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研究成果の概要（和文）：Prostate cancer antigen-1 (PCA-1)は、特に高い死亡率を示すホルモン療法抵抗性前立腺
癌や膵臓癌の臨床検体で高発現するタンパクで、DNA、RNAの脱メチル化酵素活性を有することが明らかになっている。
また、PCA-1の脱メチル化酵素活性を阻害することでこれら悪性度の高いがんの増殖を抑制できることも明らかになっ
ている。本研究では、PCA-1の阻害剤を天然から探索し、ホルモン抵抗性難治性前立腺癌や膵臓癌に対する副作用の少
ない分子標的抗がん剤としての展開を目指した．その結果、生薬の抽出エキスライブラリーから数種のエキスに活性を
見いだし、試験の結果を指標に分画精製を行った。

研究成果の概要（英文）：A DNA and/or RNA-alkylating damage-repair enzyme called prostate cancer antigen 
(PCA)-1 is highly expressed in clinical androgen-independent prostate cancer cells and pancreatic cancer 
cells. Genetic inhibition of the enzymatic activity by injecting siRNA effectively inhibited the growth 
of prostate and pancreatic cancer cells. Therefore, PCA-1 inhibitor would be a novel and clinically 
effective anti-cancer drug against prostate cancer, even for hormone independent varieties and pancreatic 
cancer.
On the other hand, on the guidance of inhibition against PCA-1 enzymatic activity, we tried to search for 
anti-cancer substances from extracts of medicinal plants. We found several active extract and isolate the 
active components by the assay-guided separation.

研究分野：天然薬物学
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１．研究開始当初の背景 
連携研究者の辻川らは、真に臨床適用可能な

前立腺癌治療薬の創薬を展開するために、培

養細胞を用いるのではなく臨床で得られる

前立腺癌術後病理組織を用いて標的分子の

同定を行った。その結果、非癌部に比べ癌部

において顕著な発現上昇を示す新規タンパ

ク質 PCA-1 を発見した。抗 PCA-1 抗体を用い

て種々の癌病理組織標本における免疫組織

化学的解析を行った結果、PCA-1 は前立腺癌

で極めて高頻度で高発現するが、非癌部や良

性腫瘍である前立腺肥大においては発現上

昇がまったく検出されないことを明らかに

した(Clin. Cancer Res., 11, 5090-5097, 

2008）。さらに、前立腺癌の前癌病変である

前立腺上皮内腫瘍においてもPCA-1の高発現

が認められ、 PCA-1 の高発現が癌化に関連す

ることを推測させた。さらに前立腺癌病理組

織の詳細な免疫組織化学解析により、PCA-1

を特に高発現している癌患者は、それに比べ

発現が弱いと診断された患者に比べ、非常に

早期にホルモン療法抵抗性前立腺癌を再燃

することが明らかになった。この結果は、

PCA-1 の発現レベルとホルモン療法抵抗性前

立腺癌の出現とが相関することを示す非常

に重要な知見である(Cancer Sci., 99, 39-45, 

2008)。そこで PCA-1 が前立腺癌の治療標的

分子となるか検討を進めた。前立腺癌細胞の

PCA-1 を、siRNA を用いてノックダウンし、

その細胞増殖を検討した結果、 Ras-MAP キナ

ーゼ経路の活性化抑制による細胞増殖抑制

とアポトーシス誘導が認められた。さらに

PCA-1 mRNAをノックダウンさせたヒトホルモ

ン抵抗性前立腺癌細胞をヌードマウスに移

植する xenograft 解析を行い、その腫瘍形成

能を評価した。その結果、PCA-1 ノックダウ

ン前立腺癌細胞は腫瘍形成が顕著に抑制さ

れることが明らかになった（図１）。また、

PCA-1 は DNA 脱メチル化酵素活性を有するこ

とが明らかになっているが（Nature 421 

859-863 2003, Mol. Cell 16, 107-116, 2004）、

この酵素活性が腫瘍増悪化に必須であるこ

とも判明した。 

 

 
２．研究の目的 

本研究では、副作用の少ない難治性前立腺癌

および膵臓癌に対する分子標的抗がん剤リ

ード化合物を探索する目的で、 

（１）ホルモン抵抗性前立腺癌および膵臓癌

に高発現する DNA脱メチル化酵素 PCA-1 の酵

素活性阻害物質を、 3-メチルシトシン含有

オリゴ DNA と real-time PCR を用いる PCA-1

酵素反応阻害活性評価系により天然由来の

低分子化合物から探索する。 

（２）発見した活性物質は、その抗腫瘍作用

を、培養細胞を用いる足場依存および足場非

依存 in vitro 増殖阻害活性や in vivo 

xenograft モデルで抗腫瘍効果を詳細に評価

する。 

（３）天然から得られる活性物質の大量供給

法を確立するとともに、類縁化合物やモデル

化合物合成により構造活性相関を解析する。

さらに、これらの知見をもとにより簡便に合
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図１ PCA-1 ノックダウン前立腺癌細胞

