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研究成果の概要（和文）：AR (Androgen receptor)が発現しているヒト前立腺癌組織サンプルとヒト前立腺癌細胞株LN
CaPにおいて、KCa2.2が高発現していることを明らかにした。KCa2.2阻害薬UCL1684やKCa2.2のノックダウンにより、LN
CaPの細胞増殖は抑制された。また、KCa2.2はARを介した細胞増殖に機能的に関与する可能性がある。さらに、KCa2.2
はARの下流に位置し、ARによる転写調節を受けることを明らかにした。加えて、短期間の去勢環境では、KCa2.2の遺伝
子発現、タンパク発現共に減少した。対して、比較的長期間の去勢環境では、KCa2.2 mRNAの発現が増加を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Ca2+-activated K+ channels (KCa) are key molecules in cancer progression and are 
considered to be potential targets for cancer therapy. KCa2.2 was predominantly expressed in human 
prostate cancer (PCa) tissues and human PCa cell lines, LNCaP and VCaP, with higher expression levels of 
androgen receptor (AR). A Ca2+-activated K+ channel blocker, UCL1684 suppressed the cell proliferation 
through the inhibition of the store-operated Ca2+ entry (SOCE) in LNCaP cells. The anti-androgenic agents 
and the siRNA-mediated inhibition of AR expression downregulated the expression levels of KCa2.2 in LNCaP 
cells. Additionally, the expression levels of KCa2.2 was upregulated with the upregulation of AR 
transcripts under long-term, androgen-deficient condition, whereas it was downregulated under short-term 
condition. These results suggest that KCa2.2 might induce a possible candidate for novel treatment target 
of Castration-Resistant Prostate Cancer, CRPC.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は、もっとも一般的な男性疾患で

あり、欧米において男性癌死亡者の約 20%を
占める頻度の高い癌である。アメリカでは年
間 240000 人もの男性が発症し、30000 人もの
男性が毎年死亡している１）。 
 去勢は前立腺癌の主要な治療方法である
が、持続的効果がなく、去勢抵抗性前立腺癌
となる。去勢抵抗性前立腺癌に対する治療と
しては、ドセタキセルがある。近年ではカバ
ジタキセルやエンザルタミド、アビラテロン
等が承認されている。しかしながら、生存率
延長も数ヶ月で、副作用や治療に伴う入院期
間の延長など QOL 低下の問題は解決されて
いない。 
 癌細胞などの非興奮性細胞において、カル
シウム透過チャネル及び細胞内カルシウム
遊離チャネルは、直接的に細胞内カルシウム
濃度を調節し、細胞増殖・分化・浸潤・アポ
トーシス誘導に重要な役割を果たしている。
また、カリウムチャネル活性化による細胞膜
の過分極は、カルシウム透過チャネルを介し
たカルシウム流入を間接的に促進し、同様の
役割を果たしている。この細胞内カルシウム
濃度上昇は、細胞増殖促進とアポトーシス誘
導という相反する現象に関与している。 
去勢抵抗性前立腺癌の新たな作用機序が

イオンチャネルを介するものであれば、イオ
ンチャネル関連薬が、既存の去勢抵抗性前立
腺癌治療の新たな選択肢となる、または、併
用薬として治療効果を挙げることができる
ため意義深い。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、『癌進行ステージ後期に

至るイオンチャネル発現・活性制御機構と去

勢抵抗性獲得における病態生理学的意義を

解明することであり、去勢抵抗性前立腺癌の

治療標的として有効なイオンチャネル活

性・発現制御分子を見出し、最終的に、治療

標的としての有用性を実証すること』である。

すでに、ヒト前立腺癌組織研究において、一

部のカリウムチャネル遺伝子発現が癌進行

ステージにより変動することを明らかにし

ている 2）。特に、カルシウム活性化カリウム

チャネルの発現・活性調節は「去勢抵抗性獲

得」「アポトーシス耐性獲得」機構に重要な

役割を果たしている可能性がある。イオンチ

ャネル作用薬が前立腺癌と共に生きる選択

肢の一つとして有効であることを実証する。 

 
３．研究の方法 
(1) リアルタイム PCR によるイオンチャネ
ルと、その関連創薬標的分子の遺伝子発現解 
使用細胞及びサンプルは以下の物を使用

した。 

・ヒト前立腺癌患者サンプルは OriGene 社よ

り White or Caucasian のヒト前立腺癌患者由

来原発腫瘍組織 mRNA を購入した。 

・アンドロゲン依存性ホルモン感受性ヒト前

立腺癌細胞株 LNCaP は理研 BRC より購入し

た。また、VCaP はセルバンク ECACC より

購入した。 

・アンドロゲン非依存性ホルモン非感受性ヒ

ト前立腺癌細胞株 PC-3 は、JCRB 細胞バンク

より購入した。また、DU145 は理研 BRC よ

り購入した。 
 

(2) ウエスタンブロット法を用いたイオン

チャネルとその関連分子のタンパク発現解

析 
 タンパク定量キット(Bio-Rad)によりタン

パク含量を測定した。SDS-PAGE により分画

化し、PVDF 膜に転写した。PVDF 膜は 1 % 
BSA を添加した PBS / 0.1 % Tween20 
(Tween-PBS)で 4 ℃、一晩ブロッキングした。

