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研究成果の概要（和文）：本研究では、培養細胞および私たちが樹立した動物モデルを用いて、新規ヒストン脱メチル
化酵素LSD1の阻害剤であるNCL1が前立腺癌の増殖を効率よく抑制することを見いだした。NCL1は、良好な抗腫瘍効果を
示しており、また明らかな有害事象を認めなかった。また、癌細胞の生存にかかわる反応として注目されているオート
ファジーに着目し、LSD1阻害剤によるオートファジーの誘導を見出した。そして、培養細胞を用いた実験においてオー
トファジー阻害剤の併用がLSD1阻害剤の治療効果を増強することを示した。

研究成果の概要（英文）：We investigated therapeutic potential of a novel histone lysine demethylase 1 
(LSD1) inhibitor, NCL1, in prostate cancer. Prostate cancer cells, LNCaP, PC3 and PCai1 were treated with 
NCL1, and LSD1 expression and cell viability were assessed. Prostate cancer cells showed strong LSD1 
expression, and cell viability was decreased by NCL1. NCL1 also induced G1 cell cycle arrest and 
apoptosis. In addition, autophagosomes and autolysosomes were induced by NCL1 treatment in LNCaP. 
Furthermore, LC3-II expression was significantly increased by NCL1 and chloroquine. In mice injected 
subcutaneously with PCai1 and intraperitoneally with NCL1, tumor volume was reduced with no adverse 
effects in NCL1-treated mice. Finally, LSD1 expression in human cancer specimens was significantly higher 
than that in normal prostate glands. NCL1 effectively suppressed prostate cancer growth without adverse 
events. We suggest that NCL1 is a potential therapeutic agent for hormone-resistant prostate cancer.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノム情報を癌治療に用いる、遺伝子

治療の分野は目覚ましい進歩を遂げている。
中でもある特定の遺伝子をターゲットとし
た分子標的治療は、癌に特異的な遺伝子変異
を標的にすることが多い。しかし、実際の癌
で高率に変異を有する遺伝子数は少なく、一
部の症例にしか適用できないという難点が
ある。 
近年、遺伝子に変異を伴わない場合でも、

発現に異常を認める、エピジェネティックな
変化が解明されつつある。中でも、ヒストン
タンパク質のエピジェネティックな変化で
あるメチル化は、発がん、細胞変性、老化な
どの病態発現に大きく関与していることか
ら、これらの酵素を阻害する薬剤の機能解明
が期待されている。しかし前立腺癌において
は、エピジェネティックな遺伝子変化を標的
とした治療薬は臨床応用されていない。 
Lysine Specific Demethylase 1(LSD1)を

代表とするヒストン脱メチル化酵素には、多
くのアイソザイムが存在する。そのため、こ
れらの酵素の機能解明や医薬品としての開
発のためには、高いアイソザイム選択性を有
する高活性な阻害剤の創製が必要となる。本
学においてはこれまで、プロテインデーター
バンクに登録されているX線構造解析情報と
分子モデリングによって得たタンパク質三
次元構造に着目し、新たな LSD1 阻害剤であ
る NCL1 を創製した。そして、低分子化合物
NCL1 は既存の阻害剤と比べて高い受容体選
択性をもつことが確認できた。 
前立腺癌治療の薬剤効果の検証を行うた

めにはモデル動物が必要となるが、前立腺癌
の進展・転移メカニズムに関しては不明な点
が多く、ヒトの病態をよく模倣した安定的に
骨に転移を起こす動物モデルはほとんどな
い。私たちは、ラットのプロバシン遺伝子プ
ロモーター下 PBSVT トランスジーンを SD 系
ラットの受精卵に導入し、前立腺癌のモデル
ラットを確立した。そして、モデルラットか
ら得られた癌組織を、去勢したヌードマウス
皮下に移植し長期に継代することで、細胞株
PCai1 を樹立した。PCai1 は、ヌードマウス
の前立腺への同所移植や尾静脈投与を行う
ことで、安定的に骨転移を起こすことも確認
できた。 
これらの成果を踏まえ本研究では、樹立し

た動物モデルを用いて、LSD1 を介した前立腺
癌の増殖メカニズムを検証することで、新規
治療薬 NCL1 を用いた分子標的治療の臨床応
用に向けた基礎的研究を行う。 
 
２．研究の目的 
前立腺癌に有効な遺伝子治療が存在しな

い理由として、標的となる有力な遺伝子変異
が存在しないことがあげられる。近年、変異
を伴わない場合でも標的となりうる、エピジ
ェネティックな変化に基づく増殖メカニズ
ムが解明されつつある。中でもヒストンタン

パク質のエピジェネティックな変化である
メチル化は、前立腺発がんに関与しているこ
とから、メチル化変換酵素を阻害する、修飾
薬の臨床応用が期待されている。本学薬学部
で、エピジェネティクス修飾薬として世界初
となる、細胞系でも作用する「ヒストン脱メ
チル化酵素の高選択的阻害剤 NCL1」が創薬さ
れた。それらの成果に基づき、本研究では
NCL1 を用いた遺伝子治療確立を目的とした
基礎的研究を行う。 
前立腺癌における LSD1 発現は、正常組織