の xenograft 解析 



成できる活性類縁体の設計・合成など合成化

学的な検討を加え、新たな分子標的抗がん剤

としての展開をはかる。また、発見した活性

物質を細胞に作用させた時に起こる変化に

ついても解析し、PCA-1 に関わるシグナル伝

達系の解明にも寄与する。 

３．研究の方法 

（１）PCA-1 酵素活性阻害物質の探索 

3-メチルシトシン含有オリゴ DNA (5'-GG 

AAACAGCTATGACCATGATTACTAGACATTGCCA－TTC 

TCGATAGGATCCGGTCAAACCTAGACGAATTCCGGT-3-

methylC-GTGACTGGGAAAACCCTGGCG -3')を基

質として含む PCA-1 酵素反応溶液に蚕リコ

ンビナント FLAG-PCA-1 を添加し、脱メチル

化酵素反応を行う。反応終了後、酵素反応溶

液を用いて real-time PCR を行い、非メチル

化オリゴ DNA の希釈系列を用いて作成した

検量線から酵素活性阻害率を計算する（図2）。 

上記アッセイ系を導入・確率し、これまでに

収集している海綿を中心とする海洋生物の

抽出エキスライブラリーや生薬の抽出エキ

スライブラリーから活性を示すエキスを探

索する。活性が確認されたエキスについては

活性試験の結果を指標に分画精製して活性

物質を単離する。単離した活性物質について

は、NMR をはじめとする機器分析を中心に解

析し化学構造を決定する。 
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図２.  PCA-1阻害剤探索のためのアッセイ系概略

＊PCR産物を定量化することでPCA-1の阻害率が算出できる

 

（２）類縁体の探索および誘導体の合成  

得られた活性物質についてはさらに類縁体

の探索や化学変換による誘導体を作成し、 

その活性を比較することで構造活性相関に

ついての知見を得る。また、PCA-1 の X線結

晶 構 造 解 析 が 報 告 さ れ 、 PCA-1 は

2-oxoglutarate と 2 価鉄依存的に酸化的脱

メチル化によりメチル化 DNA を脱メチル化

することが構造解析からも明らかとなった

(EMBO Journal,  25, 3389–3397, 2006)。こ

の 3 次元構造を参考に活性ドメインへの親

和性がより高い酵素活性阻害物質の設計も

考察する。 

（３）足場依存および非依存条件における in 

vitro 増殖抑制活性の評価 

① ホルモン非依存性前立腺癌細胞株（DU145、

PC3）と膵臓癌細胞（PANAC、 PK1、 MIAPaCa-2）

を用いて、足場依存的増殖条件下における化

合物の増殖阻害活性をWST-1アッセイにより

評価する。 

② がん細胞の悪性度の指標として足場非

依存性増殖が可能なことがあげられる。そこ

で、足場非依存性増殖に対する作用解析に連

携研究者がDU145細胞から樹立することに成

功した亜株（DU145-8-10）を使用する。この

細胞は、polyHEMA 試薬により表面加工された

培養皿に播くと、親株に比べ非常に高率かつ

早期にスフェロイドを形成し増殖する。また、

ヌードマウスへの移植でも腫瘍形成率が非

常に高く、CD44 の発現も高いことから癌幹細

胞のヒエラルキーの上位の細胞と考えられ

る。そこでこの細胞を足場非依存性増殖評価

細胞として用い、化合物の増殖阻害活性を

WST-1 アッセイにより評価する。 

（４）Xenograft モデルを用いた in vivo 増

殖抑制活性の評価 

大量供給法を確立できた活性物質について、

前立腺癌細胞（DU145、PC3）や膵臓癌細胞



（PANAC、 PK1、 MIAPaCa-2）をヌードマウ

スの脇腹皮下に移植し作成したXenograftモ

デルを用いてin vivo 増殖抑制活性を評価す

る。 

４．研究成果 

PCA-1 の脱メチル化活性を阻害する化合物の

スクリーニングを行った結果、アスナロ、ゴ

シュユ、オトギリソウ、チョウジ、コウボク、

タケニグサといった生薬の抽出エキスに活

性を見いだした。活性の見られたエキスは試

験の結果を指標に各種クロマトグラフィー

により分画を行い、最終的には HPLC を用い

て精製することで活性物質を単離した。単離

した活性物質は、NMR をはじめとする各種ス

ペクトルを解析することで同定した。 

アスナロから活性物質としてフラボノイド

二 量 体 ・ putraflavone を 単 離 し た 。

Putraflavone は、比較的強い PCA-1 阻害活性

(IC50 = 0.9 μM) を示し、また前立腺がん

細胞 DU-145 に対しても増殖抑制活性(IC50 = 

6.0 μM)を示した。ゴシュユからは、活性物

質としてインドール型アルカロイド・

evocarpine を単離したが、弱い PCA-1 阻害活

性しか認められなかった(IC50 > 10 μM)。

オトギリソウとチョウジからは、フラボノイ

ドの quercetin と isorhamnetin をそれぞれ

単離したが弱いPCA-1阻害活性しか認められ

なかった(IC50 > 10 μM)。コウボクからは、

アポルフィン型アルカロイドliriodenineを

単離した。liriodenine は、比較的強い PCA-1

阻害活性(IC50 = 1.1μg/ml) を示し、また

前立腺がん細胞 DU-145 に対しても増殖抑制

活性(IC50 = 5.0 μg/ml)を示した。また、

タケニグサからはイソキノリン型アルカロ

イド 8-methoxydihydrosanguinarine および

8-Hydroxydihydrochelerythrine を単離した。

8-methoxydihydrosanguinarine は、比較的強

い PCA-1 阻害活性(IC50 = 1.1μg/ml) を示

し、また前立腺がん細胞 DU-145 に対しても

強い増殖抑制活性(IC50 = 0.1 μg/ml)を示

し た 。 一 方 、 構 造 類 縁 体 で あ る

8-Hydroxydihydrochelerythrine は、弱い

PCA-1 阻害活性(IC50 = 10μg/ml)しか示さず、

前立腺がん細胞 DU-145 に対する増殖抑制活

性も弱かった(IC50 = 7.0 μg/ml)。 

8-methoxy
-dihydrosanguinarine

8-hydroxyl
-dihydrochelerythrine

putraflavone

evocarpine liriodenine

図３ 活性化合物の化学構造
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