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研究成果の概要（和文）：本研究では、前立腺癌（PC）の神経周囲浸潤（PNI）に関与する転移促進性ラミニン
受容体であるintegrin α6と転移抑制性ラミニン受容体であるO型糖鎖(LNBG)の発現調節とEMT-MET制御機構の関
連を検討した。PC細胞は、EMTに伴い、integrin α6およびlet7i miRNA発現が亢進し、let7i miRNA がLNBGの合
成酵素の一つであるβ4GAT1の発現を特異的に抑制し、LNBG合成を減少させることで、転移促進性integrin α6
シグナル伝達経路およびSDF-1CXCR4経路を介したERK活性化により、PC細胞の神経周囲浸潤能を亢進することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although tumor microenvironment of highly innervated prostate considered to 
be laminin-rich and up-regulation of metastasis promoting laminin-binding integrin α6β1 
contributed to perineural invasion (PNI) and following metastasis of prostate cancer, many papers 
did not consider an anti-metastatic effect of laminin-binding glycan (LNBG) on α-dystroglycan in 
prostate cancer (PC). Here we identified that the SDF-1-CXCR4 axis and metastasis promoting integrin
 α6β1 upregulation occurred during EMT responsible for enhancement of migration capacity to 
perineural cells and perineural invasion capacity in metastatic PC cells. We also showed that 
translational repression of β4GAT1 by hsa-let-7i-5p miRNA was responsible for anti-metastatic LNBG 
depletion occurred during EMT process. These findings suggest that the SDF-1-CXCR4 axis and 
regulation of laminin receptor expression occurred during EMT especially, let-7i-5p regulated LNBG 
synthesis might be important for PNI and PC metastasis.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 神経周囲浸潤　ラミニン受容体　上皮間葉移行
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 前立腺癌は神経に沿って進展し、被膜外浸

潤すると考えられており、PNI は前立腺癌の
播種に関して最も重要なメカニズムの一つで

ある（Villers A et al. J Urol.149:793-798,1993.）。
ラミニンレセプターの一つであるintegrin α6 
は、神経周囲浸潤した前立腺癌細胞で発現が

亢進することが報告されている（Sroka IC. J 
Cell Physiol. 224:283-288, 2010）。一方、
α-dystroglycan (α-DG)のムチンドメインに付
加されるラミニン結合性O 型糖鎖（Laminin 
binding O-glycan: LNBG）は、基底膜との接着
に重要であり、悪性度が高い前立腺癌細胞で

は、本糖鎖の合成異常が起こることが報告さ

れている（Bao X et al. PNAS 106:12109-12114 
,2009. Shimojo et al. Prostate. 71:1151-1157, 
2011）。我々の研究から、LNBG の発現を調
節する因子の一つとしてFER tyrosine kinase
（FER）を同定してきた。FER の発現亢進が
LNBGの合成に関連する糖転移酵素の発現を
抑制することで、基底膜との接着を損ない、

ラミニンからintegrin α6 へのシグナル伝達を
増加させることで遊走能、浸潤能が増加する

ことを示した（Yoneyama et al. Mol Biol Cell. 
23. 771-780, 2012）（図1）。	 	 	 	 	 	 	 	  
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 1. ラミニンレセプターの発現調節による

前立腺癌の遊走能、浸潤能の変化            
 
以上の知見から、前立腺癌細胞のラミニン

レセプターは、FERのような発現調節因子に
よってその発現が制御され、結果として前立

腺癌細胞の運動能が亢進し、被膜外へ浸潤転

移をすると考えられる。しかしながら、ラミ

ニンレセプターの発現調節と癌細胞の浸潤転

移に必須である EMT-METとの関連は不明で
ある。本研究では、前立腺癌細胞の浸潤転移

におけるラミニンレセプターの発現調節と

EMT-MET 制御機構について解明するために 
integrin α6と α-DG の LNBGの 2種の異なる
機能を有するラミニンレセプターの発現が異

なる PC-3細胞集団を単離し、比較解析するこ
とで、ラミニンレセプターの発現調節と

EMT-MET制御機構について検討可能である
と考えた。 
 
２．研究の目的 
	 前立腺癌の進展過程において被膜外浸潤に

関わるPNIと前立腺癌細胞のEMTおよびMET
は重要なメカニズムであるが、その詳細な分

子機構は解明されていない。本研究では、前

立腺癌の局所進展の鍵となるPNI に関与する
ラミニンレセプター（integrin α6 およびラミ
ニン結合O 型糖鎖: LNBG）の発現調節と癌の
浸潤転移に必須であるEMT-MET 制御機構と
の関連性について明らかにする。 
	  
