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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の進展に関わる分子は多岐にわたるが、今回の研究で自然炎症に関連するとされる
ミッドカインに注目し、その役割について解析した。各種前立腺癌細胞株での発現を確認したところ、LNCaP細胞のみ
で確認することが出来た。次にLNCaP細胞を用いてミッドカインの発現変化を種々の条件下に検討したところ、ジヒド
ロテストステロンや上皮成長因子または酸化水素による酸化ストレス刺激により発現の増加が観察されたがそのレベル
は最大でも1.5倍程度であった。以上より、前立腺癌におけるミッドカインの役割は存在するものの、おそらく単独で
は軽微であり、他の関連因子と合わせて検討する必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the role of midkine (MK), which is thought to have rela
tion to homeostatic inflammation, in the progression of prostate cancer. We first evaluated the expression
 level of MK in the various prostate cancer cell lines. Since LNCaP cell expressed MK protein, we used thi
s cell line for the next analysis. The changes of MK expression in LNCaP cells after treated with Dihydrot
estosterone, Epidermal Growth Factor or H2O2 revealed at most 1.5 time higher protein expression than that
 of treatment free control cells. Although MK may have some roles in the progression of prostate cancer, e
.g. cell proliferation or oxidative stress response, this independent role may not be so important. Furthe
r study is required to understand the actual role of homeostatic inflammation in prostate cancer, combined
 with other molecules which related to MK function.  
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１．研究開始当初の背景 
近年わが国における前立腺癌の増加が著し
い。特に手術や放射線療法といった根治治療
が可能な早期前立腺癌が多くを占め、将来的
には前立腺癌死亡の減少につながることが
期待される。しかし、内分泌療法を第 1選択
治療とする進行癌症例は現在も相当数が診
断されており、去勢抵抗性前立腺癌(CRPC)
やホルモン不応癌の予後はいまだ不良であ
る。超高齢化社会を迎えたわが国においては
今後も前立腺癌に対する総合的な研究の推
進と対策の確立が急務である。 
我々のグループはこれまで継続して再
燃・進行前立腺癌進展の分子メカニズムにつ
いて精力的に研究を進めてきた。その結果、
受容体型チロシンキナーゼおよびチロシン
フォスファターゼを中心とするアンドロゲ
ン非依存性獲得機序を解明し、さらにはアン
ドロゲン非依存性増殖における IL-6 と
p38MAPKの関与について報告した。しかし
ながら、これら単一の機序では疾患全体の理
解は不可能なことは明らかであり、未知の生
物学的変化の関与を常に予測し、探索してい
く必要がある。そこで我々は以下に述べる経
緯で今回の研究を着想するに至った。 
最近、動脈硬化性疾患や自己免疫疾患さら
には癌など多くの疾患に共通する基盤病態
として慢性炎症の役割が注目されている。こ
の場合の炎症は感染症に伴う急性炎症とは
異なり、比較的中長期にわたるストレス応答
の遷延化のために、組織リモデリングを介し
て当該臓器の障害ひいては疾患を誘導する
と考えられている。このような慢性炎症は自
然炎症（Homeostatic Inflammation）という
概念として提唱されている。癌の発生と慢性
炎症の関連については従来多くの研究がな
されているが、癌の進展や治療抵抗性獲得な
ど、より進んだ段階での慢性炎症の役割に関
する研究はまだ緒に就いたばかりである。 
我々は、治療などのストレス下で細胞死に
陥った癌細胞から産生される種々の細胞内
分子が、内因性リガンドまたは Danger 
Signalとして細胞外に放出され、Toll様受容
体などのリガンドセンサーを介することに
よって様々な炎症性液性因子産生を惹起し、
増殖や転移を促進する機序を想定した。さら
に、この機序は内分泌療法施行後の去勢抵抗
性前立腺癌でも作用しているのではないか
と予測した。 
一方、ミッドカイン(MK)は、わが国の門松
らにより発見された分子量 13kDa の成長因
子であり、癌、神経・心臓疾患、炎症性疾患

