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研究成果の概要（和文）：  

前立腺がんの再燃機序を解明するため、細胞の極性に重要である aPKCλ/ι に注目し、その
発現と意義について検討を行った。その結果、前立腺がん組織では aPKCλ/ι が高発現してい
ること、aPKCλ/ι が高発現した前立腺がんでは早期に生化学的再発を起こしていることが明
らかとなった。更に、aPKCλ/ι は IL-6の発現量を増加させ、前立腺がんを増殖させているこ
とを明らかとした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The mechanisms of developing hormone refractory prostate cancer (CRPC) remains unclear. 
We have provided the evidence that aPKCλ/ι expression correlates with prostate cancer 
recurrence. Experiments in vitro and in vivo revealed aPKCλ/ι to be involved in prostate 
cancer cell growth through secretion of IL-6. And we further demonstrated a correlation 
between biochemical recurrence after prostatectomy and the expression of these two 
factors. These results support our hypothesis that aPKCλ/ι play an important role in 
prostate cancer progression. 
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１．研究開始当初の背景 
進行前立腺がんの治療成績の向上には、男

性ホルモンを低下させる、あるいは男性ホル
モン作用をブロックする療法である内分泌
療法中に癌細胞が再び増殖をはじめる再燃
現 象 （ 現 在 、 去 勢 抵 抗 性 前 立 腺 が ん
Castration Resistant Prostate Cancer : 

CRPCと呼ばれる）の本態を探り、それに基づ
く適切な治療法や診断法の開発により適切
な対策をすることである。従来、再燃性前立
腺がんの問題は、男性ホルモンレセプター、
癌遺伝子、癌抑制遺伝子、増殖因子遺伝子な
どの遺伝子やタンパク質を中心に分析され、
我々も、これらの遺伝子の構造異常や発現の
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異常などの観点から分析を行ってきた。そし
て大きくは男性ホルモンレセプターを中心
に説明ができるようになってきた。しかし、
まだ CRPCの一部を説明できるに過ぎず、CRPC
の成立やそのメカニズムについては、まだ不
充分であるのが現状であり、新しい視点での
分析が必要である。 

我々は細胞の上下左右の方向性と他細胞
との相互関係を“細胞極性”として、それら
を調節する分子や遺伝子の存在と役割に注
目している（平成 15年～19 年文部科学省 21
世紀 COE プログラム「細胞極性システム研究
に基づく未来医療創成」）。これらの分子の機
能とその異常の関係より、癌は一種の「細胞
極性病」という新しい考え方に立っている。 

ホルモン依存性を失った再燃前立腺がん
（CRPC）の細胞および組織では、特徴として
再燃前に見られた腺上皮や腺管構造が喪失
している。これは細胞極性の観点からすると、
前立腺上皮細胞の極性の乱れそのものと考
えられる。前立腺がんの組構築の乱れは、現
象としてはよく知られているものの、その分
子機構やそれを決定する因子については全
くわかっておらず、遺伝子とタンパクネット
ワークの変化や、またそれらを制御調節する
分子の情報が必要であった。 

我々はそこで、平成 17 年～19 年文部科学
省科学研究費補助金・基盤研究(B)では、そ
の成果として、細胞極性の成立に重要な役割
をもつと考えられる aPKCλと呼ばれる分子
が前立腺がん細胞のホルモン依存性などの
性質や臨床像に関係する可能性を明らかと
した。しかし、その明細と aPKC など極性分
子の役割と増殖促進や組織構築に及ぼすメ
カニズムはいまだ不明でまた極性分子の異
常が臨床的なバイオマーカーにつながるか
などの検討すべき課題があった。 
 

２．研究の目的 

 これらの前段階の研究成果と抽出された
課題をふまえ、本研究では、細胞の上下左右
の方向性と他細胞との相互関係を調節する
一連の既知の細胞極性制御分子と未知の極
性関連分子に注目し、前立腺がん細胞や前立
腺がん組織で主に分子細胞生物学手法やプ
ロテオミクス解析と局在分析などを行う。ま
た、臨床像との詳しい対比の分析を行い、前
立腺がんの進行のターニングポイントとな
る分子異常とその病態との関係の解明する
ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 上記の研究目的を達成するため、下記の
様々な方法でのアプローチを行った。 
(1)－① 前立腺細胞における aPKCの発現に
ついて 

正常前立腺細胞（PrEC）に対して活性型の

aPKCや不活性型の aPKCを発現するプラスミ
ドベクターを遺伝子導入し、aPKC 遺伝子が安
定発現している細胞株を作製した。得られた
細胞株を用いて、その増殖能への関与につい
て検討した。 
また、その細胞株よりタンパクを抽出し、リ
ン酸化ペプチドを特異的に検出するプロテ
オミクス解析を行うことにより、活性型 aPKC
が発現している場合や不活性型 aPKCが発現
している場合に変動しているタンパクのリ
ン酸化状態について検討した。 
 
