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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の発癌・増殖機構は未だに不明な点が多い。本研究では、よ

り生体に近い実験系として 3次元培養法を用いた解析を行い、前立腺発癌機構解析のための新

たな解析手法を確立した。同手法により、アネキシン A1 抑制による IL-6 を介した前立腺癌へ

の関与を明らかにした。また、前立腺の正常な腺管形成にアンドロゲンレセプター(AR)が重要

な役割を果たしていることをみいだし、AR の発現制御に関与する分子の機能解析をすることで

前立腺癌への寄与を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The mechanism of prostate carcinogenesis is not elucidated yet. 
In this study, we established a new experimental procedure for analyzing prostate 
carcinogenesis using in vitro three dimensional culture (3D) assays. Using this method, 
we showed a direct role for decreased annexin A1 expression in prostate carcinogenesis 
via the up-regulation of IL-6. Furthermore, we indicated an important role for androgen 
receptor (AR) in forming normal acinar structure in 3D culture. We reported several 
mechanisms of prostate carcinogenesis by regulating AR expression and its activity. 
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は、欧米諸国においては男性の癌

罹患率の第一位、死亡率の第二位を占めてお
り社会的関心は極めて高い。本邦においても
前立腺癌検診の普及などによる診断率の向
上を背景に前立腺癌患者数は急速な増加傾
向を示しており、高齢者人口のますますの増

加に伴い前立腺癌は最も憂慮すべき悪性腫
瘍の 1つになると考えられる。その中で、前
立腺癌の予防は重要な前立腺癌対策の柱と
考えられが、発癌に関する分子機構について
は不明な点が多い。 
これまで前立腺癌の発癌に関する研究に

おいて、その分子機構の多くは培養細胞を用
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いた 2次元培養環境にて得られてきた。しか
し、一般的な二次元培養環境では高次構造に
必要な接着因子の発現や受容体発現パター
ンの違いなどが反映されず、一方マウスなど
を使った in vivo 解析は細胞内シグナリング
の解析には適さない。その中で、細胞外マト
リックスを用いた in vitro 3 次元培養はよ
り in vivo に近い培養系として近年注目され
ている。これまで乳腺正常細胞や乳癌細胞を
用いた 3次元培養による発現分子のプロファ
イルや細胞内シグナリングの解析などによ
り、多くの新しい知見が得られ報告されてき
た。一方、前立腺癌研究の領域では、3 次元
培養を用いた研究は我々を含めて数施設か
ら報告があるのみで、未だ十分に解析されて
いない。 
 
 
２．研究の目的 

 
我々はこれまでに、前立腺正常細胞株であ

る RWPE-1 細胞を使い、細胞外マトリックス
として Matrigel™を用いた 3 次元培養法を確
立し報告してきた。本研究ではこの 3次元培
養モデルを用いて、前立腺発癌解析モデルを
樹立し、前立腺癌発癌に関する分子機構を解
明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1), 前立腺発癌機構解析ツールとしての 3
次元培養法の確立 
 
これまでに、3次元培養法を用いることによ
り前立腺の腺腔様構造を形成することに成
功したが、前立腺癌を同モデルにより作成す
ることで、発癌機構解析の有用なツールにな
ると考えられた。そこで、前立腺癌において
高率に発現の欠失がみられ、その機能解析が
進んでいる PTEN 遺伝子のノックダウン細胞
株を樹立して、同細胞株を使用して発癌モデ
ルを作成することとした。 
 
①In vitro 発癌モデルとしての PTEN 遺伝子
ノックダウン細胞の構築 
 
 3 次元培養での形態変化を比較確認するた
め、RWPE-1 細胞を親株として、PTEN 遺伝子
の発現抑制細胞株を樹立する。 
 
②PTENノックダウン細胞を用いた3次元培養
による形態変化、蛋白発現の変化の解析 
 
 上記により作成された PTEN ノックダウン

細胞株を用いて 3次元培養を行い、その形態、
シグナリングの変化を解析する。このことに
より、3次元培養環境における発癌の形態変
化を確認し解析法を確立する。 
 
(2) 3 次元培養モデルを用いたアネキシン
A1(AnxA1)の機能解析 
 
上記により確立された 3次元培養解析法を

用いて、前立腺癌でその発現が抑制されてい
るものの、その機能について不明な点が多い
AnxA1 の機能解析を行い、前立腺発癌の関与
について解析を行う。同解析により、遺伝子
発現の制御による、In vitro での発癌機能解
析法を確立する。 
 
(3) 様々な薬剤やサプリメントなどの発癌
抑制効果の解析 
 
近年、前立腺癌発症の予防や癌増殖抑制に大
豆イソフラボンやクルクミンが有効である
との報告がなされている。また、疫学研究な
どから、様々な薬剤が前立腺癌の発癌を抑制
する可能性が報告されてきた。中でも高コレ
ステロール血症治療薬であるスタチン
(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A
還元酵素阻害剤)は前立腺癌のリスクを減少
させることが報告されている。そこで、その
発癌抑制機構の解析を行うこととした。 
 
(4), cDNA マイクロアレイ法を用いた発癌に
関与する新規バイオマーカーの検索 
 
cDNA マイクロアレイ法を用いて前立腺の腺
管構造の形成に重要な分子を同定して、その
機能解析を行うことで、発癌機構の解析を行
う。このことにより、発癌に関与するバイオ
マーカーを探究する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1), 前立腺発癌機構解析ツールとしての 3
次元培養法の確立 

