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研究成果の概要（和文）：進行前立腺癌に対するアンドロゲン除去療法は有効であるが、いずれ無効な状態とな
る。アンドロゲン受容体シグナルが抑制されることによって、前立腺癌細胞の増殖は抑制されるが、前立腺癌細
胞からCCL20が分泌され、癌細胞自身（あるいは近傍の前立腺癌細胞）に作用し、結果的に前立腺癌細胞の転移
能を高める可能性が明らかとなった。また転移能が高い前立腺癌細胞からはCCL20が多く分泌されており、CCL20
が転移能を高めている可能性が裏付けられた。

研究成果の概要（英文）：The curative effects of androgen-deprivation therapy may become severely 
compromised when the prostate cancer cells develop into a castration-resistant stage. Blockade of 
androgen-androgen receptor signaling inhibited prostate cancer cell proliferation; however, it could
 increase metastatic ability of prostate cancer cells via CCL20 by autocrine manner. Prostate cancer
 cells with high metastatic ability also showed high expression of CCL20, suggesting that CCL20 adds
 metastatic potential to prostate cancer cells.

研究分野：泌尿器腫瘍学

キーワード： 去勢抵抗性前立腺癌　アンドロゲン受容体　ケモカイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで前立腺癌におけるCCL20の役割について報告した研究はなく、CCL20が前立腺癌に及ぼす影響は未知であ
った。CCL20単独で進行前立腺癌の悪化を予測するバイオマーカーとなる可能性があるだけでなく、すでに知ら
れているCCL2や他の分泌蛋白と併用して、優れた血清バイオマーカーとなる可能性が考えられる。現在根治療法
の見込めない進行前立腺癌に対する新たな治療のターゲットとして、さらなる研究の促進が見込まれる。
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１．研究開始当初の背景 
 進行前立腺癌に対する androgen/androgen receptor (AR)シグナルをターゲットとした
androgen-deprivation therapy (ADT)は、しばらく病勢をコントロールすることができるが、
いずれ耐性を獲得した状態の castration-resistant prostate cancer (CRPC)となる。CRPC は
未だ根治を望める治療が存在せず、新たな治療法の開発のためには CRPC のメカニズムの全貌を
解明することが必要である。CRPC のメカニズムについては androgen/AR シグナルの活性の有無
によって二つに分けられると考えている。一つは androgen/AR シグナルがなお癌細胞を活性化
する状態（androgen に高感受性あるいは恒常的に活性化した状態など）であり、我々は、副腎
性 androgen が前立腺癌の再燃を引き起こすこと (Int J Urol 2010;17:337-45) や、癌微小環
境での androgen 生合成に骨由来間質細胞が関与していること(Endocr Relat Cancer 
2009;16:1139-55)を明らかにしてきた。もう一方は androgen/AR シグナルの活性化が逆に癌細
胞の浸潤・転移活性を抑えている（すなわち、androgen/AR シグナルを抑制すると癌細胞が活
性化する）状態で、この二つの病態は相互排他的なものではなく、同一患者においてもモザイ
ク状に細胞群を形成しているものと考えている。近年注目されている癌細胞の不均一性という
観点からすると、二つの異なるなるべくとる指向性をもつ細胞群が同時に存在することは癌進
展に好都合な環境であり、一つのターゲットに対する治療では根治が難しい臨床の状況とよく
合致している。 
現在、特に後者のメカニズムの解明に向け研究を重ねており、ADT により androgen/AR シグ
ナルが抑制されることでケモカイン CCL2 の分泌が亢進し、TAM を介して癌細胞に
epithelial-mesenchymal transition (EMT)をもたらし、浸潤・転移を促進すること(EMBO Mol Med 
2013;5:1383-401)や、enzalutamide に対する耐性獲得機序としても STAT3-CCL2 経路を介した
TAM の活性化が重要な役割を果たしていること(Cell Death Dis 2013;4:e764)を明らかにした。
このように、androgen/AR シグナルを抑制すると免疫環境が大きく変化することが明らかとな
ってきたが、最近では CRPC 患者においては MDSC や Treg が増加しており、癌の進展に寄与して
いるとの報告があり、androgen/AR シグナルがこれら免疫寛容の誘導にどのような役割を果た
しているのかは非常に興味深いところである。 
これまでに、遊走能試験用の有孔トランスウェルを通り抜け、下の槽に接着したヒト前立腺
癌細胞株 C4-2(mig)を採取し、元の親細胞(prt)と比較したところ、高い遊走能を有すると考え
られる mig は AR 蛋白の発現が低下しており、その発現低下に反比例するように EMT を示唆する
変化 (N-cadherin 亢進と E-cadherin 低下）が認められることを明らかにした。さらに、mig
では TGF-β1 の発現が亢進していた点と、ケモカイン PCR アレイの結果、これまでに我々が報
告したCCL2の他にはケモカインの中で唯一CCL20の発現だけがmigで著しく亢進していた点に
注目した。TGF-β1は myeloid-derived suppressor cell (MDSC)を活性化し、MDSC は regulatory 
T cell (Treg)を活性化する。naïve CD4(+) T cellから Treg への分化にも TGF-β1 が必要で
ある。CCL20 は癌組織内へ Treg をリクルートする可能性があると報告されているが、前立腺癌
微小環境において果たす機能は全く明らかにされていない。このように、前立腺癌細胞は
androgen/AR シグナルの活性低下・EMT 誘導と同時に、TGF-β1や CCL20 などの腫瘍免疫抑制に
関わる分子を分泌、免疫寛容を誘導し、さらなる前立腺癌の増悪を引き起こしている可能性が
示唆される。 
 
