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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の薬物療法に対する治療抵抗性を獲得する機序を明らかにすることを目的と
した。本研究では、酸化ストレスに関係する因子に着目して抵抗性獲得機序の解明を試み、アルデヒド解毒酵素
（aldo-keto reductase (AKR)1C3）が関与していることを見出した。すなわち、AKR1C3が前立腺癌細胞（LNCaP
細胞、22Rv1細胞）の抗アンドロゲン剤抵抗性の獲得に伴い発現上昇し、その発現量が抗アンドロゲン剤の効果
に関与することを示した。またAKR1C3阻害剤が、前立腺癌細胞の抗アンドロゲン剤に対する抵抗性を克服するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To find factors associated with drug-resistant prostate cancer, we here 
focused on oxidative stress and showed that aldo-keto reductase (AKR)1C3 is a potential target. 
Namely, AKR1C3 expression was increased in the cells resistant to anti-androgens, and the extent of 
growth inhibition by antiandrogens was associated with its expression level. Furthermore, AKR1C3 
inhibitors increased the growth inhibition by antiandrogens in the drug-resistant prostate cancer 
cells. 

研究分野：泌尿器科学、薬局薬学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
各種前立腺癌細胞株を用いた薬剤抵抗性獲得モデルにおいて、酸化ストレス防御因子であるアルデヒド還元酵素
の一つが関与していることを突き止めた。本研究成果は、治療抵抗性を獲得した前立腺癌に対してアルデヒド還
元酵素が標的となり得ることを示しており、新たな治療戦略として期待できると考える。　



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
前立腺癌における薬剤抵抗性は，主としてホルモン療法による低アンドロゲン環境下でのア
ンドロゲン受容体の異常な活性化に起因する．その機序として，恒常的に活性化されたスプラ
イシングバリアントの出現やアンドロゲン受容体以外の増殖シグナルの活性化などが明らかに
され，去勢抵抗性前立腺癌に対するこれらの因子に着目した新たな治療法の開発が進められて
いる．また，酸化ストレスを抑制する因子の前立腺癌の去勢抵抗性への関与が示され，それを
標的とした治療の有効性が示唆されている．多くの場合，抗癌剤による化学療法や放射線療法
を用いた癌治療は酸化ストレスを惹起し，癌を細胞死に導く．しかし，持続的な酸化ストレス
の誘導は，細胞内の酸化ストレス防御因子の恒常的な活性化を招き，これにより癌細胞死が回
避されて薬剤抵抗性に繋がると考えられている．また，抗アンドロゲン剤の連続投与による前
立腺癌の去勢抵抗性の誘導にも持続的な酸化ストレスが関与することが示されている．これら
の知見より，酸化ストレス防御能の亢進は，癌細胞が化学療法に打ち勝ち，薬剤抵抗性を獲得
するための生存戦略であると予測される．すなわち，薬剤抵抗性を獲得してしまった前立腺癌
に対し，恒常的に活性化している酸化ストレス防御因子を抑制することは治療標的の一つであ
る． 
 
２．研究の目的 
前立腺癌の薬剤抵抗性につながる酸化ストレス防御因子を明らかにし，その抵抗性克服標的
因子としての可能性を探る． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
各細胞は 37℃，5% CO2条件下の炭酸ガスインキュベーター内で培養し，3 日毎に培地を交換
して 7日毎に継代維持した．増殖培地として，10% FBS，100 U/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL
ストレプトマイシンを含む RPMI1640 を用いた．接着細胞の剥離には 0.25%トリプシンおよび
0.02% EDTA を含む DPBS（pH7.4）を用いた． 
(2) 抗アンドロゲン剤長期処理による耐性株の作製 
各細胞をフルタミド，ビカルタミドもしくはエンザルタミド含有 RPMI1640 にて，維持するこ
とにより耐性細胞株を樹立した．培地中に添加したフルタミド，ビカルタミドもしくはエンザ
ルタミド濃度は 3継代ごとに段階的に増加させ，耐性細胞を作製した． 
(3) 細胞生存率の測定 
細胞生存率は WST-1 アッセイにより評価した．増殖培地に懸濁した細胞を 96穴プレート中に
2 x 104 cells/200 µL ずつ播種し，CO2インキュベーター内で 24 時間培養した．抗生物質のみ
を含む血清不含培地に交換して2時間培養後，培地中に試料を添加してさらに24時間培養した．
対照群として，培地のみ (blank) と DMSO を添加した細胞 (100% control) を調製した．次に，
5 mM WST-1 および 0.2 mM 1-Methoxy PMS を含む 20 mM HEPES-NaOH (pH 7.4) 溶液 10 µL を添
加して 37℃，3時間培養した後，マイクロプレートリーダーModel680 (Bio Rad) を用い，測定
波長 415 nm および対照波長 655 nm の吸光度を測定した．細胞生存率 (%) を以下の式により
算出した． 