 
前立腺正常細胞株である RWPE-1 細胞を親

株として、PTEN 遺伝子の発現抑制細胞株
(rPTEN)を樹立した。続いて rPTEN 細胞を用
いた 3次元培養を行い、形態変化、蛋白発現
変化の解析を行った。3 次元培養環境では、
親株である RWPE-1 細胞株は培養開始より 7
日目頃より明らかな腺腔形成がみられるの
に対して、 rPTEN 細胞では腺腔形成遅延がみ
られた。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この Phenotype が癌化を表していることを
確認するため、RWPE-1 細胞由来で薬剤により
癌化させた細胞株 NA22、NB14 を用いて 3 次
元培養環境下での形態を確認し、同様の腺腔
形成異常があることを確認した。 

 
 
(2) 3 次元培養モデルを用いた AnxA1 の機能
解析 
 
PTEN ノックダウン細胞
を樹立したのと同様の方
法にて AnxA1 の発現を抑
制した細胞株(rA1)を作成
し た 。 reverse-phase 
protein array (RPPA)解析
では AnxA1 の発現抑制に
より Akt、NF-κB p65 のリン酸化が亢進して
おり、同経路の活性化が示唆された。rA1 細
胞ではコントロールと比較して、NF-κB 経路
の標的の一つである IL-6 の発現分泌が亢進
していた。3 次元培養モデルを用いてその腺
管様構造の形成能を比較したところ、AnxA1
発現抑制により 3次元構造内部のアポトーシ
スの遅延がみられ、腺腔様構造の形成が遅延
した。 

腺腔様構造の形成遅延はコントロール細胞
の培地に組換え IL-6 を添加することでも観
察され、さらに rA1 細胞の培地に IL-6 の中
和抗体を添加すると同現象が抑制されるこ
とから、この腺腔様構造の形成遅延は IL-6
の分泌を介するものであることが示唆され
た。 

 
これらより AnxA1 の発現抑制は、Akt の活性
化、IL-6 の分泌を介して前立腺癌の発がん・
増殖に関与することが示唆された。当該研究
は、前立腺発癌における NFκBの関与を示す
とともに、前立腺細胞の 2次元培養と 3次元
培養環境下での差を示した点で非常に有意
義な報告であったと考える。同時に、In vitro
での前立腺発癌解析モデルとしての有用性
を示した報告として評価された。 
 
また、IL-6 の分泌によるに前立腺癌の発
癌・増殖に注目し、臨床サンプルを用いて前
立腺周囲脂肪から分泌される IL-6 と前立腺
癌の組織学的悪性度との相関を検討した。そ
の結果、血清 IL-6 と悪性度に相関は認めな
かったが、前立腺周囲脂肪組織(PPAT)から分
泌される IL-6 と Gleason の高い前立腺癌に
は有意な相関を認めた。以上から、IL-6 が前
立腺癌の発癌・増殖における重要なメディエ
ーターであることが示唆された。 

 
(3) スタチンによる前立腺癌のアンドロゲ
ン受容体発現低下と増殖抑制効果 
 
Western blotting にて、mevastatin と

simvastatin の両者とも AR と PSA 蛋白を減
少させた。しかし、スタチンは PSA mRNA を
減少させるものの、 AR の mRNA 発現 には影



 

 

 

響を与えなかった。 プロテアーゼ阻害剤 
MG132 を添加すると、スタチンによる AR の
蛋白低下は抑制されるため、 スタチンによ
る AR 低下は蛋白分解促進 によることが示
唆された。 さらに、スタチンは AR 蛋白量を
低下させることで、細胞増殖を抑制し、
dihydrotestosterone (DHT) の感度を低下さ
せることが明らかとなった。 
これらの結果よりスタチンによる AR の蛋

白発現低下作用は、転写ではなく蛋白分解亢
進によるもので、AR の蛋白低下により細胞増
殖抑制とアンドロゲン感受性の低下を生じ
た。これは、疫学的に明らかになっているス
タチンによる前立腺癌予防効果を説明する
一機序と考えられた。 
 
(4) ３次元培養環境下での AR の発現亢進と
発癌、癌増殖における機能解析 
 
2 次元及び 3 次元培養環境での遺伝子発現

の違いを、cDNA マイクロアレイ法を用いて網
羅的に解析を行い、一部の遺伝子については
その蛋白発現も確認した。 
RWPE-1細胞では2次元培養環境下では発現

していない AR が 3 次元培養にて発現誘導さ
れることを確認した。AR の異常な活性化はホ
ルモン不応性前立腺癌の原因の一つであり、
その活性化の調節機構は不明な点が多い。そ
こで、AR の制御を介した前立腺癌への影響を
いくつかの分子に焦点をあてて解析した。 

RWPE-1 cells were cultured in 2D on 
plastic (2D-P) or matrigel (2D-M) or under 
3D conditions. 
 
① Peroxisome proliferator-activated 
receptor γ coactivator -1 α (PGC-1α) 
 
AR と結合する分子 PGC-1αの前立腺癌にお
ける機能解析を行った。PGC-1αは AR の共因
子として AR の機能制御をしていると考えら
れ、PGC-1αの発現抑制により前立腺癌細胞

の発育が抑制された。このことより、PGC-1
αは前立腺癌治療の標的になりうると考え
られた。 
 
② Tip60 
 
ヒストンのアセチル化に関与する分子

Tip60 の過剰発現により、AR による転写がア
ンドロゲン非依存性に活性化された。逆に、
Tip60 の発現抑制により、前立腺癌細胞の増
殖抑制がみられたことより、治療の標的とな
りうる可能性が示唆された。 
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