３．研究の方法 
	 本研究では、前立腺全摘標本を用いた免疫

組織化学的検討によってラミニンレセプター

（LNBG、integrin α6）の局在、PNIに関する
臨床的意義を明らかにする。次にラミニンレ

セプターの発現が異なる前立腺癌細胞株の

DNAマイクロアレイ解析を行い、ラミニンレ
セプターの発現調節に関連する責任分子を検

索する。次に同定した責任分子の過剰発現、

ノックダウン細胞を調製し、ラミニンレセプ

ター発現への影響を検討する。さらに各種前

立腺癌細胞および上記で調製した細胞を用い

て種々の基質に対するケモタキシスアッセイ、

マトリゲル浸潤能およびヒト神経周膜細胞に

対する浸潤能を検討する。最終的にマウスに

上記の前立腺癌細胞を正所性に移植し、腫瘍

形成能や転移能について検討し、ラミニンレ

セプターおよび EMT-MET責任分子の発現と
PNIとの関連を調査する。 
 
４．研究成果 
前立腺癌細胞に発現する代表的なラミニン

レセプターとして integrin α6と α-DGのLNBG
の発現を神経周囲浸潤している前立腺全摘組

織（97例）の免疫染色（図 2）によって調べ
た。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 2. 神経周囲浸潤部位における integrin α6
と LNBG の免疫染色および PSA 再発との関

連                     
 



その結果、PNI部位における LNBG陰性か
つ integrin α6陽性腫瘍の存在(図 2B)は、前立
腺癌の生化学的再発に関与することを明らか

にした（図 2A）。また所属リンパ節転移部位
においても検討した検体全て LNBG陰性かつ
integrin α6陽性腫瘍であった（図 2C）。 
	 臨床検体で得られた知見を前立腺癌細胞株

で検証するため、低浸潤性細胞(LNCaPおよび
PC3-H)と高浸潤性細胞株(LNCaP-androgen 
independent: LNCaP-AIおよび PC3-L)における
integrin α6と LNBGの発現や LNBGの合成に
関連する糖転移酵素の発現を細胞蛍光染色お

よびWestern blot (WB)（図 3）、qPCR (図 4)
および DNA microarray（図 5）で調査した。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 3. 前立腺癌細胞株の integrin α6と LNBG
の細胞蛍光免疫染色、FACS と WB 解析 

A,B,C,D. 各前立腺癌細胞株におけるラミ

ニンレセプターの発現。ラミニンレセプター

は、Alexa488 (緑)、β-actin は、TRIC (赤)標識

2 次抗体で検出した。G,H,I,J. 各前立腺癌細

胞株における EMT 関連分子の発現。

E-cadherin, N-cadherin, vimentin は、

Alexa488 (緑)、β-actin は、TRIC(赤)標識 2 次

抗体で検出した。E. WB による各前立腺癌細

胞株における Androgen レセプターの発現。

F. FACS による PC3-H および PC3-L 細胞に

おける LNBG の発現解析。K.L WB による各

前立腺癌細胞株における integrin および

LNBG 合成関連糖転移酵素の発現。	 	 	 	 	 	 	  

 
図 4. 前立腺癌細胞株の integrin α6と LNBG
の qPCR による発現解析 

A,B. qPCR による LNBG 合成関連糖転移酵

素の発現。C,D. qPCRによる integrinの発現。

E,F. qPCR による EMT 関連遺伝子の発現。  
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 5. 前立腺癌細胞株の integrin と LNBG 合

