
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年６月１５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

前立腺癌、乳癌などの悪性腫瘍においてサイトカインシグナル伝達制御の異常と発癌や癌細
胞の増殖亢進との関係が明らかにされている。本研究では我々の研究室にて単離されたサイト
カインシグナル伝達抑制分子である SOCS分子を用いた前立腺癌細胞特異的な治療法の開発を
試みた。SOCS3の遺伝子導入は前立腺癌細胞株(DU145, LNCaP)に対して優れた抗腫瘍効果を示
した。また、前立腺癌特異的膜蛋白質であるPSMAを認識する抗体とナノ粒子を用いて前立腺癌
細胞株移植モデルマウスにて前立腺癌特異的な薬物送達システムも開発した。 
  

研究成果の概要（英文）： 
Dysregulated cytokine signaling is associated with development and progression of 
cancers such as prostate cancer and breast cancer. In this study, we established a prostate 
cancer targeted therapy using suppressor of cytokine signaling (SOCS), a family of 
negative regulators of cytokine signaling, previously cloned in our laboratory. We 
demonstrated that SOCS3 showed growth inhibition activity in prostate cancer cell lines 
(DU145, LNCaP) in vitro. We also established a prostate cancer-specific drug delivery 
system using a monoclonal antibody against PSMA, a prostate cancer-specific antigen 
conjugated nanoparticle in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
サイトカインは細胞の分化・増殖・細胞死

などの生理機能を調節する分子である。近年、
前立腺癌、乳癌などの悪性腫瘍において
JAK/STAT経路にみられる STAT-3の持続的活
性化のようなサイトカインシグナル伝達制
御の異常と発癌や癌細胞の増殖亢進との関
係が明らかにされている(Yoshimura A, Naka 
T et al. 2007 Nat Rev Immunology)。これ
らの事は STAT-3を標的とした阻害剤が癌な
ど難病治療において非常に効果的である事
を示唆している。実際に STATを活性化する
キナーゼであるJAKに対する低分子阻害剤が
これまで開発され、in vitroにおいて抗腫瘍
効果を示すことが報告されている。しかしな
がら、JAKの低分子阻害剤は in vivoにおい
て正常細胞への重篤な副作用を示したため、
癌治療薬として臨床応用されるに至らなか
った。そこで、サイトカインシグナル伝達の
抑制分子を標的とする癌細胞特異的に輸送
する手法を確立することが出来れば、正常組
織への副作用を抑えることが出来るため癌
の画期的な治療法になるものと期待される。 

我 々 の 研 究 室 に て 単 離 さ れ た
SOCS(suppressor of cytokine signaling)は
JAK/STAT経路を阻害する分子であるが(Naka 
T et al.1997 Nature)、細胞内に強制発現
させることで FAK(Focal adhesion kinase)
など様々なキナーゼを阻害する機能を持つ
ことが明らかにされているため、SOCS分子は
優れた抗癌剤として利用できることが期待
される。従って、in vivoでSOCS分子を遺伝
子の発現ベクターなどの形状で癌細胞特異
的に輸送し、癌細胞に SOCS分子を過剰発現
させる技術を開発することが出来れば、正常
細胞への副作用の少ない癌の新規治療法が
実現できると考えられる。 
  
２．研究の目的 

前立腺癌において、STAT-3の持続的活性化
が癌細胞の増殖亢進と関係していることも
明らかにされており(Yu H, Jove R 2004 
Nature Reviews Cancer)、SOCS分子は前立腺
癌に対する新規抗癌剤として有用できると
考えられる。また、前立腺癌は前立腺癌特異
的 膜 蛋 白 質 抗 原 と し て PSMA(Prostate 
Specific Membrane Antigen)が発現している
事が知られている。そこで、PSMA陽性細胞特
異的な薬剤送達システム(DDS)を開発するこ
とにより、静脈注射により癌細胞特異的な遺
伝子治療が可能となることが期待される。 

