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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新規治療法の確立には，再燃メカニズムの包括的解明は必要不
可欠である．核内ステロイド受容体スーパーファミリーに属する，アンドロゲン受容体，グルココルチコイド受容体，
エストロゲン受容体の転写系と転写因子NF-κBのシグナル伝達系のクロストークという新たな観点から前立腺癌再燃メ
カニズムを解明した．また，そのクロストークを標的とした各種シグナル伝達阻害技術を駆使して，去勢抵抗性前立腺
癌に対する集学的治療戦略を構築した．さらに，各核内受容体間における転写系シグナル伝達ネットワークの存在が明
らかにされ，同クロストークはCRPCに対する新規標的治療となりうる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Elucidating a comprehensive mechanism through which most patients with advanced pr
ostate cancer have an initial response to androgen deprivation therapy, but eventually progress to a castr
ation-resistant state is critical to establish a novel treatment strategy for castration refractory prosta
te cancer (CRPC). We investigate the mechanism of CRPC from the perspective of some cross-talks in signal 
transduction pathway between NF-kB and an intranuclear steroid receptor superfamily containing androgen re
ceptor, glucocorticoid receptor, and estrogen receptor. Also we target the cross-talk with various methods
 of inhibiting the signaling transduction pathway and established the integrated treatment strategy of CRP
C. Consequently, our study made it clear that cross-talk between NF-kB and an intranuclear steroid recepto
r superfamily might existence, and also suggested inhibiting the cross-talk of signaling pathway network m
ight be novel therapeutics for the management of CRPC.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 前立腺癌はその大部分がアンドロゲン依存的
にアンドロゲン受容体（AR）を介して増殖するた
め，アンドロゲン除去（去勢）を根幹としたホルモ
ン療法が有効である．進行性前立腺癌でも初期
にはホルモン治療が約 80％以上で有効である
が，その半数以上は 5 年以内にアンドロゲン非
依存性となり再燃する．このような去勢抵抗性前
立腺癌の予後は極めて不良であり，Docetaxel
療法等を含め様々な治療が施行されても，ほと
んどの症例は数年以内に死亡する．現在までの
多数の基礎研究と，それに裏打ちされた創薬
（GVAX，Abiraterone，MDV3100，Zibotentan
等）にもかかわらず，去勢抵抗性前立腺癌の予
後は未だ改善されず，新たな治療戦略の確立
が待望されている． 
 去勢抵抗性前立腺癌に対する新規治療法を
開発していく上で，再燃メカニズムの解明は必
須である．従来からそのメカニズムとして，アンド
ロゲン非依存性に，1) AR を介する系と 2) AR
を介さない系に大別される．後者には，シグナル
伝達系の亢進によって，AR の活性化を経由せ
ずに細胞増殖が促進される経路が含まれるが，
これまで我々はそのシグナル伝達系の 1 つとし
て，NF-B に着目して研究をすすめてきた．
NF-B は転写因子の一つで，その活性化が癌
細胞の増殖促進，アポトーシス抑制，血管新生
誘導，転移浸潤能を引き起こすことが知られて
おり，乳癌をはじめとして，肺癌，甲状腺癌，メラ
ノーマ，膀胱癌，腎癌，大腸癌，白血病等の多く
の悪性腫瘍において恒常的な NF-B活性化が
報告されている． 
応募者は研究代表者として従事した過去の基
盤研究（C）——「ホルモン非依存前立腺癌に対
する遺伝子治療を根幹とした新たな集学的治療
戦略の確立」（平成 16-17 年度），「ホルモン不
応性前立腺癌における NF-B 活性化の意義と
その経路を標的とした治療戦略」（平成18-19年
度），「再燃前立腺癌におけるエストロゲン受容
体を介したシグナル伝達機構の包括的解明」
（平成 20-22 年度）——において，前立腺癌の再
燃初期にNF-B活性化が関与することを示すと
ともに，NF-B と AR／NF-B と GRのクロストー
クについても言及した；また，前立腺癌における
GR および ER の役割を明らかにし，GR，ER を
標的とした遺伝子治療の可能性を示した． 
 これら成果の中で特に強調したいのは，恒常
的な NF-B 活性化がアンドロゲン非感受性前
立腺癌細胞株 PC-3，DU145 に認められたこと，
アンドロゲン感受性前立腺癌細胞株 LNCaP か
らアンドロゲンを除去することによってそれまで
認められなかった NF-B 活性が亢進したことに
ある．すなわち，NF-B 活性化が去勢抵抗性前
立腺癌の契機となる可能性が示唆された点にあ
る．また，我々は，NF-B の結合部位が PSA プ
ロモーターのアンドロゲン応答配列（ARE）近傍
に存在することを見出し，活性化された NF-B
がARと拮抗することによって，ARを介するPSA
の発現が抑制されることを報告した．(Biochem J. 
2004) 