成関連酵素、EMT 関連遺伝子の Microarray
による発現解析              
 
図 3,4,5の結果から、高浸潤性を示す前立腺癌
細胞では integrin α6の発現が亢進するが、同
じラミニンレセプターである LNBGの発現は、
顕著に減少し、LNBGが減少した細胞では、
EMT関連分子の発現が亢進していることが
明らかとなった。 
このことから以降の実験では、ラミニンレ

セプターの発現が異なり、Integrin α6発現亢進



かつ LNBG発現減少の高浸潤性 PC3-Lおよび
LNCaP-AI細胞と Integrin α6発現減少かつ
LNBG発現亢進の低浸潤性 PC3-Hおよび
LNCaP細胞で検討を進めた。 
	 また前立腺癌細胞が神経周囲へと浸潤する

際に神経周膜細胞(HPNC)が分泌するケモカ
インに誘引されていると考えられたことから、

HPNC細胞が分泌するケモカインの測定を行
った（図 6A）。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 6. HPNC が分泌する SDF-1 に対する前立

腺癌細胞の遊走能と ERK 活性化および各種

細胞外基質に対する遊走能         
 
その結果、HPNC細胞は、多量の Stromal 
deraived factor-1 (SDF-1)を分泌していること
が明らかとなった（図 6A）。さらに SDF-1
のレセプターである C-X-C chemokine receptor 
type 4 (CXCR4)は、前立腺正常上皮および前立
腺癌細胞で発現していることが明らかとなっ

た（図 6B）。HPNC細胞が分泌する SDF-1が
前立腺癌細胞の遊走能を亢進するかどうかを

調べるために、抗 CXCR4抗体で処理した前
立腺癌細胞と処理していない前立腺癌細胞の

HPNC細胞のコンディショナル medium 
(HPNC-CM)に対するケモタキシスアッセイ
を行った（図 6C）。その結果、前立腺癌細胞
の HPNC-CMに対する遊走能は、低浸潤性細
胞である LNCaPおよび PC3-Hと比較し、高
浸潤性細胞である PC3-Lおよび LNCaP-AI細
胞で顕著に高く、抗 CXCR4抗体によって有
意に阻害されることから HPNC細胞が分泌す
る SDF-1が前立腺癌細胞上の CXCR4と相互
作用することにより、細胞遊走シグナルが活

性化する可能性が示唆された。このことから

次にSDF-1処理による前立腺癌細胞のERKお
よび AKTのリン酸化について調べた（図

6D,E）。その結果、SDF-1により高浸潤性細
胞である PC3-Lおよび LNCaP-AI細胞で ERK
のリン酸化が有意に増加し、遊走能が亢進す

ることが明らかとなった。 
高浸潤性前立腺癌細胞は、HPNC細胞が分

泌する SDF-1によって遊走能が亢進すること
が明らかとなったが、さらに前立腺癌細胞が

ラミニンリッチな神経周膜細胞へ到達するた

めには、ラミニンへの親和性が重要と考え、

ラミニンを始めとする細胞外基質の刺激によ

る ERKおよび AKTのリン酸化についても調
べた（図 6F,G）。その結果、LNBGを高発現
している LNCaPや PC3-H細胞では、ERKの
活性化がほとんど認められなかったのに対し、

LNBGの発現が減少し、integrin α6の発現が亢
進している高浸潤性前立腺癌細胞は、特に

LN511や integrin α6が結合する LN511E8ドメ
イン処理によって有意に ERKのリン酸化が
亢進した。このことから、前立腺癌細胞は、

コラーゲンやフィブロネクチンよりもよりラ

ミニンに親和性が高いことが示唆された。 
さらに前立腺癌細胞の各種細胞外基質に対

するハプトタキシスアッセイを行った（図

6H）。その結果、ERKのリン酸化と同様に高
浸潤性前立腺癌細胞は、特に LN511やインテ
グリン α6が結合する LN511E8ドメインをコ
ーティングしたフィルターに高い遊走能を示