本研究ではSOCS3が前立腺癌に抗腫瘍効果
を示すことを明らかにする事、及び、PSMA陽
性細胞特異的なDDSの開発を目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)SOCS3による前立腺癌細胞増殖抑制効果
の解析 

前立腺癌細胞株(DU145, LNCaP)に SOCS-3
遺伝子をアデノウイルスベクターにて導入
する事で、増殖抑制効果をMTTアッセイ法に
て評価した。さらに、DU145, LNCaPにおける
STAT-3の持続的活性化の阻害効果について
もウェスタンブロット法にて確認した。抗腫
瘍効果についてはアポトーシスの誘導を評
価するため、cleaved-caspase-3の発現をウ
ェスタンブロット法評価した。 

前立腺癌膜抗原である PSMAを標的とした
前立腺癌特異的なDDSシステムを開発するた
め、まず、DU145とLNCaPにおけるPSMAの発
現の有無をFACSにて確認した。 
 
(2)前立腺癌特異的薬物輸送システムの開発 
LNCaPを用いた前立腺癌移植モデルマウス

を作成した。LNCap細胞を PBSで懸濁し、3
倍容量の BDマトリゲルに懸濁して、細胞懸
濁液1.0 × 108 cells / ml (1×107 cells / 
0.1ml / マウス)とした。細胞の移植はBalb/c 
nu/nu(オス、６週)の右側背部皮下に30 Gニ
ードル付シリンジで、0.1ml (1×108 cells / 
ml) を注入した。腫瘍径の測定は細胞移植後、
7、14、21、25、27、29日目に腫瘍の長径と
短径をデジタルノギスで計測した。腫瘍体積
の計算は以下の方法で行った。 
腫瘍体積(mm3)=(腫瘍の長径×短径×短径) 
/2 

生着条件を検討後、in vivoでの前立腺癌
を標的としたDDSの開発を以下の通り行った。
抗体ラベリングキット (Cy5.5)(住商ファー
マインターナショナル (株))の説明資料に
従って、抗 PSMAモノクローナル抗体(MBL 
medical & Biological laboratories)をリポ
ソームに結合した。抗体ラベリングキット
(Cy5.5)のリポソーム溶液 2 mlのうち 1 ml
をリポソーム製造に使用した。 
    
1. 抗体未修飾リポソーム (コントロー

ル)：300μl 略名：Cy5.5-Lip 
2. 抗PMSA抗体結合リポソーム(500)：300

μl 略名：PSMA-Cy5.5-Lip(500) 
抗 PMSA抗体の終濃度を 500μg/mlとして

抗体結合反応を行った。 
3. 抗PMSA抗体結合リポソーム(250)：300

μl ：PMSA-Cy5.5-Lip(250) 
抗 PMSA抗体の終濃度を 250μg/mlとして

抗体結合反応を行った。 
 
Balb/c nu/nuに腫瘍移植後25日後に抗体

未修飾Cy5.5内包リポソーム、抗PMSA結合
Cy5.5内包リポソーム(500)、抗PMSA結合
Cy5.5内包リポソーム(250)をマウスの尾静
脈から投与した。各被験物質は100μL / マ



 

 

ウスで各々3匹ずつ投与した。 
 

４．研究成果 
(1) SOCS3による前立腺癌の増殖抑制効果 
SOCSによる前立腺癌の治療法を開発する

ため、まず前立腺癌細胞株におけるSOCS3の
抗腫瘍効果を検討した。SOCS3をアデノウィ
ルスベクター(AdSOCS3)により前立腺癌細胞
株DU145とLNCaPに導入した結果、いずれに
おいても対照の AdLacZよりも著明な細胞増
殖抑制を示した(図1)。 
 
(図 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) SOCS3による前立腺癌の増殖抑制機序の
解析 