Tween-PBS で 5 分間、4 回洗浄した。次に、

抗 KCa2.2 抗体、抗 AR 抗体、抗β-actine 抗体、

抗 GAPDH 抗体にて浸して 4 ℃、一晩インキ

ュベートし、Tween-PBS で 5 分間、4 回洗浄

した。次に、2 次抗体にて 1 時間インキュベ

ートし、同様に洗浄した。ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life 
Sciences)、VersaDoc (Bio-Rad)を用いて可視化

した。 
 
(3) イオンチャネル作用薬、標的分子ノック

ダウンによる増殖能評価 

WST-1 assayにより増殖能の評価を行った。 
LNCaP 2500 cells/well を、ViewPlate-96 F 

TC（PerkinElmer）に薬物投与あるいはトラン

スフェクションの 24 時間前に撒いた。さら

に薬物投与あるいは siRNA トランスフェク

ションの 96 時間後に吸光度測定を行った。 
イオンチャネル作用薬としては、KCa2 チャ

ネル阻害薬 UCL1648（TOCRIS）を使用した。 
 
(4) 細胞生物学的生体イメージング（細胞内

Ca2+濃度測定）を用いた分子機構解明 

 細胞内 Ca2+濃度測定では、Ca2+蛍光指示薬

として fura-2 acetoxymethylester(fura-2 AM, 
DOJIN)を使用した。 ガラスボトムシャーレ

に細胞を付着させ、10 μM fura-2 AM を、添

加した Normal HEPES 溶液中、インキュベー

ター（37 ℃, CO2 5%）内で細胞に取り込ま



せた。測定条件はキセノンランプにより励起

波長 340 nm 及び 380 nm の光で励起させ、放

出された 510 nm の各々の蛍光を高感度カメ

ラで取得し、その蛍光強度比（F340/F380）を

取得した。 

 画像測定・解析装置として、HCImage(浜松

ホトニクス株式会社)を用いた。蛍光顕微鏡

（ニコン）には、20 倍の水浸レンズ（ニコン）

を装着した。また、実験は室温で行った。 

 

溶液組成（mM）は下記のとおり。 

Normal HEPES 溶液： 
137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 
glucose, 10 HEPES (pH 7.4 with 10N NaOH) 
Ca2+-free HEPES 溶液：  
137 NaCl, 5.9 KCl, 1.2 CaCl2, 5 EGTA, 14 
glucose, 10 HEPES (pH 7.4 with 10 N NaOH) 
 
４．研究成果 
(1) ヒト前立腺癌患者サンプルにおけるARと
カルシウム活性化カリウムチャネル遺伝子発現

解析 
前立腺癌の進行には、AR の発現・機能亢

進が知られている。今回実験に使用したヒト

前立腺癌患者サンプルにおいても、ヒト正常前

立腺に対し、AR の遺伝子発現が有意に高かっ

た。 

 同様のサンプルを用いたカルシウム活性化

カリウムチャネル遺伝子発現解析において、ヒト

正常前立腺に対し、ヒト前立腺癌患者サンプ

ルで、KCa1.1、KCa2.2、KCa3.1、の遺伝子発現が

高い傾向であった。 
 

(2)-1 各前立腺癌細胞株における AR 遺伝子
発現解析 
ホルモン感受性の性質を持つ LNCaP と

VCaP では、AR の遺伝子発現が高かった。

一方、AR の遺伝子発現は、PC-3 と DU145
ではほとんど認められなかった。 

 

(2)-2 各前立腺癌細胞株におけるカルシウム活

性化カリウムチャネル遺伝子発現解析 
AR が発現しているホルモン感受性細胞の

LNCaP と VCaP では、KCa2.2 の遺伝子発現が

他の KCaチャネルサブタイプより高かった。

一方、AR の発現を認めないホルモン非感受

性 PC-3 と DU145 は、KCa2.2 の遺伝子発現が

どちらも著しく低いことを明らかにした。 
 
 