(1)－② 前立腺がん細胞における aPKCの発
現と si-RNA による増殖・造腫瘍性の変化 
ヒト前立腺がん細胞における aPKC 発現を

ウエスタンブロット等により検討した。また
aPKC の si-RNA を導入することによる細胞増
殖の変化を in vitro と、ヌードマウスを用
いた造腫瘍性を検討した。 
 
(2)－① 前立腺がんにおける極性制御分子
aPKC m-RNA 発現について 
ヒト前立腺がん組成における極性制御分

子の aPKCの発現状況を明らかにするために、
正常前立腺組織や前立腺がん組織より m-RNA
を抽出し、real time定量的 PCR法を用いて、
各組織における aPKCλ/ιの発現量を測定し
た。また、その発現量と臨床像との関係を分
析した。 
 
(3)－① 前立腺がん細胞における aPKC発現
とサイトカイン分泌との関係 
ヒト前立腺がんにおける aPKC のパラクラ

インやオートクラインサイトカイン分泌へ
の影響を検討するため、ヒト前立腺がん由来 
DU145 細胞を培養し、aPKCの si-RNAを前述
（Ⅰ-2）での実験と同様に DU145 細胞に導入
し、その培養液中への IL-6 などサイトカイ
ンの分泌量をサイトカインメンブレインア
レイパネルと RT-PCR法により検討した。 

 
(3)－② aPKCλ/ιによる前立腺がん細胞
における IL-6分泌・発現の検討 
どのような分子が aPKCλ/ιによって制御

を受けているかを、特に、増殖因子及びサイ
トカイン注目して検討を行った。 
実際に aPKCλ/ιによる IL-6の制御が前立

腺がん細胞の増殖に関与しているかについ
ては、siRNA 導入細胞及びコントロール細胞
間での STAT3のリン酸化状態及び siRNA導入
細胞に IL-6 を添加することで比較した。 
 

(3)－③ aPKCλ/ιによる IL-6 m-RNA発現
制御のメカニズムの検討 
 aPKCλ/ιによる IL-6の発現は転写レベル
で制御されている可能性が高いことから、
IL-6プロモーターを用いたルシフェラーゼ



 

 

アッセイにより、転写活性の変化について検
討を行った。 

 さらにゲルシフトアッセイを用いて NFB
及び AP-1の DNA結合能を検討した。 
 
(3)－④ ヒト前立腺がんの IL-6 と aPKCλ/
ιの発現と臨床像の関係

ヒト前立腺がん組織を用い aPKCλ/ιと
IL-6 タンパクについて免疫組織化学染色で
分析を行い、臨床像との相関を統計学的に解
析を行った。 
 
(4)－① aPKC 遺伝子とアンドロゲンシグナ
ルとの関係について

aPKC遺伝子（分子）と前立腺がんの増殖を特
徴づけるアンドロゲンシグナルとの関係を
分析するために、aPKC 遺伝子のプロモーター
領域をクローニングし、アンドロゲン刺激に
よって aPKC プロモーターの転写活性が変動
するかルシフェラーゼアッセイ法を用いて
検討した。また、アンドロゲンレセプターを
発現している正常前立腺細胞株である
RWPE-1細胞に活性型 aPKCや不活性型 aPKCを
発現させることにより起こる増殖能の変化
やリン酸化されるタンパクについてプロテ
オミクス解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)－① 前立腺細胞における aPKCの発現に
ついて 

正常前立腺細胞株（PrEC）に活性型の aPKC
を強制発現させると、コントロールの細胞株
と比較して増殖能が高くなった。一方で、不
活性型の aPKC を強制発現させた細胞株では
増殖能がコントロールと比較して低くなっ
た。 

また、これらの細胞の発現タンパクのプロ
テオミクス解析からは活性型 aPKC 遺伝子の
導入により多くのタンパクの発現変動及び
リン酸化状態の変化が見られた。すなわち、
活性型 aPKC は前立腺がん細胞において、増
殖に関わる指令的な役割を持つ Keyとなる１
つの重要分子であることが示唆された。 
 
(1)－② 前立腺がん細胞における aPKCの発
現と si-RNA による増殖・造腫瘍性の変化 

各ヒト前立腺がん細胞株（LNCaP、PC-3、
DU145）における aPKCλ/ιの発現は正常前立
腺細胞株（PrEC）と比較して、高い発現を認
めた。ヒト前立腺がん細胞株 DU145に対して、
aPKCλ/ιに対する si-RNAを導入し、コント
ロール細胞との増殖能の違いについて検討
したところ、si-RNA 導入細胞はコントロール
と比較して増殖能が低下した。また、これら
の細胞をヌードマウス皮下に移植すると、ヌ
ードマウスへの造腫瘍能も si-RNA 導入細胞
で明らかに低下した。 