すことが明らかとなった。 
次に神経周膜細胞層に対する浸潤能を調査

するために神経周膜細胞積層モデルに対する

浸潤アッセイと抗 integrin α6抗体あるいは、
抗 CXCR4抗体による阻害実験を行った（図
6I）。その結果、LNBGを高発現している
LNCaPや PC3-H細胞と比較し、LNBGの発現
が減少し、integrin α6の発現が亢進している高
浸潤性前立腺癌細胞（LNCaP-AIおよび
PC3-L）は、神経周膜細胞層モデルに対する浸
潤能が有意に高く、これらは、抗 integrin α6
抗体あるいは、抗 CXCR4抗体によって有意
に阻害され、LNBG高発現低浸潤性細胞
（LNCaPや PC3-H）と同程度の浸潤能となっ
た。これらの細胞生物学的実験から神経周囲

に浸潤しやすい PC細胞は、LNBG陰性かつ
integrin α6陽性細胞であることが示唆された。 
さらにマイクロアレイ解析からラミニンレ

セプターの発現調節、EMT-MET制御に関連
する責任分子を検索した結果（図 7A）、let7i 
miRNAの発現が神経周囲浸潤能が高い PC細
胞で顕著に増加することが明らかとなった

（図 7A,B）。let7i miRNAの標的遺伝子を
TargetScanによって検索した結果、LNBGの
合成に関与する β1,4glucronyltransferase 
1(β4GAT1)の 3’-UTR領域に let7i miRNA-5pの
結合部位があることが明らかとなった（図

7C）。レポーターアッセイの結果（図 7D）か
ら、let7i-5p miRNAが β4GAT1の 3’-UTR領域



の標的部位に結合することで β4GAT1発現を
抑制的に調節することが示唆された。さらに

FACS解析から、let7i-5p miRNA阻害剤処理に
より、LNBG低発現高浸潤性細胞株（PC3-L
および LNCaP-AI）において顕著に LNBGの
合成が亢進することが明らかとなり、let7i-5p 
miRNA阻害剤が、β4GAT1のタンパク合成を
亢進させることが明らかとなった（図 7F,G）。 
さらに細胞生物学的実験から let7i miRNA

阻害剤が LNBGの合成に関与する β4GAT1の
発現を抑制し、LNBGの合成を減少させ PC
細胞の神経周囲への遊走および浸潤能を抑制

することを明らかにした（図 7H,I）。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 7. LNBG の合成に関与する β4GAT1 の発

現調節に関与する let7i-5p miRNA の発現と

let7i-5p miRNA 阻害剤による LNBG 合成能

への影響                  
 
さらに LNBG高発現低浸潤性細胞（LNCaPお
よび PC3-H）へ let7i-5p miRNAを強制発現さ
せた結果、β4GAT1のタンパク質発現および
LNBGの合成が亢進した（図 8A,B,C）。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 8. LNBG 高発現低浸潤性細胞における

let7i-5p miRNA の一過性強制発現による

LNBG 合成への影響             
 

最後に神経周囲浸潤能が高い PC細胞を前
立腺に移植したマウスに let7i miRNA阻害剤
投与し、腫瘍形成能、転移能を評価した（図

9A-E）。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 9.前立腺正所性腫瘍移植モデルにおける

let7i-5p miRNA 阻害剤投与の影響      
 
その結果、let7i miRNA阻害剤を投与した群で
腫瘍形成能および転移能が減少し、腫瘍組織

の LNBGの発現が増加した（図 10）。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 10. 前立腺腫瘍およびリンパ節転移部位摘

出標本におけるラミニンレセプターの発現と

Ki67染色(let7i-5p miRNA阻害剤投与の影響) 
 
以上の結果から、神経周囲に浸潤しやすい

PC細胞は、LNBG陰性かつ integrin α6陽性細
胞であることが示唆された。LNBG陰性化の
過程は、EMTによって発現が亢進する let7i-5p 
miRNAがβ4GAT1のタンパク質発現を抑制す



ることで LNBGの合成が減少する一つメカニ
ズムを明らかにした。また let7i-5p miRNA阻
害剤が、前立腺癌の腫瘍形成および転移能を

抑制する創薬ターゲットとなり得る可能性が

示唆された。これらの成果を論文にまとめ投

稿予定である。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 
図 12. 本研究で明らかとなった前立腺癌細胞

における神経周囲浸潤メカニズム       
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