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研究成果の概要（和文）：去勢抵抗性前立腺癌に対する薬物療法は近年新薬の登場により発展を遂げている。し
かし、その薬剤も最終的には効果がなくなり新しい薬剤の登場が期待されている。
今回の我々の研究では、去勢抵抗性前立腺癌に対する薬物療法の一つであるEnzalutamide抵抗性にHedgehog経路
が関与している可能性が示唆され、また去勢抵抗性前立腺癌に対する新薬の開発につながるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Pharmacotherapy for castration-resistant prostate cancer has been developing
 in recent years with the advent of new drugs. However, the drug will eventually become ineffective 
and new drugs are expected to appear. 
Our study suggests that the Hedgehog pathway may be involved in Enzalutamide resistance, one of the 
drug therapies for castration-resistant prostate cancer, and will lead to the development of new 
drugs for castration-resistant prostate cancer. It was considered. 

研究分野：前立腺癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
去勢抵抗性前立腺癌のメカニズムおよび去勢抵抗性前立腺癌に対する薬物療法（Enzalutamide）抵抗性のメカニ
ズムを検討するため、癌細胞を用いてHedgehog経路が関与しているかどうかの実験を行った。
結果、Hedgehog経路を抑制することで去勢抵抗性前立腺癌およびEnzalutamide抵抗性前立腺癌に対して治療効果
が発揮されることを確認した。今後の新薬開発につながるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
去勢抵抗性前立腺癌(CRPC)のメカニズムには、アンドロゲンレセプターを介した経路および他
の成長因子の関与が考えられている。ヘッジホグ経路と前立腺癌の関連については報告が散見
されるが、そのメカニズムに関しては、腫瘍自身の（autocrine）によるものか、他の間質細胞
（腫瘍微小環境）が関与している（paracrine）か明確には解明されていない。我々は、ヘッジ
ホグ経路が CRPC への進展に関与し、そのメカニズムは paracrine model で、ヘッジホグ経路の
抑制が CRPC への進行を遅らせることを報告している。我々は CRPC 発症, および、アンドロゲ
ン標的薬抵抗性の獲得メカニズムを解明することにより新規治療開発を目標として研究を開始
した。 
 
