある 13C-[2,3,4]-testosterone:13C-T を液
体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計
(LC/MS/MS)で測定。17βHSD 活性の指標とし
て、13C-Adion/13C-T 比を算出し、また、
13C-[2,3,4]-dihydrotestosterone:13C-DTH
も測定し、AKRK3 を使用した状態で、C4-2 お
よび C4-2AT6 における、13C-Adion, 13C-T, 
13C-DHT の変化率を比較。 
(3)前立腺癌細胞株 LNCaP・C4-2・C4-2AT6 に
おける AKR1C3 阻害剤、アビラテロン、デュ
タステリドを使用した際のほかのpathwayに
おけるシグナル伝達の評価 
 テストステロン生成系阻害剤を用いた際
の PI3K/Akt/mTOR pathway をはじめとしたほ
かのpathwayの活性の変化について、western 
blot 法を用いて、各 pathway のタンパクの発
現を評価。 
(4)In vitro での C4-2AT6 における AKR1C3 阻
害剤、PI3K/mTOR pathway 阻害剤及びドセタ
キセル併用時の抗腫瘍効果の検討 
 AKR1C3 阻害剤と PI3K/mTOR pathway 阻害剤、
AKR1C3阻害剤とドセタキセル、さらにAKR1C3
阻害剤と PI3K/mTOR pathway 阻害剤とドセタ
キセル、それぞれの殺細胞効果を調べ、相加
相乗効果を検討。殺細胞効果の評価には WST 
assay を用い、併用による combination index
を求め、それぞれの相乗効果の有無を検討。 
5)In vivo(皮下腫瘍マウスモデル)での
AKR1C3 阻害剤、PI3K/mTOR pathway 阻害剤及
びドセタキセル併用時の抗腫瘍効果の検討 
 castration を施行した 6～8 週齢の雄の
nude BALB/C mice に 1×106 乗個の細胞を廃
部に皮下注射し、難治性去勢抵抗性前立腺癌
細胞株 C4-2AT6 を用いた xenograft model を
作成。下記の通り 4群に分ける。①コントロ
ール、②AKR1C3 阻害剤、③AKR1C3 阻害剤＋
AKR1C3 阻害剤投与群、④AKR1C3 阻害剤＋
AKR1C3 阻害剤＋ドセタキセル投与群。体重お
よび腫瘍体積についてプロットし、4 群間で
の腫瘍増大速度を比較。皮下腫瘍の採取とと
もに、抽出した皮下腫瘍からタンパクを抽出
し、western blot、免疫染色を行いそれぞれ
の腫瘍における Cleave parp, Ki67, pAkt, 
pS6 および AR の発現等を検討し、相乗効果の

分子メカニズムを解析。In vitro の検討で、
AKR1C3 阻害剤よりもアビラテロン・デュタス
テリドのほうで有効性が高い場合には、これ
らの薬剤を用いて検討。また、濃度や投与タ
イミングについて検討を追加し、相乗効果の
分子基盤を追及する。 
 
４．研究成果 
平成 26 年度には、当教室においてアンド

ロゲン除去下での長期間培養により樹立さ
れた CRPC 細胞株モデル：LNKO6 と、同じくア
ンドロゲン除去下で樹立されたドセタキセ
ル抵抗性ヒト CRPC 株：CA-2AT6 の 2 種類の
CRPC 株を含む、各種前立腺癌細胞株（LNCaP・
LNKO6・CA-2AT6）において、まず、テストス
テロン生成系において AKR1C3 の上流の酵素
である CYP17A の阻害剤(アビラテロン)につ
いて、WST assay 法を用いて抗腫瘍効果を検
討した。検討の結果、CYP17A 阻害剤は細胞株
のアンドロゲンへの依存性に応じて効果が
異なることが示唆された。 
平成 27 年度は、ステロイド生成系酵素か

ら離れて、その系の生成産物であり AR のリ
ガンドであるテストステロン・DHT が、各種
前立腺癌細胞株（LNCaP・LNKO6・CA-2AT6）
に示す反応を検討した。その結果、テストス
テロンや DHT 自体が、それぞれの細部株に対
して異なった反応を示すという知見が得ら
れた。 

上記のように、DHT は本来 AR axis のリガ
ンドとして作用するにも関わらず、進行 CRPC
細胞に対して抗腫瘍効果を発揮していた。そ
の機序は完全には解明されていないが、CDK2
や CyclinA、Skp2、c-Myc といった細胞周期
調節因子が関与して G1 arrest が生じること
が示唆されており、ホルモン感受性→去勢抵
抗性→去勢抵抗性ドセタキセル抵抗性と進
行する各段階で、細胞内の代謝系が劇的に変
化していることの反映とも考えられた。そこ
で今後は、細胞周期調節機構に着目して、そ
のシグナル伝達の変化が各種前立腺癌細胞
にもたらす抗腫瘍効果および AR axis をはじ
めとする様々なpathwayに与える活性変化を、
比較・評価していくことを検討している。 
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