 以上の学術的背景から，去勢抵抗性前立腺
癌の病態生理や悪液質において恒常的な
NF-B 活性化が重要な役割を果たしており，
NF-B活性の阻害が去勢抵抗性前立腺癌に対
する治療戦略の 1 つになりうる可能性が示唆さ
れる． 
 一方，前立腺癌に対するグルココルチコイド療
法とエストロゲン療法は，従来から二次あるいは
三次のホルモン療法としてその有用性は広く認
識されてきた．その作用機序——Dexamethasone
（DEX）をはじめとするグルココルチコイド製剤は，
視床下部・下垂体に対する負のフィードバックに
よって下垂体からのACTH分泌を抑制し副腎由
来アンドロゲンの産生を低下させる； Estradiol
（E2）をはじめとするエストロゲン製剤は，視床下
部・下垂体に対する負のフィードバックによって
下垂体からの LH 分泌を抑制しテストステロンの
産生を低下させる——は，間接的な中枢作用に
よるものと考えられていた．また，DEXおよび E2
による直接的な抗腫瘍効果も示唆されているが，
それぞれの受容体である GR および ER を介す
る転写系に関しての前立腺癌における基礎研
究は極めて少ない． 
 GR および ER は，前立腺癌のアンドロゲン依
存性に重要な役割を果たしている AR と同様に，
核内受容体スーパーファミリーに属し，リガンド
であるステロイドホルモンと結合し，転写を活性
化する一群の転写因子である．いずれもホモダ
イマーを形成し，標的遺伝子のプロモーター近
傍のホルモン応答配列を認識し，さらに特異的
リガンドと結合することで標的遺伝子の転写を活
性化するという共通の作用機構をもつ．また，
NF-Bは p65 と p50 とのヘテロダイマーであり，
通常その核内移行シグナルをマスクする分子
IBと結合して細胞質に存在することでその活
性が抑制されている．何らかの刺激で IBがシ
グナル依存的にリン酸化をうけ，ユビキチン化さ
れ，プロテソームによって分解されると，遊離し
た NF-B は核内に移行し，標的遺伝子の転写
活性化が誘導される． 
 これまでに，核内受容体と NF-B に共通した
共役因子が存在する可能性，ホルモン応答配
列とB 応答配列が同一のプロモーター上に近
接して存在する可能性，を想定した GR と
NF-B のクロストーク，あるいは ER と NF-B の
クロストークに関する報告は前立腺癌以外の領
域では散見されるが，去勢抵抗性前立腺癌に
おける核内受容体と NF-B とのクロストーク・核
内受容体間のクロストークを包括的に解明した
報告はない． 
 
２．研究の目的 

 過去の前立腺癌に関する基盤研究の成果を
踏襲して，今回われわれは，核内受容体転写系
と NF-B のシグナル伝達系のクロストークという
新たな観点から前立腺癌の再燃メカニズムを解
明すると共に，そのクロストークを標的とした各種
シグナル伝達阻害技術を検討し，去勢抵抗性
前立腺癌に対する新たな包括的治療戦略を構
築することを立案した．さらに，各核内受容体間