２．研究の目的 
我々は、前立腺癌における Hedgehog 経路の働きに注目しそのメカニズムについての研究を行っ
た。まず、前立腺癌組織での Shh および Dhh の発現量を検討した。結果、Shh は未治療前立腺癌
組織に比べ内分泌療法を施行した前立腺癌組織で発現量が増加する傾向があり、去勢抵抗性前
立腺癌組織では有意に発現量が増加していた。また、Shh は Androgen receptor (AR)の活性に関
与しており前立腺癌の癌細胞の性質の変化に関与していると考えられた。 
in vitro では、ホルモン感受性前立腺癌細胞株（LNCaP）にヘッジホグ経路阻害剤（Smo-
inhibitor：TAK441）を投与しても細胞増殖の抑制効果は認めなかった。しかし、in vivo では
ヌードマウスに LNCaP を皮下移植し TAK441 の経口投与を行ったところ対照群に比べ著明な腫瘍
縮小効果、PSA 値の下降を認めた。 
次に取り出した腫瘍組織から RNA を抽出し、ヒトおよびマウスの probe を用いてヘッジホグ経
路の下流である Gli1、Gli2 および Ptch1 の発現量を RT-PCR で検討したところ対照群に比べヒ
トの probe では対照群および治療群では差は認めなかった。しかし、マウスの probe では対照群
に比べ治療群で有意に Gli1、Gli2 および Ptch1 の発現量は低下していた。つまり、腫瘍自体へ
の影響（autocrine）ではなく腫瘍間質を介した経路(paracrine)での治療効果が発現していたこ
とが明らかとなった。（Ibuki et.al Int J Cancer 2013） 
今回、我々は同様の手法を用いて去勢抵抗性および Enzaltamide 抵抗性前立腺癌におけるヘッ
ジホグ経路の働きおよびヘッジホグ経路を抑制することによる治療効果を確認し、その治療効
果が autocrine もしくは paracrine のいずれのメカニズムであるかの解明を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)Enzaltamide 抵抗性前立腺癌細胞株の作成 
Enzalitamide 抵抗性前立腺癌細胞株を作成するため 6～8週の male athymic nude mice に 1×
106個の LNCaP を皮下移植する。その後、週に 1度の PSA 採血を行い PSA 値が 50mg/ml を超えた
段階で去勢を行い、腫瘍が再度増殖し PSA 値が上昇した段階（去勢抵抗性）で、Enzalutamide
（10mg/Kg, PO）を投与する。一旦、腫瘍増殖が抑制されたのち再増殖してくる腫瘍を、再度別
の mouse に皮下移植し同様の治療を繰り返す。この過程を計 3 回繰り返し最終的に増殖した腫
瘍を摘出し Enzalutamide 抵抗性前立腺癌細胞株を作成する。 
(2)in vitroでの去勢抵抗性前立腺癌およびEnzaltamide抵抗性前立腺癌におけるヘッジホグ経
路の影響の検討 
去勢抵抗性前立腺癌細胞株（PC3、Du145）および Enzalutamide 抵抗性前立腺癌細胞株における
ヘッジホグのリガンド（Shh および Dhh）の発現量を検討する。 
各細胞株は、RPMI1640 に 10％ FBS 、1% penicillin/streptomycin（Life Technologies 社）を
添加した培養 medium を用い、37°C ・5 %CO2 インキュベーターを使用する。各細胞から蛋白を
抽出し、rabbit monoclonal primary antibodies targeting Shh (Abcam), および rabbit 
polyclonal Dhh and Ihh (Santa Cruz Biotechnology)の抗体を用いて Western blotting を行
う。 
PC3、DU145およびEnzaltamide抵抗性前立腺癌細胞株を単独および前立腺間質細胞（PrEC）（Lonza）
と共培養し細胞増殖を、MTT cell growth assay kit (Millipore 社)を用い測定する。次に、各
細胞に対してヘッジホグ経路阻害剤（TAK441:smo inhibitor、Cyclopamine）をそれぞれ TAK441
は 5nM、Cyclopamine は 10M 投与し、腫瘍単独および PrEC との共培養（直接細胞同士を混合す
る場合と Transwell plate を用いて細胞間の接着を無くす場合とそれぞれで行う）での腫瘍増
殖抑制効果を MTT cell growth assay kit (Millipore 社)を用い測定する。 
また、ヘッジホグ経路の下流である Gli1、Gli2、および Ptch1 が抑制されているかを anti-Gli1 
and anti-Gli2 rabbit polyclonal Ab (Cell Signaling)、anti-Ptch1 rabbit polyclonal Ab 
(Abcum)を用いて Western blotting を行う。アポトーシス誘導の有無についても、アポトーシス
細胞を APO Percentage™ apoptosis assay kit (Biocolor Ltd)を用いて染色し、BioZero BZ-
8000 で観察する。 
in vivo におけるヘッジホグ経路阻害による治療効果の確認およびメカニズムの解析 



6 ～8 週の male athymic nude mice の側腹部に、2%イソフルレン吸入麻酔下で、1X10６個の PC3、
DU145 および Enzalutamide 抵抗性前立腺癌細胞株を皮下移植する。腫瘍の体積が、100mm3に到
達した段階で 1 日 1 回の 10mg/kg の TAK-441 および vehicle の経口投与を行う。Enzalutamide
抵抗性前立腺癌細胞株を皮下移植した mice では、治療と同時に castration を行う。腫瘍体積
は、length X width X depth X 0.5236(mm３)で算出し、週 2回の腫瘍体積の計測を行う。最終
治療効果判定時には、腫瘍を摘出し組織学的診断を行う。摘出した腫瘍組織は、増殖系マーカー
の Ki67 を免疫染色で検討する。 
また、腫瘍より RNA を抽出し、human（腫瘍⇒autocrine）および mouse（間質⇒paracrine）の
probe （ human Gli1 (Hs00171790_m1), mouse Gli1 (Mm00494645_m1), human Gli2 
(Hs01119974_m1), mouseGli2 (Mm01293111_m1), human Ptch1 (Hs00181117_m1) andmouse Ptch1 
(Mm00436026_m1)）を用いて qPCR を行い、ヘッジホグ経路の下流である Gli1、Gli2、Ptch1 につ
いてどちらが抑制されているかを確認する。 
 
