
岐阜薬科大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３７０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

アルドケト還元酵素を標的とするホルモン依存性がんアジュバント療法剤の開発

Development of adjuvant for treatment of hormone-dependent cancers targeted to 
aldo-keto reductases

８０３０６２７４研究者番号：

松永　俊之（Matsunaga, Toshiyuki）

研究期間：

２０Ｋ０７０３３

年 月 日現在  ５   ６ １３

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究において、乳がん等のホルモン依存性がんの薬剤[タモキシフェン(TAM)とパク
リタキセル(PTX)] 耐性獲得によりアルドケト還元酵素 (AKR) 1C3が高発現することを示した。また、乳がん細
胞のTAM耐性化は抗酸化能、PTX耐性化は薬物排出能を高めた。さらに、それら阻害剤とAKR1C3阻害剤の併用は
TAMやPTXに対する薬剤耐性を克服したことから、これら阻害剤の併用はホルモン依存性がんの薬剤耐性化を抑制
するアジュバント療法として有用であると考えられた。また、AKR1C3阻害剤処理によるシスプラチン感受性化は
乳がん治療におけるシスプラチンの適応外使用を可能にすると予測された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I found that expression of aldo-keto reductase (AKR) 1C3 is 
up-regulated by resistance development to drugs [tamoxifen (TAM) and paclitaxel (PTX)] in 
hormone-dependent cancers such as breast cancer. In addition, the development of breast cancer cell 
resistance to TAM and PTX enhanced the capacities underlying antioxidant functions and drug 
effluxes, respectively. Furthermore, combined treatment of inhibitors (that block the antioxidant 
and drug-efflux capacities) with AKR1C3 inhibitor overcame the drug resistance, suggesting the 
availability of combination of the inhibitors in adjuvant therapy for alleviating the drug 
resistance in hormone-dependent cancers. Additionally, it is surmised that sensitization to 
cisplatin due to treatment with AKR1C3 inhibitor allows for off-label use of the platinum drug in 
breast cancer chemotherapy.

研究分野： 病態生化学

キーワード： アルドケト還元酵素　薬剤耐性　乳がん　前立腺がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　我が国において罹患者数が年々増加している乳がん等のホルモン依存性がんは、概して薬剤感受性が低い上、
連続投与に伴って容易に耐性化するため、薬剤耐性化を誘起しない画期的治療法の開発は急務である。本研究を
通して、乳がんの薬剤耐性時に高発現するアルドケト還元酵素 (AKR) 1C3が薬剤耐性を誘発する主因であること
を示した。また、本酵素の阻害剤を主軸とした他阻害剤との併用はホルモン依存性がんの薬剤耐性を抑制するア
ジュバント療法として有効であること、並びに乳がん化学療法への白金製剤の適応外使用を可能にすることを示
唆した。本研究の更なる進展はホルモン依存性がんの根本治療法の確立に繋がると考えられる。