細胞生存率 (%) = (S-A)/(B-A) x 100 
S : 試料および細胞を添加した well の吸光度 
A : 培地のみを添加した well の吸光度 (blank) 
B : DMSO および細胞を添加した well の吸光度 (100% control) 

(4) ウェスタンブロット 
調製したサンプルを sample buffer で還元，加熱処理し，Laemmli の方法に従って SDS-PAGE
を行った．SDS-PAGE 後のゲル上タンパク質を PVDF 膜へ転写する方法は，Towbin らの方法を用
いた．検出は ECL enhanced chemiluminescence detection kit による化学発光法にて行った．
タンパク質バンドのデントメトリー分析には，Fuji-Film Multi Gauge ソフトウェアを使用し
た． 
(5) RT-PCR 
全 RNA は TRIzol 試薬を用いて抽出した．すなわち，ReverTra Ace qPCR RT Master Mix kit
を用いて，37℃，60分間インキュベートすることにより，全 RNA から一本鎖 cDNA を調製した．
調製した cDNA を鋳型とし，特異的プライマーを用いて DNA Engine Dyad Cycler (Bio-Rad) に
て PCR を行った．増幅した PCR 産物を 1%または 1.5%アガロースゲルで電気泳動後，エチジウム
ブロマイド染色し，UV 照射下にて検出した． 
(6) ヒドロキシノネナール（HNE）還元活性の測定 
HNE 還元活性は，以下の反応系における補酵素 NADPH の減少速度を分光光学的（340 nm）に
測定することにより算出した．反応系は，0.1 M リン酸カリウム (pH 7.4)，0.1 mM NADPH，10 
µM HNE および細胞抽出液を含む全量 2 mL とした．また，酵素活性 1 unit は 25℃において 1
分間に 1 µmol の NADPH を酸化する酵素量とし，モル吸光度係数 (ε = 6.22 x 103 M-1cm-1) を
用いて算出した．なお，AKR1C3 の HNE 還元活性は，40 µM トルフェナム酸を添加した反応系に
おける活性の差より算出した． 
 



(7) ドットブロット法 
 細胞内の HNE 結合タンパク質量は，Dot blotter（サンプラテック）を用いたドットブロット
により評価した．調製した試料 100 µgを PVDF 膜に固定して 0.5%BSA を含む TBS 中でブロッキ
ング処理後，膜を一次抗体（抗 HNE ポリクローナル抗体）および二次抗体を含む TBST と順次反
応させた．検出は ECL enhanced chemiluminescence detection kit による化学発光法にて行っ
た． 
 