における転写系シグナル伝達ネットワークの存
在を明らかにし，去勢抵抗性前立腺癌における
AR，GR，ER 間クロストークの基礎的及び臨床
的意義についても明らかにする． 
 去勢抵抗性前立腺癌におけるAR，GR，ERの
発現プロファイと NF-B活性のステータスを，前
立腺癌細胞株と前立腺癌ヒト組織アレイを用い
て解析する．次に以下の転写因子クロストーク
—— 1) AR と NF-B，2) GR と NF-B，3) ER と
NF-B，4) AR と GR，5) AR と ER ——の詳細を
解明する．さらに，去勢抵抗性前立腺癌に対す
る治療戦略として—— 1) NF-B活性化を阻害す
る分子標的治療，2) DEX 投与と GR 強制発現
による遺伝子治療，3) E2 投与と ERの強制発
現による遺伝子治療  ——を計画しており， in 
vitro，in vivoで検討を加え，その有用性を検討
する．本研究の学術的な特色は，去勢抵抗性前
立腺癌における再燃メカニズムの解明と新たな
治療戦略の構築を第一義とし，核内受容体：AR，
GR，ER とユビキチン・プロテアゾーム系の代表
分子である NF-B に着目した点にある．また，
核内受容体と NF-Bのクロストークのみならず，
核内受容体間におけるクロストークの解析にま
で踏み込んで，そのクロストークを標的とした治
療戦略を確立することにある．去勢抵抗性前立
腺癌において，転写制御機構の何らかの破綻
が，しかるべきシグナル伝達系の亢進を惹起す
ることで，その再燃に関与しうるとしたら，転写因
子間のクロストークの解明は極めて意義深い．
従来から前立腺癌の基礎研究においては，主
要なアンドロゲンである dihydrotestosterone
（DHT）に依存したAR転写系の研究がゴールド
スタンダードであるため，GRあるいはER転写系
に関する研究は極めて少ない．従って，本研究
のようにARのみならずGR，ER転写系を再考し，
クロストークという視点からの前立腺癌の基礎研
究は極めて独創的かつ斬新である． 
 本研究から予想される結果と意義として，アン
ドロゲン除去による NF-B 活性化の状況下，1) 
DEX/GR 転写系の亢進による NF-B 活性化の
抑制，2) E2/ER 転写系の亢進による NF-B 活
性化の抑制，が予想される．以上を踏まえた治
療戦略として，まずNF-B阻害剤の使用が推奨
される．また，DEX 投与による NF-B 活性の抑
制効果も期待した DEX と GR発現ベクターを用
いた遺伝子治療，さらに，ERによる前立腺癌
の増殖抑制も期待したE2とER発現ベクターを
用いた遺伝子治療，の有用性が示唆されれば，
今後，去勢抵抗性前立腺癌治療における大き
なブレークスルーになりうると確信する． 
 
３．研究の方法 

 (1) 核内受容体の発現プロファイル 
 アンドロゲン依存性前立腺癌株 LNCaP，アンド
ロゲン非依存性前立腺癌株 PC-3，DU145，正
常前立腺上皮細胞 PrEC，正常前立腺間質細
胞 PrSC，乳癌細胞株（コントロール）を用いて，
AR，GR，ERおよび ERの発現プロファイルに
つき，RT-PCR 法と Western-blot 法によって，
mRNA とタンパク質レベルで調べる．また，癌化

ヒト組織アレイ Human Neoplastic Tumor Tissue 
Microarray シリーズ（タカラバイオ社）の前立腺
版を用いて，核内受容体の発現を同様に解析
する． 

(2) 発現ベクターの構築 
 CMV プロモーターによって GR，ERがドライ
ブされる発現ベクター：pCMV-GR と pCMV-ER
を構築する．発現ベクターが機能するか調べる
ため，LNCaP細胞にFuGENE6を用いてプラスミ
ドを一過性に導入後，GR，ERのｍRNA，タン
パクの発現をそれぞれ RT-PCR法，Western-blot
法にて確認する． 

(3) 核内受容体と NF-Bのクロストーク 
 DHT によって誘導される AR 転写活性，DEX
によって誘導される GR 転写活性，あるいは E2
によって誘導される ER 転写活性が，NF-B 転
写活性を抑制するか否かをNF-Bプロモーター
活性，Western-blot 法，免疫染色を用いて調べ
る．逆に NF-B活性を誘導することによって AR，
GR，ER 転写活性が抑制されるか否かについて
も，以前構築したレポータープラスミド ：
pGL3-ARE3-Luc ， pGL3-GRE4-Luc ，
pGL3-ERE4-Luc を用いてルシフェラーゼアッセ
イにて検討する． 
 さらに，LNCaP細胞における DEXあるいは E2
投与による PSA プロモーター活性を解析し，
DEX あるいは E2 による AR 転写活性が抑制さ
れるか否かを検討する． 