※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 

近年の外科的技術や検査技術の急速な進歩にも拘わらず、我が国における乳がん、子宮が

んや前立腺がん等のホルモン依存性がんの罹患者数は年々増加しており、国立がん研究センタ

ーの「人口動態統計によるがん死亡データ」によれば、2017 年のホルモン依存性がんの罹患

者数は女性がん患者の 3 割にも達する。乳がんをはじめとするホルモン依存性がんの化学療法

には、ホルモン療法剤、アントラサイクリン系薬物、タキサン系薬物や代謝拮抗薬等の薬剤が

汎用されている。抗エストロゲン薬タモキシフェン (TAM) はエストロゲンの受容体への結合

阻害による細胞増殖能の抑制を介して抗がん作用を発揮する①。それに対し、ドキソルビシン

等のアントラサイクリン系薬物の抗がん作用は DNA 複製や RNA 合成の阻害により、パクリ

タキセル (PTX) などタキサン系薬物は微小管の脱重合阻害により細胞増殖を抑制することが

知られている②。これら薬剤の抗がん作用は強力であるが、進行したホルモン依存性がんの感

受性は低い上、これら薬剤の連続投与は容易に耐性獲得、すなわち「薬剤耐性化」を誘起する

ため、利用時には注意が必要である。ホルモン依存性がんに対して使用されるこれら薬剤の耐

性獲得機序には、ホルモン受容体の発現低下や修飾、Bcl-2 ファミリーによって調節される生

存、増殖、細胞周期やアポトーシスの阻害など細胞増殖経路等の活性化、スーパーオキサイド

アニオンディスムターゼなど抗酸化酵素の発現やオートファジー誘導、Nrf2 活性化など生体防

御能の亢進、薬剤の代謝酵素や排泄に関与する ATP-binding cassette (ABC) トランスポーター

等の発現誘導等が関わることが知られるが①②、それ以外の薬剤耐性関連因子についてはほとん

ど解明されていない。 

アルドケト還元酵素 (AKR) は NAD(P)H を補酵素としてアルデヒドやケトンなどのカルボ

ニル化合物をアルコールに還元するサイトゾル局在性酵素群である。ヒトで発現している 4 種

の AKR1C ファミリーメンバー (1C1, 1C2, 1C3 と 1C4、以下 AKR アイソフォーム) のうち、肝

臓局在性 AKR1C4 を除く 3 種の AKR アイソフォームは全身に分布するが、特に乳腺、卵巣や

前立腺など性ホルモン感受性組織に高発現する。また、それらアイソフォームはホルモン等の

ステロイドやプロスタグランジン (PG) を良い基質とすることから、それら組織における性ホ

ルモンの生合成や作用発現に関わる主要酵素とされている③。今までに、これら 3 種の AKR ア

イソフォームは細胞のがん化時に高発現すること、並びに細胞増殖能の亢進に関与することが

報告されており、これら酵素による増殖能の亢進機序への PG 等の還元代謝が推測されている。

特に、PGF2α合成酵素として見出された AKR1C3 は、前立腺や乳腺など性組織のがん化時に高

発現し、テストステロン生合成や 15-deoxy-PGJ2 生成抑制、ファルネサール等のイソプレニル

アルデヒドの還元を介して増殖能を高めることや酸化ストレス誘導時に膜脂質の過酸化によっ

て生じる毒性の強いヒドロキシノネナールの解毒作用を介して抗酸化能を高めることが示され

ている③。これらの知見より、AKR1C3 をはじめとする AKR アイソフォームはホルモン依存性

がんの薬剤耐性化の促進に関わることが予測されるが、その関与についてはほとんど解明され

ていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、新規薬剤耐性マーカータンパク質として広く認識されつつある AKR1C3 等の

AKR アイソフォームに主眼を置き、1）ホルモン依存性がんの薬剤耐性獲得への関与を明確に

するとともに、2）薬剤耐性克服における本酵素の特異的阻害剤の有効性を評価することを目的



とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養、薬剤耐性細胞と酵素過剰発現細胞の樹立 

乳がん MCF7 細胞と 3 種の前立腺がん細胞(LNCaP、PC3 と Du145) 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、2 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%熱非働化ウシ胎児血清、100 unit/mL ペニシリンGカリウム及び100 μg/mL 硫

酸ストレプトマイシンを含むダルベッコ変法イーグル培地 (pH 7.4) を用いた。 

上記 4 種の細胞を薬剤含有増殖培地にて継続的に培養することによってそれぞれの耐性細胞

株を樹立した。培地中に添加したホルモン療法剤 (TAM、メドロキシプロゲステロン、フルタ

ミド) 及び抗がん剤 [5-フルオロウラシル、PTX、ドセタキセル、ピノレルビン、シスプラチン 

(CDDP) ] の濃度は段階的に増加させ、増加させるタイミングは 3 継代毎とした。薬剤に対して

十分な耐性を獲得した細胞のみを耐性細胞として以下の実験に用いた。AKR1C3 過剰発現細胞

はそれら酵素の全配列を挿入した pGW1 ベクターを Lipofectamine 2000 を用いて細胞内に導入

することによって構築した。なお、空のベクターについても同様に導入し、対照細胞として使

用した。また、本酵素の発現抑制細胞の構築には siRNA を使用した。 

 

(2) 抗がん剤感受性の測定 

 細胞を 96 ウェルマルチプレート中に 2 x 105 cells/mL ずつ播種し、CO2インキュベーター内で

一晩培養した。血清不含培地に交換して 2 時間培養後、培地中に薬剤を添加してさらに 48 時間

培養した。細胞生存率 (%) は WST1 を用いたホルマザン色素法で算出した。 

 

(3) ウェスタンブロット分析 

回収した細胞を 0.1% Triton X-100 を含むリン酸緩衝化生理食塩水中に懸濁してソニケーショ

ンによって細胞を破砕した。細胞破砕液を遠心分離 (12,000 x g、15 分間) し、その上清を採取

して細胞抽出液とした。12.5% アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により試料を分離した

後、タンパク質を PVDF 膜に転写した。0.1%ウシ血清アルブミンおよび 5% スキムミルクを含

む緩衝液中でインキュベートした後、膜を 1 μg/mL の一次抗体および二次抗体と順次反応させ

た。反応性タンパク質は化学発光法により検出した。 

 