に比べて高く、予後と相関することが指摘さ
れている。しかし、LSD1 阻害剤が生体に与え
る影響には未解明な部分が多い。私たちは、
ヒト前立腺癌細胞株 LNCaP を用いた研究で、
NCL1 の細胞増殖抑制効果を確認した。そこで
今回、樹立した動物モデルを用いて、LSD1 に
着目した前立腺癌の増殖・進展・転移メカニ
ズムの解析を行い、新たな分子標的治療法開
発への足掛かりとする。 
 

３．研究の方法 
本研究では、前立腺癌における LSD1 の癌

制御機序を解明し、LSD1 の選択的阻害剤であ
る NCL1 を中心とした治療法を確立すること
を目的としている。私たちはこれまでの研究
で、NCL1 の前立腺癌細胞への増殖抑制効果を
確認してきた。その成果を踏まえ、in vivo
での NCL1 の有効性と安全性を検証し、その
作用メカニズムの解明を目指す。そのため本
研究では、以下の研究項目を設定した。 

(1) 前立腺癌細胞株を用いた NCL1 の細胞増
殖抑制効果の検証とメカニズム解明 

(2) NCL1 を用いた LSD1 阻害による制癌作用
ならびに生体に及ぼす影響を検証 

(3) ヒト前立腺検体を用いた LSD1 タンパク
発現の解析 

これらについて、具体的には下記の研究項目
で施行した。 

研究①：前立腺癌細胞株 LNCaP、PCai1、PC3
と、正常前立腺細胞株 PrEC を用いて、ウェ
スタンブロットにより LSD1 の発現を、WST ア
ッセイにより細胞増殖に与える影響を検討
した。 

研究②：LNCaP を用いて、クロマチン免疫
沈降により、増殖に関与する遺伝子のメチル
化状態を検討した。また、LNCaP および PCai1
を用いて、ウェスタンブロットおよびフロー
サイトメトリーにより NCL1 の抗腫瘍効果の
メカニズムを検討した。 

研究③： LNCaP を用いて、透過型電子顕微
鏡、ウェスタンブロット、WST アッセイ、蛍
光免疫染色により、NCL1 によるオートファジ
ー誘導を検討した。 



研究④：PCai1 皮下移植モデルを用いて、
NCL1 の腫瘍抑制効果および生体に及ぼす影
響を検討した。6 週齢ヌードマウスの皮下に
PCai1 を移植し、4日後から NCL1 の腹腔内投
与 を 開 始 し た 。 NCL1 0.5mg/kg お よ び
1.0mg/kg を週 2回投与し、皮下移植から 9週
間後に sacrifice を行った。 

研究⑤：ヒト前立腺全摘除術標本から作製
した tissue microarray を用いて、正常前立
腺組織および前立腺癌組織における LSD1 発
現を免疫組織学的に検討した。 

 
４．研究成果 
研究①：ウェスタンブロットでは LSD1 は

すべての前立腺癌細胞株において高い発現
を認めた。WST アッセイでは NCL1 は濃度依存
的に細胞増殖抑制効果を認めた。一方、PrEC
では LSD1 の発現は癌細胞株に比べて弱く、
細胞増殖抑制効果も軽度であった。 
研究②：クロマチン免疫沈降では、NCL1 投

与によって ELK4、KLK2 のプロモーター領域
の H3K9 のメチル化亢進を認めた。ウェスタ
ンブロットでは、LNCaP において、p21、p27、
Cleaved caspase 3の増加およびELK4、KLK2、
Cyclin D1、CDK2、CDK4 の低下を認めた。さ
らにフローサイトメトリーでは、cell cycle 
arrest およびアポトーシスが誘導されてい
た。これらに対し、PCai1 において、ウェス
タンブロットでは Cleaved caspase 3 の増加
を認めたが、細胞周期関連蛋白の発現変化は
認めなかった。フローサイトメトリーでは、
アポトーシスを誘導していたが、cell cycle 
arrest の誘導は認めなかった。 
研究③：LNCaP において、NCL1 投与により

透過型電子顕微鏡像でオートファゴソーム
が認められ、ウェスタンブロットおよび蛍光
免疫染色ではオートファジーのマーカーで
ある LC3-Ⅱの誘導が認められた。また、オー
トファジー阻害物質であるクロロキンと
NCL1 の併用により、抗腫瘍効果が増強された。 

研究④： NCL1 1.0mg/kg 投与群は有意に腫
瘍体積が小さく、CD31 陽性腫瘍血管数の有意
な減少と、アポトーシスの誘導を認めた。さ
らに、生体に対する NCL1 による有害事象は

認めなかった。 

研究⑤：ヒト検体では、正常前立腺組織と
比較し、前立腺癌組織における LSD1 の発現
が有意に高かった。 
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