(4) NF-Bの活性阻害による in vitro殺細胞効
果 
 いかにして NF-B 活性を効率良く阻害するか
を以下の方法で，以前樹立した LNCaP-SF細胞
（ ア ン ド ロゲン フ リ ーで培養可能 ）及び
LNCaP-B 細胞（p65 を強制発現）を用いて，in 
vitro における殺細胞効果を WST-assay にて比
較検討する． 
 さらに，殺細胞効果が認められた細胞にアポト
ーシスが起こっているか，Tunel assay あるいは
Anexin-V assayにて解析する． 
 ① ドミナントネガティブ…IKKによって IBが
リン酸化をうけるセリン 32 と 36の部位をアラニン
にかえた変異体タンパク SR-IBの発現ベクタ
ー用い，IBのリン酸化を阻害する． 
 ② デ コ イ … B コ ン セ ン サ ス 配 列
NGGGGAMTTTCCNNを有する二本鎖DNAを，
M あるいは N の塩基を変えて数種類作製予定
である．また，  GaL4 コンセンサス配列
CGGAGTACTGTCCTCCを有する二本鎖DNA
を合成し，コントロールとして使用する． 
 ③ siRNA…業者に委託して作製した数種類を
実験に使用する． 
 ④プ ロ テ ア ソ ー ム 阻害薬… Bortezomib 
(VercadeTM) は，タンパクの制御において中心
的な役割を担うユビキチン・プロテアソーム系を
標的分子とした新規薬剤で，IBのプロテアソ
ームによる分解を阻害することで NF-B 活性化
を抑制する．既に本邦でも多発性骨髄腫に対し
て臨床応用されている．また，実験用試薬として
発売されている強力なプロテアソーム選択的阻



害剤：Epoxomicin も使用する． 
 なお，①〜③は，トランスフェクション試薬：
FuGENE6 を用いて細胞導入し，④については
各種の濃度設定で培養液に添加する． 

(5) SCIDマウスを用いた担癌モデルの作成 
 LNCaP 細胞をマトリジェルと共に SCID マウス
の背部皮下に移植し，皮下腫瘍の形成を確認
後，除睾術を施行して腫瘍が再形成されたもの
を去勢抵抗性前立腺癌のモデルとして以下の
実験に使用する． 

(6) NF-B阻害薬による in vivo抗腫瘍効果 
 担癌モデルに対して，プロテアソーム阻害薬：
Bortezomib，Epoxomicin の腹腔内投与とドミナ
ントネガティブ：SR-IBのアデノウイルスベクタ
ーの局所投与による in vivo抗腫瘍効果を検討
する．抗腫瘍効果は腫瘍のサイズを経時的に計
測し，コントロールと比較検討することによって評
価する． 

(7) アデノウイルス発現ベクターの作製 
 既に構築した pCMV-GR，pCMV-ERプラスミ
ドから CMVプロモーターと GR あるいは ERを
インサートとして切り出し，コスミドベクターに挿
入する．このコスミドと Eco T22I 処理を行った
DNA-TPC を，E1A・E1B を恒常的に発現してい
る 293 細胞へトランスフェクションして，ウイルス
DNA とコスミド DNA との相同組み換えによりア
デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Ad-CMV-GR と
Ad-CMV-ER）を作製する． 

(8) リガンド投与とアデノウイルスベクター局注に
よる抗腫瘍効果 
 担 癌 マ ウ ス に Ad-CMV-GR あ る い は
Ad-CMV-ERを腫瘍内局注後，腹腔内に DEX
あるいはE2を投与して，in vivo抗腫瘍効果を検
討する．コントロールとしてAd-CMV-GFPを腫瘍
内局注したマウスにGCsあるいはE2を投与した
群と比較検討する． 