AdSOCS3 による前立腺癌の抗腫瘍メカニ
ズムを調べた。ウェスタンブロット法にて
STAT3 の リン酸 化を評価 した結 果、
AdSOCS3 はホルモン非依存性前立腺癌細胞
株DU145においてSTAT3の持続的活性化を
抑制した(図 2-1)。一方で、ホルモン依存性の
LNCaPにおいてSTAT3の持続的活性化が認
められなかった(図 2-1)。これらの結果、
SOCS3はSTAT3が持続的に活性化している
DU145 だけでなく、STAT3 非依存的に増殖
が亢進している LNCaP においても増殖抑制
効果を示すことが判明した。 

SOCS-3 による抗腫瘍効果がアポトーシス
に依存するかについて cleaved caspase-3 の
発現をウェスタンブロット法にて確認した
結果、DU145, LNCaP いずれにおいても
SOCS-3 遺 伝 子 導 入 群 に て  cleaved 
caspase-3 の発現が認められたことから(図

2-2)、SOCS-3 はこれらの細胞株において
STAT3 の活性化を阻害することでアポトー
シスを誘導し、抗腫瘍効果を示すことが判明
した。前立腺癌においては STAT-3 が癌細胞
の増殖亢進と関係していることが示唆され
ているため、SOCS-3 は前立腺癌において抗
癌剤として有用であることを示している。 
 
（図 2-1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 2-2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) FACSによるPSMA陽性細胞の解析 
DU145とLNCaPについて、PSMA の発現の有

無を FACSにて解析した結果、PSMAは LNCaP
にて発現が認められたが、DU145では認めら
れてなかった(図3)。 
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(図3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) PSMA陽性癌細胞を標的としたin vivoで
のDDSシステムの開発 
LNCaP細胞を Balb/c nu/nu の皮下に移植

させるために生着予備実験を行った結果、1
×107 cells / 0.1ml / マウスが適している
ことが明らかになった（図4-1）。 

次に、day25にリポソームを用いた 3種類
の Cy5.5標識ナノ粒子(1.PSMA抗体未標識
(Cy5.5-Lip)、2. PSMA抗体 250µg/ml標識
(PSMA-Cy5.5-Lip(500))、 3. PSMA 抗 体
500µg/ml標識(PSMA-Cy5.5-Lip(500)))を尾
静脈し(n=3)、24, 48, 72, 96時間後の腫瘍
移植部位の蛍光強度を蛍光イメージング装
置： eXplore Optix (ART社)励起波長： 680 
nm、蛍光波長： 700 nmで計測した（図4-2）。
腫 瘍 部 位 の 蛍 光 シ グ ナ ル を photon 
count/secondの総量として評価を行った。リ
ポソーム未投与の腫瘍部位の photon count
をバックグランドとして、リポソーム投与群
の photon countから差し引いた。３個体の
平均値によりグラフを作成した（図 4-3）。
PSMA-Cy5.5-Lip(500) は 、
PMSA-Cy5.5-Lip(250)および Cy5.5-Lipより
も投与後 72時間で腫瘍への高い集積が確認
された。表面修飾のない Cy5.5-Lipおよび
PSMA-Cy5.5-Lip(500)の癌部位への集積は、
48時間をピークに徐々に減少する傾向が認
め ら れ た 。 Cy5.5-Lip お よ び
PSMA-Cy5.5-Lip(500)の癌部位への集積は、
enhanced permeability and retention 
effect (EPR)効果によるリポソームの受動的
送 達 能 に 起 因 す る と 考 え ら れ る 。
PSMA-Cy5.5-Lip(500)においては、それらと
は異なる挙動を示し、投与後 48時間から72
時間での腫瘍集積量の減少は認められなか
った。このことから、PSMA-Cy5.5-Lip(500)
においては、抗 PSMA抗体によるターゲティ
ング効果が認められているのではないかと
考えられる。粒子の投与量を調製することで
腫瘍部位へのより効果的な集積が可能とな
ると考えられる。今後、SOCS3の遺伝子発現
ベクターなどを封入したナノ粒子を投与す
ることで、LNCaPの増殖抑制効果を in vivo
で評価する事が期待される。 
 

(図 4-1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図 4-2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図 4-3) 
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