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研究成果の概要（和文）：進行性前立腺癌患者へのホルモン療法において治療開始前、例えば針生検組織を使っ
た病理診断時にホルモン療法が効きやすいか、効きにくいかを病理組織学的に予測できれば、ホルモン療法が効
きにくい患者に対する抗癌剤治療開始のタイミングを最適化することが可能になる。そこで、我々はホルモン療
法により血流が低下する前立腺組織内で癌細胞にエネルギー供給する機構として癌関連線維芽細胞が産生する細
胞外マトリックスの分解産物であるアミノ酸の存在に着目した。本研究により、ヒドロキシプロリン産生量が高
い前立腺癌患者の組織由来線維芽細胞は、直接的に前立腺癌細胞を悪性化させるactiveな性状を有している可能
性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Prostate cancer (PCa) cells frequently invade the surrounding stroma, 
leading to heterogenous formation of structural atypia. The surrounding stroma contains multiple 
functionally diverse populations of fibroblasts that trigger numerous changes in PCa cells including
 motility. Co-cultures of LNCaP cells with seven of the patient-derived fibroblast lines (PrSC, 
pcPrF-M5, pcPrF-M7, pcPrF-M23, pcPrF-M24, pcPrF-M28, and pcPrF-M31) formed a thick fibroblast layer 
that resembled human prostate stromal structures. Four patient-derived fibroblast lines (PrSC, M5, 
M28, and M31) induced an invasive phenotype in LNCaP cells with a cord-like infiltrating growth 
pattern. Two patient-derived fibroblast lines (M5 and M28) increased CDH2 mRNA expression in LNCaP 
cells. These results suggest that the existence of multiple functionally diverse populations of 
fibroblasts in PCa tissue may be responsible for the diversity in PCa cell invasion, leading to 
heterogenous formation of structural atypia.

研究分野： 泌尿器科学

キーワード： 前立腺癌　線維芽細胞　三次元的な細胞形態　培養基質　走化性　細胞外マトリックス　ヒドロキシプ
ロリン　スクリーニング法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ホルモン療法下でも前立腺癌細胞を悪性化する線維芽細胞の特徴が同定されれば、病理医によるグリソンスコア
分類に加えて、癌間質に含まれる線維芽細胞の特徴が「付加情報」として泌尿器科医へ伝わることにより無駄な
ホルモン療法を１つでも減らす、すなわち効果が見込める患者にだけホルモン療法を施行する個別化ホルモン療
法が実現可能となる。本研究で我々が開発した、培養基質を用いて前立腺癌細胞の三次元的な細胞形態の差異を
観察する手法は、activeな線維芽細胞を判別するための新規スクリーニング法の開発へと発展できることが期待
された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
進行性前立腺癌患者に対して、外科的去勢術もしくは間脳下垂体に作用して男性ホルモ