４．研究成果 
(1) 薬剤耐性前立腺癌細胞株の樹立および各種酸化ストレス防御因子の発現変動 
アンドロゲン受容体陽性前立腺癌細胞株である LNCaP 細胞および 22Rv1 を用いて，各種抗ア
ンドロゲン剤（フルタミド，ビカルタミド，エンザルタミド）に対して耐性を示す細胞株を得
た．これらの細胞株について，アンドロゲン受容体および酸化ストレス防御因子の遺伝子発現
量を RT-PCR 法により測定した．その結果，各抗アンドロゲン剤耐性株はそれぞれの親株に比べ，
アンドロゲン受容体の発現量の上昇が認められた．さらに，耐性株において，アルデヒド解毒
酵素（aldo-keto reductase (AKR)1C サブファミリー酵素 AKR1C1，AKR1C2，AKR1C3），ヘムオキ
シゲナーゼ（HO1），NAD(P)H キノン還元酵素（NQO1）が発現変動を来していることを観察した．
また，ウェスタンブロット法により，酸化ストレス防御因子の発現制御に関わる転写因子 Nrf2
が核に移行していることが確認され，Nrf2 が恒常的に活性化していることが示唆された．すな
わち，抗アンドロゲン剤耐性獲得により Nrf2 の恒常的活性化が引き起こされ，各種酸化ストレ
ス防御因子の発現上昇に至ったことが推察された． 
発現変動が観察された酸化ストレス防御因子の中で，アルデヒド解毒酵素の一つである
AKR1C3 のみが，各耐性前立腺癌細胞株で共通して発現上昇していた．また，AKR1C1，AKR1C2
および AKR1C3 の阻害剤である 3-bromo-5-phenyl-salicylic acid，ウルソデオキシコール酸お
よびトルフェナム酸の存在下で，22Rv1 細胞における各抗アンドロゲン剤に対する感受性を調
べたところ，AKR1C1 と AKR1C3 の阻害剤添加時は感受性亢進が観察された．これに対し，AKR1C2
阻害剤はその感受性に影響を及ぼさなかった．AKR1C3 は細胞内の抗酸化酵素としての役割だけ
でなく，アンドロゲン合成経路に関与していることからも，本酵素の抗アンドロゲン薬耐性化
に伴う発現上昇は大きな意義を持つと推測される．そのため，以降の検討では，AKR1C3 に着目
して行った． 
次に，各種耐性細胞株における抗酸化能をそれぞれの親株と比較したところ，反応性アルデ
ヒドの還元活性（抗酸化活性）（HNE 還元活性および HNE 結合タンパク質量で評価）が耐性細胞
において亢進していることを見出し，さらに，反応性アルデヒド暴露によって誘導される各耐
性細胞の細胞障害が増強されることを示した．この結果は，各種耐性前立腺癌細胞株において，
AKR1C3 が反応性アルデヒドを介した細胞障害に関与し，その耐性化において重要な意義を持つ
ことを示している． 
 
(2) 抗アンドロゲン剤による細胞増殖効果に対する AKR1C3 過剰発現もしくは発現抑制の影響 
前立腺癌細胞株（LNCaP 細胞および PC-3 細胞）に AKR1C3 を一過性に過剰発現させた場合，
抗アンドロゲン剤による細胞増殖抑制効果は減弱傾向を示すことを明らかにした．すなわち，
AKR1C3 を過剰発現させた細胞では，ベクターのみを導入した対照細胞と比較して，感受性が有
意に低下した．さらに，22Rv1 細胞についても同様に AKR1C3 を過剰発現させた場合，各種抗ア
ンドロゲン剤（フルタミド，ビカルタミド，エンザルタミド）による細胞増殖抑制を顕著に減
弱させることを示した．また，これらの細胞株において，AKR1C3 siRNA を用いて発現抑制させ
た場合，抗アンドロゲン剤の細胞増殖抑制効果の増強が観察された．すなわち，酸化ストレス
防御因子の一つである AKR1C3 の発現量の多寡は，前立腺癌細胞株の抗アンドロゲン剤による細
胞増殖抑制作用に影響することが示唆された． 
 
(3) 抗アンドロゲン剤による細胞増殖効果に対する AKR1C3 阻害剤の影響 
各種抗アンドロゲン剤耐性 22Rv1 細胞における様々な薬剤に対する感受性，および AKR1C3
阻害剤の効果について検討した． 
フルタミドに対し抵抗性を示す 22Rv1 細胞において，ビカルタミドやエンザルタミド，ドセ
タキセルをそれぞれ作用させた場合，抵抗性を示さない 22Rv1 細胞での増殖抑制効果に比べて
効果減弱が観察された．また，フルタミド抵抗性をもつ 22Rv1 細胞の各種薬剤の増殖抑制効果
は，AKR1C3 阻害剤（トルフェナム酸,バッカリン誘導体）存在下において，非存在下に比べ有
意な作用増強が観察された．すなわち，フルタミドに対して抵抗性を獲得した細胞は，他の薬
剤においても一定の感受性低下を引き起こすが，この感受性の低下は AKR1C3 阻害剤により一部
克服できると考えられた．同様の効果は，ビカルタミドもしくはエンザルタミドによる増殖抑
制に対し抵抗性を示す 22Rv 細胞においても認められ，AKR1C3 阻害剤は抗アンドロゲン剤に抵
抗性を示す前立腺癌細胞に対し，様々な抗がん剤の感受性の増強を期待できることが示唆され
た． 
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