４．研究成果 
（1年目） 
(1）去勢抵抗性前立腺癌細胞株（PC3、DU145）における Hedgehog 経路の Ligand（Shh、Dhh およ
び Ihh）の発現について、各細胞から蛋白を抽出し rabbit monoclonal primary antibodies 
targeting Shh (Abcam), および rabbit polyclonal Dhh and Ihh (Santa Cruz Biotechnology)
の抗体を用いて Western blotting を行った。結果、PC3 においても DU145 においても Ligand の
発現量は正常前立腺細胞に比べて亢進していた 
(2）去勢抵抗性前立腺癌細胞株（PC3、DU145）を単独で培養し、そこにヘッジホグ経路阻害剤
（TAK441:smo inhibitor、Cyclopamine）をそれぞれ TAK441 は 5nM、Cyclopamine は 10μM 投与
し、MTT cell growth assay kit (Millipore 社)を用い細胞増殖抑制効果を確認した。いずれの
細胞においても単独の培養条件では両薬剤いずれも腫瘍細胞の増殖抑制効果を認めなかった。
また、両薬剤投与後のそれぞれの細胞において蛋白レベルでのヘッジホグ経路の下流である
Gli1、Gli2、および Ptch1 が抑制されているかを anti-Gli1 and anti-Gli2 rabbit polyclonal 
Ab (Cell Signaling)、anti-Ptch1 rabbit polyclonal Ab (Abcum)を用いて Western blotting
を行ったが、下流の経路も抑制されていなかった。 
今回の研究で判明したことは、去勢抵抗性前立腺癌においてもホルモン感受性前立腺癌同様に、
Hedgehog 経路は腫瘍自身において直接作用（autocrine）していないことが判明した。 
 
（2年目） 
昨年度までの実験系で、in vitro における単培養での去勢抵抗性前立腺癌細胞株での Hedgehog
経路の Ligand（Shh、Dhh および Ihh）の発現が亢進していることを確認した。 
また、単培養では去勢抵抗性前立腺癌細胞株に対して Hedgehog 経路阻害剤を投与しても直接抗
腫瘍効果を認めないことを確認している。 
次年度では、in vivo での抗腫瘍効果を確認するため Enzalutamide 抵抗性前立腺癌細胞皮下移
植モデル（去勢抵抗性前立腺癌細胞株（PC3、DU145）および Enzalutamide 抵抗性前立腺癌細胞
皮下移植モデル）に対する Hedgehog 経路阻害剤（TAK-441、Cyclopamine）の抗腫瘍効果を確認
した。 
まず、Enzalutamide 抵抗性前立腺癌細胞株を皮下移植し去勢を行ったモデルに対して Hedgehog
経路阻害剤を投与した。腫瘍の体積が、100mm3 に到達した段階で 1日 1回の 10mg/kg の TAK-441
および vehicle の経口投与を行う。腫瘍体積は、length X width X depth X 0.5236(mm３)で算
出し、週 2 回の腫瘍体積の計測を行う。本モデルでは、vehicle 群では腫瘍は増殖を続けたが、
TAK-441 を投与したモデルでは腫瘍増殖が抑制された。つまり、in vivo のモデルでは
Enzalutamide 抵抗性前立腺癌皮下移植モデルにおいて Hedgehog 経路阻害剤は治療効果を認め
た。 
今後、採取した腫瘍より RNA を抽出し、ヘッジホグ経路の下流である Gli1、Gli2、Ptch1 が抑制
されているかを確認する。 
 
（3年目） 
Enzalutamide抵抗性前立腺癌細胞株を皮下移植し去勢を行ったモデルに対してHedgehog経路阻
害剤を投与した結果、vehicle 群では腫瘍は増殖を続けたが、TAK 441 を投与したモデルでは腫
瘍増殖が抑制された。つまり、in vivo のモデルでは Enzalutamide 抵抗性前立腺癌皮下移植モ
デルにおいて Hedgehog 経路阻害剤は治療効果を認めた。 
採取した腫瘍においてヘッジホグ経路の下流である Gli1、Gli2、Ptch1 が抑制されているかを確
認するため、腫瘍より RNA を抽出し、qPCR において Probe を、human 
（腫瘍⇒autocrine）および mouse（間質⇒paracrine）のものの 2 種類で調べることによって、
メカニズムの検討を行った。その結果、対照群に比べヒトの probe では対照群および治療群では
差は認めなかった。しかし、マウスの probe では対照群に比べ治療群で有意に Gli1、Gli2 およ
び Ptch1 の発現量は低下していた。 
つまり、腫瘍自体への影響（autocrine）ではなく腫瘍間質を介した経路(paracrine)での治療効
果が発現していたことが明らかとなった. 



今後は、他の去勢抵抗性前立腺癌細胞株（PC3、Du145）における同様の治療効果を確認する必要
性があるため、今後同細胞の皮下移植モデルを用いて、Hedgehog 経路阻害剤の抗腫瘍効果を確
認する予定である。 
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