(9) 改良PSAプロモーターを用いた癌特異的発
現ベクター構築 
 前立腺癌特異的発現系を構築するために，
我々は既に PSA プロモーター領域に修飾を加
え，野性型の 3 倍以上のプロモーター活性を有
する新たな XPSA プロモーターを構築済である．
その下流に治療用遺伝子である GR あるいは
ERを挿入し，同様に目的の組み換えアデノウ
イ ル ス ベ ク タ ー （ Ad-XPSA-GR と
Ad-XPSA-ER）を作製する．担癌マウスの尾静
脈からベクターを注射し，DEXあるいは E2の腹
腔内投与による抗腫瘍効果を検討する． 
 
４．研究成果 

 平成 23年度は，核内受容体スーパーファミリ
ーに属する，アンドロゲン受容体（AR），グルココ
ルチコイド受容体（GR），エストロゲン受容体
（ER）の転写系と，転写因子 NF-B のシグナル
伝達系のクロストークという新たな観点から前立
腺癌再燃メカニズムを解明すると共に，そのクロ
ストークを標的とした各種シグナル伝達阻害技
術を駆使して，去勢抵抗性前立腺癌に対する包

括的治療戦略を構築することを究極の目的のも
と，前立腺癌における核内受容体の発現プロフ
ァイル，発現ベクターの構築，核内受容体と
NF-Bのクロストーク，NF-Bの活性化抑制によ
る殺細胞効果とし，主として in vitro での実験を
計画した．AR，GR，ER を介した転写系と
NF-B シグナル伝達系の包括的解明に取り組
んだ． 
 その結果，アンドロゲン依存性前立腺癌株
LNCaP，アンドロゲン非依存性前立腺癌株 PC-3，
DU145，正常前立腺上皮細胞 PrEC，正常前立
腺間質細胞 PrSC，乳癌細胞株（コントロール）に
おける，AR，GR，ERαおよび ERβの発現プロ
ファイルと，癌化ヒト組織アレイの前立腺癌版に
おける核内受容体の発現を明らかにした．さら
に，CMVプロモーターによってGR，ERβがドラ
イブされる発現ベクター（pCMV-GRとpCMV-ER
β）を構築した． 
 これは，これまでにも基礎研究から臨床試験ま
でに渡って去勢抵抗性前立腺癌に対する各種
治療戦略の取り組みが精力的に検討されてきた
にもかかわらず，必ずしも大きなブレークスルー
がなかったという背景において，去勢抵抗性前
立腺癌に対する新たな治療法の開発に向けた
プロローグとして大変意義深いものである． 
 平成 24 年度は，ドミナントネガティブ，デコイ，
siRNA，プロテアソーム阻害薬を用いた NF-B
活性の阻害による in vitro殺細胞効果の検討し
た．SR-IBの発現ベクターのトランスフェクショ
ンおよび Bortezomibの投与にて，LNCaP-SFの
NF-B 活性が抑制された．しかしながら，デコイ
での抑制は不十分であった．今回，委託作製し
た siRNA でも同様であった．また，核内受容体
と NF-B のクロストークに関する検討では， 
NF-BとGR，NF-BとARのクロストークの存在
は示唆されたが，NF-B と ERのクロストークの
存在は明確ではなかった． 
 最終年度の平成 25年度の実験内容は，SCID
マウスを用いた担癌モデルの作成，NF-B 阻害
薬による抗腫瘍効果，アデノウイルスベクターに
よる抗腫瘍効果で，前年度までの in vitro 実験
の結果を踏まえつつ，去勢抵抗性前立腺癌に
対する分子標的治療あるいは遺伝子治療を試
みた．担癌モデルは作成できたが，作成予定で
あったアデノウイルスベクター：Ad-CMV-GR と
Ad-CMV-ER ， お よ び  Ad-XPSA-GR と
Ad-XPSA-ERは完成できなかった．担癌モデ
ルに対するアデノウイルスベクターAd-SR-IB
の局所投与および Bortezomib の腹腔内投与に
おいて，いずれも in vivoにおける抗腫瘍効果が
認められた． 
 以上より，アンドロゲン除去による NF-B活
性化の状況下，1) DEX/GR 転写系の亢進によ
る NF-B活性化の抑制，2) E2/ER転写系の亢
進による NF-B 活性化の抑制，が示されたと共
に，今後，NF-B 活性を阻害する治療戦略が，
去勢抵抗性前立腺癌治療における大きなブレ
ークスルーになりうる可能性が示唆された． 
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