２．研究の目的 
いくつかの研究グループから androgen/AR シグナルの抑制が前立腺癌の転移・浸潤を促進す
る可能性が報告されているが、そのメカニズムの全貌は未だ明らかではない。我々の予備的な
実験結果からはC4-2でのandrogen/ARシグナルの抑制とTGF-β1やCCL20の分泌亢進の関連性
が示唆されている。そこでまず、他のヒト前立腺癌細胞株を使用し、多数の細胞株で同様の結
果が普遍的に得られることを確認する。遺伝子レベルだけではなく、分泌蛋白としてのこれら
の発現レベルを定量的に評価する。本研究で焦点を当てる CCL20 は、その誘導経路や機能につ
いてはほとんど明らかにされていないため、androgen/AR シグナルがどのように CCL20 を制御
しているのかを解析する。CCL20 が前立腺癌細胞に(autocrine 的に)及ぼす作用や免疫寛容に関
連する細胞への及ぼす作用を明らかにする。CCL20 の受容体である CCR6 の発現は、細胞に CCL20
の作用を発揮させるためには必須であり、様々な条件下で CCR6 の発現についても解析する。本
研究では CCL20 を CRPC における前立腺癌細胞活性化因子の一つと考え、癌増悪に関する分子機
構を明らかにすることで、CRPC における転移・浸潤を制御できるような治療法の開発につなげ
たいと考えたている。 
 
３．研究の方法 
(1) AR 陽性ヒト前立腺癌細胞株 LNCaP を用いて CCL20 の発現を検討した。コントロールの
LNCaP(LNCaP-NC)と、AR を small interference RNA にてノックダウンした LNCaP-siAR に
おけるCCL20の発現をPCRにて比較した。関連する他のケモカインについてもPCRを行い、
比較した。 
(2) 去勢抵抗性モデルであるC4-2Bと LNCaPを用いてウェスタンブロットにてARの発現の有無
での CCL20 の発現の相違を比較した。また、CCL20 の受容体 CCR6 のタンパクレベルの変化