(3) 各前立腺癌細胞株におけるカルシウム活

性化カリウムチャネルタンパク発現解析 
 ウエスタンブロッティング法を用いたタンパク発

現解析によっても、ホルモン感受性細胞の

LNCaP と VCaP では明らかに AR が発現し、

KCa2.2 も発現していることを明らかにした。

一方、ホルモン非感受性細胞のPC-3やDU145
では、AR のタンパク発現を認めず、KCa2.2
の発現、PC-3 でわずかに発現し、DU145 に

おいては全く発現していなかった。 
これまでの遺伝子発現解析により、日本人

の前立腺癌患者由来組織において、カルシウ

ム活性化カリウムチャネルの KCa1.1 及び

KCa3.1 の遺伝子発現が、癌進行ステージの初、

中期に亢進し、後期には顕著に減少すること

を明らかにしている 2）。これらの結果より、

前立腺癌において新たにKCa2.2の遺伝子が高

発現していることが明らかになった。このイ

オンチャネルの前立腺癌における病理的役

割を検討するため、まずは、KCa2.2 の増殖能

に対する影響を次に検討した。 
 

(4) WST-1 assay を用いた KCa2.2 阻害薬・

ノックダウンの前立腺癌細胞株の増殖能抑

制解析 

AR が発現している LNCaP に対する KCa2
阻害薬 UCL1648 の投与は、その濃度依存的

に増殖抑制を認めた。さらに、KCa2.2 のノッ

クダウンによっても、LNCaP の細胞増殖抑制

を認めた。 
一方、AR が発現していない DU145 1000 

cells/well に対して UCL1648 を投与しても、

細胞増殖の抑制は認められず、KCa2.2 をノ

ックダウンしても細胞増殖能は抑制されな

かった。また、同じく AR の発現を認めな

い PC-3 でも、UCL1648 投与、KCa2.2 ノッ

クダウンのいずれの条件によっても細胞増

殖は抑制されなかった。 
 
(5) KCa2.2 が制御する Ca2+流入経路 

本実験においては、強制的に小胞体から

Ca2+放出を引き起こすために、タプシガルギ

ン（TG）5 μM を用いた。SOCE の測定は連

続して 2回行い、2回目には 2 mM Ca2+ HEPES
溶液単独、および 100 nM UCL1648 併用の 2 
mM Ca2+ HEPES 溶液を置換した。1 回目に TG
前投与し、Ca2+除去した外液から 2 mM Ca2+

の HEPES 溶液に置換した時に引き起こされ

た SOCE の Ratio 340 / 380 で規格した。 



2 mM Ca2+ HEPES溶液単独のコントロール

群に対し、100 nM UCL1648 で SOC のピーク

が抑制された。また、2 mM Ca2+ HEPES 溶液

に置換してからほぼ全ての細胞がピークに

達する 3 分後から 8 分間の Ratio340/380 を

AUC として比較したところ、UCL1648 によ

り AUC の抑制を認めた。 
 

(6) AR ノックダウンによる KCa2.2 遺伝子

発現制御 
KCa2.2 が AR の上流か、あるいは下流に位

置するのかを明らかにするため、それぞれの

ノックダウンを行い、遺伝子発現解析するこ

とで、KCa2.2 が前立腺癌増悪にどのように寄

与しているのか検討した。 

抗生物質（ペニシリン、ストレプトマイシ

ン）0.5 %、siRNA のトランスフェクション

48 時間後のサンプルを回収し RT-PCR 解析を

行った。 
トランスフェクション後 48 時間で、トラ

ンスフェクション効率は 90.02 %の、siAR に

て AR が 78.19 %ノックダウンされたとき、ネ

ガティブコントロールにおいて KCa2.2 の遺伝子

発現量が 0.2284±0.0030 であったのに対し、

siAR をトランスフェクションしたサンプル

においては KCa2.2 の遺伝子は 0.1100±0.0054
に遺伝子発現は減少し、タンパク発現も減少傾

向を認めた。 
また、トランスフェクション後 48 時間で、

トランスフェクション効率は 91.4 %、siKCa2.2
により KCa2.2 が 73.26 %ノックダウンされて

も、AR の遺伝子発現量に変化は認められず、

タンパク発現も変化は認めなかった。以上の結

果より、KCa2.2 は AR の下流に位置すること

が明らかとなった。 
 

(7) 薬物的去勢療法による KCa2.2 遺伝子発

現制御 
臨床で前立腺癌に汎用されている抗アン

ドロゲン製剤の Bicalutamide と、2 次ホルモ

ン療法として、近年、去勢抵抗性残立腺癌の

適応で汎用されている Enzalutamide を使用し、

薬物的去勢による AR 抑制が KCa2.2 転写に与

える影響を検討した。 
LNCaP に、10 μM Bicalutamide と 10 μM 

Enzalutamide を投与したところ、それぞれ

KCa2.2 mRNA を有意に抑制した。さらに、

KCa2.2 タンパク発現は減少傾向を認めた。 
 

(8) 短期去勢環境における KCa2.2 遺伝子発

現制御 
LNCaP の短期去勢環境下における KCa2.2

の転写への影響を検討した。通常培地で細胞

播種し、24 時間後に細胞が接着したことを確

認の上、チャコール処理にてアンドロゲン除

去した FBS を使用した培地に変え、さらに

24 時間後に同様に培地替えをおこなった。コ

ントロールも同様の方法で、通常培地で培地

替えを行った。 

短期去勢環境において、KCa2.2 mRNA は有

意に抑制された。短期間去勢環境における

KCa2.2 のタンパク発現も減少していた。 

 

(9) 長期去勢環境における各種遺伝子発現

の変化 

去勢は、主要な前立腺癌の治療である。し

かしながら、長期におよぶ去勢療法によって、

補償的に AR の発現が増えることが知られて

いる。LNCaP においても、チャコール処理に

てアンドロゲン除去した去勢培地で訓化し

た LNCaP CS は、通常培地にて培養した

LNCaP と比較し、有意に AR の遺伝子発現が

高かった。さらに、AR の下流に位置する

KCa2.2 の遺伝子発現も有意に高くなっている

ことを明らかにした。 
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