 
(2)－① 前立腺がんにおける極性制御分子
aPKC m-RNA 発現について 
ヒト前立腺組成において aPKCλ/ιは正常

前立腺や前立腺肥大症の群に比べて、前立腺
がん組織で有意に高く発現することが分か
った。 

また、再燃前立腺がん（CRPC）組成の aPKC
λ/ιの発現を未治療前立腺がん組織と比較
したところ、再燃前立腺がん組織では aPKC
λ/ι発現の高い症例が多かった。 

 
(3)－① 前立腺がん細胞における aPKC発現
とサイトカイン分泌との関係 
ヒト前立腺がん細胞 DU145細胞と DU145細胞
に aPKCの si-RNAを導入した細胞のサイトカ
インの比較では、培養液中への IL-6の分泌
は、メンブレインアレイ法と PCR法を用いて
分析した結果、IL-6 分泌が抑制されることが
明らかとなった。このことは、ヒト前立腺が
ん細胞において、aPKCは IL-6の発現を介し
て前立腺がんの増殖促進に働くことが示唆
された。 
 
(3)－② aPKCλ/ιによる前立腺がん細胞
における IL-6分泌・発現の検討 
siRNA 導入細胞では、IL-6の培地中への分

泌量が有意に減少していることが明らかと
なった。また、ELISA を用いて IL-6分泌量を
定量的に検討したところ、同様の結果を得た。
更に、IL-6 mRNAの発現量を確認したところ、
タンパク同様に IL-6 mRNAの減少が認められ
ていた。また、IL-6 mRNA の減少は他の前立
腺がん細胞株である PC-3に siRNA 発現プラ
スミドベクターを遺伝子導入したことによ
っても得られることを確認している。このこ
とから、IL-6の減少は mRNA の転写レベルで
起きていると推測された。 
また、siRNA 導入細胞では STAT3 のリン酸

化が抑制されていた(図 1)。また、IL-6を培
地中に添加することで、siRNA 導入細胞の増
殖が回復し、コントロール細胞と同等の増殖
能を示した(図 2)。 

 

 

 

図１ 



 

 

 

 

(3)－③ aPKCλ/ιによる IL-6 m-RNA発現

制御のメカニズムの検討 

DU145 細胞に aPKCλ/ιの発現ベクターを遺
伝子導入した場合には IL-6 プロモーターの
転写が上昇し、逆に siRNA 発現細胞では IL-6
プロモーターの転写活性は減少していた(図
3a,b)。IL-6 の発現には幾つかの転写因子の
関与、特に NFκB及び AP-1 が重要であるこ
とが明らかとなっている(図 3a)。 

強い結合能が認められた一方で、siRNA 発
現細胞とコントロール細胞を比較した場合、
siRNA 発現細胞でこれら二つの転写因子の
DNA結合能が低下していた(図 3c)。 

 

 

 

 

 

 

 

 
これらのことより aPKCの発現は IL-6遺伝

子の転写調節に直接関わり、結果として IL-6
のオートクラインの分泌が亢進し細胞増殖
を促進することが明らかとなった(図 4) 
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図 13. 
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(3)－④ ヒト前立腺がんの IL-6 と aPKCλ/
ιの発現と臨床像の関係 
ヒト前立腺がん組織では aPKCλ/ιの発現と
IL-6の発現には下記の結果が得られた。 
1)前立腺がん組織での aPKCλ/ιの発現と
IL-6の発現は正の相関がある。 
2）aPKCλ/ιの異常発現は前立腺がんのグリ
ーソンスコアの高さと相関し、また、前立腺
全摘術後の PSA 再発（生化学的再発）と有意
に相関した。すなわち aPKCλ/ιの発現が高
まると PSA 再発が多くなることがわかった。
（図 5） 
 

 

 

 

 

3）aPKCλ/ιの発現の亢進と、IL-6 の発現の

亢進が両方とも見られる例では、PSA 再発が

有意に高かった（図 6）。 

これらより、aPKCλ/ι と IL-6 の発現は、
前立腺がんの発病後の再発を予測する有用
なバイオマーカーとなることが明らかとな
った。 

 

 

 

 

(4)－① aPKC 遺伝子とアンドロゲンシグナ
ルとの関係について

現在分析の結果を解析中であるが、 
1）アンドロゲン－アンドロゲンレセプター
シグナルと aPKCを主体とする細胞極性シグ
ナルの関係は、相互作用が示唆される。 
2）aPKCによる増殖促進とがん化への関与の
機構とホルモンによる増殖調整を行う系で
の Keyとなるタンパクについて同定が必要で
ある。 
などの興味深い結果が得られている。さらな
る詳細な検討によりこの重要なポイントを
確定することが今後の課題である。 
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