４．研究成果 

(1) 薬剤耐性細胞の樹立と AKR1C3 の高発現 

4 種のがん細胞と 7 種の薬剤 (TAM、メドロキシプロゲステロン、フルタミド、5-フルオロ

ウラシル、PTX、ドセタキセル、ピノレルビン) を用いて薬剤耐性細胞の樹立を試みたところ、

これら細胞はメドロキシプロゲステロンとピノレルビンに対して耐性を獲得できなかったが、

それ以外の 5 種の薬剤に対しては十分な薬剤耐性を獲得したことが確認できた。ここで樹立し

た耐性細胞のうち、TAM や PTX に耐性獲得した MCF7 細胞 (それぞれ TAMR と PTXR 細胞) の

耐性化に伴う 3 種の AKR アイソフォーム (AKR1C1、AKR1C2 と AKR1C3 ) の発現変動を PCR

法とウェスタンブロット法にて調査した結果、どちらの耐性細胞においても非耐性 MCF7 細胞

と比較して AKR1C3 が高発現していた。また、AKR1C3 阻害剤は他アイソフォームの阻害剤よ

りも著明に薬剤毒性に対する感受性を高め、その薬剤感受性は AKR1C3 過剰発現によって低減

し、AKR1C3 のノックダウンによって増大した。さらに、薬剤耐性細胞では転写因子 Nrf2 の恒



常的な核移行が認められたことから、 AKR1C3 は Nrf2 の恒常的活性化によって発現上昇し、

これら 2 種の薬剤に対する耐性獲得において主要な役割を果たすことが示唆された。 AKR1C3

のリコンビナント酵素を調製して上記 2 種の薬剤の代謝能を調査したが、AKR1C3 は両薬剤を

ほとんど代謝しなかった。また、これら薬剤処理時には脂質過酸化副産物である強毒性アルデ

ヒド体の生成が亢進するが、その生成は耐性細胞では認められなかったことから、AKR1C3 に

よる薬剤耐性獲得は、薬剤の代謝ではなく、薬剤処理時に生成する強毒性アルデヒド体の解毒

に起因すると考えられた。 

 

(2) 薬剤耐性化に伴う抗酸化能、タンパク質分解能と薬剤排泄能の亢進 

TAM 耐性化によって抗酸化能が変動するか否かを調査するために、MCF7 細胞と TAMR 細

胞の抗酸化物質グルタチオン量を比較した結果、TAM 耐性化に伴う還元型グルタチオン量の増

加が示された。また、総グルタチオン量も耐性化に伴って増加したことから、TAM 耐性化によ

って乳がん細胞のグルタチオンの生合成系や活性酸素代謝系が亢進すると推察された。また、

アルデヒド体によって修飾されたタンパク質等の分解にはプロテアソームが関わることが知ら

れているが、TAMR 細胞中のキモトリプシン様及びトリプシン様タンパク質分解活性は MCF7

細胞よりも有意に高かったことから、TAM 耐性化は 26S プロテアソームのタンパク質分解活性

を高めることが示唆された。さらに、AKR1C3 阻害剤とグルタチオン生合成阻害剤、プロテア

ソーム阻害剤の併用は乳がん細胞の TAM 耐性化を著明に抑制したことから、これら阻害剤の

併用は乳がん細胞のTAM 耐性化を抑制する有効なアジュバント療法になることが推測された。 

PTXR 細胞中の ATP 輸送体タンパク質 

(ABCB1、ABCC1、ABCC2 と ABCG2) の発

現変動をウェスタンブロット法にて検証し

たところ、PTX 耐性化に伴う ABCB1 の著増

が認められた。また、蛍光色素法により

ABCB1 による物質輸送能の亢進も確認でき

た。さらに、ABCB1 阻害剤ベラパミルやシ

クロスポリン A の添加は PTXR 細胞の PTX

感受性を有意に高め、AKR1C3 阻害剤との併

用はその PTX 感受性化を増大させた (図 1) 

ことから、ABCB1 阻害剤と AKR1C3 阻害剤

の併用は乳がん細胞の PTX 耐性克服効果を

有する有効なアジュバント療法になりうる

ことが推察された。 

 

(3) 乳がん化学療法における CDDP の適応外使用の可能性検証 

CDDP は肺がんや消化器がんの化学療法において汎用される有効な抗がん剤であるが、乳が

んの化学療法においては低治療奏効率等の理由により適応外とされている。そこで、低治療奏

効率の原因を解明するために、MCF7 細胞の CDDP 耐性株の樹立を試みたところ、容易に 50 μM 

CDDP に対して耐性を獲得した MCF7 細胞 (CDDPR 細胞) を作製することができた。乳がん患

者のがん組織中のエストロゲン濃度は血中濃度と比較して 10-100 倍以上高く④、この高濃度の

エストロゲンが乳がん細胞の高増殖能や高浸潤・転移能の主因であることが示唆されているた

め、17β-エストラジールと CDDP 存在下にて生存可能な MCF7 細胞株の樹立を行った結果、100 



μM CDDP 耐性株 (CDDPRe 細胞) の調製に成功した。 

抗がん剤感受性を比較したところ、CDDPRe 細胞の感受性は CDDPR 細胞に比して有意に低

かった。また、AKR1C3 発現量はいずれの耐性細胞 (TAMR、PTXR と CDDPR 細胞) よりも高

かった。本実験に用いた細胞の抗がん剤感受性と AKR1C3 発現量は逆相関したことから、

AKR1C3 の発現上昇が抗がん剤耐性化の主要因子であると推測された。 

CDDPRe 細胞において、細胞増殖に関わる情報伝達分子 MAP キナーゼや生存に関わる Akt

の有意な活性化が認められた。また、AKR1C3 阻害剤と MAP キナーゼや Akt の阻害剤の併用

は CDDP 耐性化を著明に克服させ たことから、これら阻害剤の併用は乳がん細胞の CDDP 耐

性化を抑制する有効なアジュバント療法となることが示唆され、本治療法の採用による乳がん

化学療法への CDDP の適応外使用の可能性が推察された。 
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