ン分泌を抑える黄体化ホルモン放出ホルモン (LH-RH)アゴニストが広く使用される。さら
に、去勢や LH-RH アゴニストによっても除去できない副腎性アンドロゲンの働きを抑える
ために抗アンドロゲン剤を併用することもある（完全アンドロゲン除去療法）。このように、
進行性前立腺癌に対しては体内からアンドロゲンを除去する治療法が積極的に行われ、約
８０％の患者で制癌作用を示す。しかし、３〜５年後にはその半数以上の患者に再び癌の増
殖がみられる去勢抵抗性前立腺癌 (castration-resistant prostate cancer: CRPC)となり、
癌化学療法や放射線治療にも抵抗性を示し、癌死に至ることが臨床上の大きな課題である。 
 去勢や LH-RH アゴニスト、抗アンドロゲン剤投与によるホルモン療法は前立腺組織中の
アンドロゲン作用を取り除くだけでなく、前立腺組織中血流量を低下させることで前立腺
癌細胞への酸素やエネルギー供給を遮断し、癌細胞死を誘導する。事実、アンドロゲン受容
体を発現しているヒト前立腺癌由来 LNCaP 細胞を免疫不全ヌードマウスへ移植し、ホスト
マウスを去勢すると腫瘍増殖の停止、低下と共に腫瘍内血管数が減少する（Sasaki et al., 
Lab. Invest., 2016）。このように、ホルモン療法は前立腺癌細胞が生存、増殖するには厳し
い環境を作り出すにも関わらず、実臨床の場で CRPC への進展を阻止することは極めて難
しい。CRPC への進展、すなわちホルモン療法下でも前立腺癌細胞が生存、増殖できること
を説明するために、我々はヒト前立腺癌細胞と各種線維芽細胞とのリコンビネーションモ
デルを構築し、CRPC への進展には癌間質を構成する active な癌関連線維芽細胞
carcinoma-associated fibroblasts (CAFs)が産生する増殖因子やサイトカイン、細胞外マト
リックス  (Extracellular Matrix: ECM)がアンドロゲン非依存的な増殖を促進させる
（Outlaw pathway）など、癌細胞を取り巻く微小環境が重要な役割を担うことを報告して
きた (Ishii et al., Endocr. Relat. Cancer, 2009; Sasaki et al., Lab. Invest., 2016)。 
 一般に、増殖が盛んな癌細胞は正常細胞よりも代謝経路が活性化しており、多くのグルコ
ースを必要とする（Warburg 効果）。しかし、ホルモン療法は前立腺組織中血流量を低下さ
せるため、血流を介したグルコース供給は期待できない。では、ホルモン療法下の前立腺組
織内でグルコースの代わりとなるエネルギー源はどのように供給されているのか？  
 この点について、我々は CAFs の発生や自律的な増殖により前立腺組織内には ECM が
豊富に存在していることに着目した。ECM は前立腺癌細胞や CAFs が産生するタンパク質
分解酵素（マトリックスメタロプロテアーゼ類やセリンプロテアーゼなど）の働きで分解さ
れ、ペプチドやアミノ酸となる。例えば、ECM の１つ、コラーゲンの分解産物であるヒド
ロキシプロリンは前立腺癌細胞で代謝される、言わば前立腺癌細胞にとってのエネルギー
源である。そこで、我々はグルコースを使う Warburg 効果とは異なる代謝リプログラミン
グとして、CAFs が産生する豊富な ECM が前立腺癌細胞へのエネルギー供給源になってい
るのではないか、と仮定した。 
 
２．研究の目的 
 
我々は、針生検組織に含まれる線維芽細胞の病理組織学的な解析を行うことで、ホルモン

療法が効きにくく、再燃し易い患者を予測する個別化ホルモン療法の実現を研究目的とし
ている。本研究では、前立腺癌患者の組織由来線維芽細胞からの接触刺激により生じる前立
腺癌細胞の三次元的な細胞形態の差異を指標に、前立腺癌組織に存在する線維芽細胞の特
徴付けを試みた。 
 
３．研究の方法 
 
（１）培養基質上における in vitro 混合培養実験 
前立腺癌患者の針生検組織から初代培養して得られた８種類の線維芽細胞 pcPrFs とア

ンドロゲン感受性ヒト前立腺癌 LNCaP 細胞との培養基質上での in vitro 混合培養実験を
施行した。実験には市販されている正常ヒト前立腺間質細胞 PrSC を比較対照細胞として
使用した。培養基質マトリゲル上における in vitro 混合培養実験では、LNCaP 細胞に対し
て PrSC もしくは pcPrFs (-M5, -M7, -M10, -M23, -M24, -M26, -M28, -M31)それぞれを組



み合わせて、24 時間および 48 時間の混合培養を行った後に、線維芽細胞層におけるLNCaP
細胞の三次元的な細胞形態の差異を比較検討した。 
さらに、腫瘍内血管を in vitro 実験系で再構築することを目指して、LNCaP 細胞、PrSC

およびヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVEC を用いて、培養基質上での in vitro 混合培養実験を
施行した。 
 
（２）前立腺癌患者由来線維芽細胞が産生するヒドロキシプロリン量の測定 
前立腺癌患者の針生検組織から初代培養して得られた８種類の線維芽細胞 pcPrFs (-M5, 

-M7, -M10, -M23, -M24, -M26, -M28, -M31)および正常ヒト前立腺間質細胞 PrSC を培養
基質上で培養し、48 時間後の培養上清に含まれるヒドロキシプロリン量を ELISA 法にて
測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）LNCaP 細胞の三次元的な細胞形態に対する前立腺癌患者由来線維芽細胞の影響 

LNCaP 細胞と M7, M10, M26 との混合培養群では線維芽細胞の層化が不十分であり、線
維芽細胞層における LNCaP 細胞の三次元的な細胞形態は観察できなかった。一方、LNCaP
細胞と PrSC, M5, M23, M24, M28, M31 との混合培養群では上下に、かつ明瞭に二分化し
た層を形成し、線維芽細胞層における LNCaP 細胞の三次元的な細胞形態を観察すること
ができた。PrSC, M5, M23, M28, M31 との混合培養群では LNCaP 細胞が線維芽細胞層へ
single cell migration (SCM)する像が、M24 との混合培養群では collective cell migration 
(CCM)する像が観察された。スクラッチアッセイにおいて、CCM を誘導した M24 の遊走
能は SCM を誘導した PrSC, M5, M23, M28, M31 よりも低い結果となった。リアルタイム
PCR による遺伝子発現解析の結果、SCM を誘導した線維芽細胞のうち、M5 および M28
は LNCaP 細胞において間葉系細胞に発現する細胞接着因子CDH2 mRNA 発現を上昇させ
たものの、上皮系細胞に発現する細胞接着因子であり、癌抑制遺伝子としての機能も有する
CDH1 mRNA 発現には影響しなかった。 

SCM は線維芽細胞に依存する癌細胞の浸潤様式を、CCM は線維芽細胞に依存しない癌
細胞の浸潤様式を表す。我々の実験結果より、前立腺癌患者由来線維芽細胞 pcPrFs が産
生・分泌するパラクライン因子もしくは癌細胞と pcPrFs の接触による刺激が LNCaP 細胞
の走化性を亢進させる可能性が示唆された。さらに、培養基質を用いて LNCaP 細胞の三次
元的な細胞形態の差異を観察することで、active な線維芽細胞を判別できる新規スクリー
ニング法の開発へと発展できることが期待された。 
 
（２）培養基質上の in vitro 混合培養実験における腫瘍内血管の再構築 
培養開始から 48 時間後に培養基質上で形成した細胞塊を組織学的に解析した結果、

LNCaP 細胞層と、PrSC および HUVEC の混合層という２層に分かれていることが判明し
た。また、HUVEC に特異的に発現するタンパク質 ERG 染色の結果、混合層において
HUVEC は管腔構造を形成しておらず、PrSC と混在していることを明らかにした。理由と
して、PrSC、HUVEC どちらも間質細胞であり、上皮細胞のような極性を有していないこ
とに起因していると考えられた。 
 
（３）前立腺癌患者由来線維芽細胞によるヒドロキシプロリン産生量の比較検討 

PrSC に比較して、M5, M7, M23, M24 はヒドロキシプロリン産生量が高いものの、M10, 
M26, M28, M31 は PrSC と同程度であった。また、pcPrFs を培養基質上で LNCaP 細胞と
in vitro 混合培養した場合、LNCaP+M24 群でのみ、ヒドロキシプロリン量が顕著に低値を
示した。理由として、M24 は LNCaP 細胞に CCM を誘導する線維芽細胞であり、M24 が
直接的に LNCaP 細胞を悪性化させるため、ヒドロキシプロリンの消費が激しくなった、と
推察された。 
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