も比較した。ELISA にて CCL20 の分泌量を定量、比較した。 
(3) AR の有無による上記前立腺癌細胞の表現型の変化を比較した。 
(4) 遊走能試験用の有孔トランスウェルを通り抜け、下の槽に接着したヒト前立腺癌細胞株
(mig)を採取し、元の親細胞(prt)と CCL20 の発現レベル、表現型を比較した。 
(5) 前立腺癌細胞への CCL20 の添加による表現型の変化を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) まず、LNCaP の AR をノックダウン(LNCaP-siAR の作成)し、PCR とウェスタンブロットによ
り、ARレベルが抑制されていることを確認した。続いて、メッセージレベルで CCL20 や CCL2
の発現を比較したところ、LNCaP-siAR では LNCaP-NC と比較し明らかに亢進していた。さ
らに蛋白レベルでも LNCaP-siAR では CCL20 の発現が亢進していた。一方、CCL20 の受容体
CCR6 に関しては、LNCaP-siAR と LNCaP-NC で蛋白レベルにおいてはほとんど変化が認めら
れなかった。C4-2B-siAR でも C4-2B-NC と比較し CCL20 の蛋白レベルは明らかに亢進して
いたが、LNCaP 同様に CCR6 に関しては、C4-2B-siAR と C4-2B-NC で蛋白レベルにおいては
ほとんど変化が認められなかった。ELISA においても LNCaP-siAR と C4-2B-siAR は、分泌
量自体は少ないものの、CCL20 の分泌量が有意に増加していることが示された。 
(2) 次に mig を採取した。C4-2B-mig は C4-2B-prt と比較し AR の発現が低下していたが、CCR6
の発現には変化が見られなかった。LNCaP についても同様に LNCaP-mig では ARが低下して
いる傾向がみとめられたが、採取される mig の細胞数が非常に少なく評価は困難であった。
ELISA において、LNCaP-prt や C4-2B-prt はほとんど CCL20 を分泌していなかったが、
C4-2B-mig は CCL20 を大量に分泌するようになっていた。LNCaP-mig も C4-2B-mig ほどでは
ないが CCL20 の分泌量は大幅に増加していた。 
(3) C4-2B-siAR および LNCaP-siAR が、C4-2B-NC および LNCaP-NC と比べ増殖能が低下し遊走能
が亢進することはすでに明らかにしているが、C4-2B-mig は C4-2B-prt と比較し有意な遊
走能の亢進が認められた。 
(4) CCL20 を C4-2B に加えると、増殖能に変化は認められなかったが、濃度依存的に遊走能の
亢進が認められた。CCL20 を加えても、CCR6 の発現に変化は認められなかった。 
(5) 腫瘍随伴マクロファージと前立腺癌細胞の相互作用により、CCL2 などのケモカインの分泌
が亢進することを以前明らかにしたため、ヒトマクロファージ様細胞 U937 および THP-1 と
C4-2B を共培養した。しかし、CCL20 および CCR6 の発現に変化は認められなかった。THP-1
に CCL20 を添加しても遊走能の変化は認められなかった。 
(6) 以上のことから、CCL20 の分泌は CCL2 の分泌とは異なり、ARのみに発現を依存している可
能性が考えられた。さらに、CCL20 は ADT 施行中の前立腺癌細胞で発現が亢進し、自己分
泌作用によって遊走能を高める可能性が考えられた。また遊走能が高い前立腺癌細胞には
CCL20 が高発現しており、CCL20 が自己分泌作用で遊走能を高めている可能性が裏付けられ
た。 
(7) これまで前立腺癌における CCL20 の役割について報告した論文はない。CCL20 単独で CRPC
のさらなる増悪のバイオマーカーとなる可能性があるだけでなく、すでに知られている
CCL2 や他のケモカイン（分泌蛋白）と併用して、優れた血清バイオマーカーとなる可能性
が考えられる。現在根治療法の見込めない CRPC に対する新たな治療のターゲットとして、
さらなる研究の促進が見込まれる。 
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