で多彩な生物学的機能を有している。特に癌
との関わりにおいては、各進行段階での発現
増加や抗アポトーシス作用が多くの癌腫で
報告されている。前立腺癌においては、ヒト
癌病変部と転移巣および cell lineの C4-2で
MK発現の上昇が確認されている。しかしな
がら、これらはいずれも最終的な output と
してのMK発現変化をとらえたもので、アン
ドロゲン依存性変化と関連付けた MK の発
現調節に切り込んだ研究ではない。 
 
２．研究の目的 
前述の背景から我々は、MKが自然炎症にお
いて重要な機能を果たしていると予測し、前
立腺癌のアンドロゲン環境変化―自然炎症
―MKの 3者を軸に再燃癌の進展メカニズム
を解明することを着想した。本研究では、前
立腺癌のアンドロゲン非依存性増殖・進展に
関わる分子として、ＭＫとその関連蛋白に注
目し、種々の環境下に前立腺局所で展開する
非感染性慢性炎症の際に発現する細胞反応
におけるMKの役割について、細胞モデルや
前立腺組織検体を用いて明らかにすること
を主たる目的とした。 
 
＜研究の具体的目的＞  
①ヒト前立腺癌細胞・組織を用いてMKの発
現、存在様式について解析する。②前立腺癌
モデルを用いて MK と他の炎症関連分子と
の相互作用と癌進展への影響を探る。 
 
３． 研究の方法 
(1) 前立腺癌細胞におけるMKの発現確認 

前立腺癌細胞株（LNCaP, PC-3, DU145）
で の MK 発 現 ・ ・ ・ 手 法 と し て
WesternBlotting,RT-PCR, 
Immunocytochemistryを用いる。さらに、
LNCaP細胞モデル(C-33, C-81細胞)での
発現量変化の検討も同様の手法を用いて
検討し、アンドロゲン依存性とMK発現の
関連を解析した。 
 

(2) 各種ストレス刺激下でのMKの発現変化

と細胞挙動変化の解析 

アンドロゲン除去下でのMK発現変化の解
析・・・ステロイド除去環境でLNCaP細胞
を培養し、MK発現の変化をアポトーシス
関連分子と合わせて蛋白・RNAレベルで解
析した。また、抗アンドロゲン薬や逆に
アンドロゲンや増殖因子の添加による効
果も検討した。その他のストレス刺激と
して、H2O2添加の影響も検討した。 
 



４． 研究成果 
 

(1) 前立腺癌細胞株におけるMK蛋白発
現のWestern Blot解析： 
LNCaP, PC-3, DU145の3種類の細胞を用いて、
抗ＭＫ抗体2種類を用いて検討したところ、明
瞭な発現が確認できなかったため、ﾎﾟｼﾞﾃｨﾌﾞ
･ｺﾝﾄﾛｰﾙとしてﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄMKを使用したところ、
S社抗体では検出できなかったが、Ｅ社抗体で
はﾎﾟｼﾞﾃｨﾌﾞ･ｺﾝﾄﾛｰﾙのバンドが蛋白量に比例
して検出された。よって、以下の実験にはＥ
社抗体を1次抗体として使用することとした。
しかしながら、ﾎﾟｼﾞﾃｨﾌﾞ･ｺﾝﾄﾛｰﾙに比較して、
各Cell LineでのMK発現は極わずかであり、こ
の条件での発現確認は困難であった。 
以上より、使用可能な1次抗体の選定ができた
が、MK蛋白は少なくとも高発現はしていない
ことが推測された。またcell lineの種類によ
っても発現量に差があること、また何らかの
増殖刺激で（特にLNCaP細胞に関して）その発
現量が増加することが示唆された。 
 
(2) 各種細胞処理後のMK発現解析： 
通常培養条件下ではMKの発現の確認が困難で
あったため、LNCaP細胞をDihydro 
-Testosterone (DHT)またはEpidermal Growth 
Factor (EGF)で刺激した試料を用いて解析し
たところ、DHT、EGF処理いずれにおいても特
異的バンドが検出された。DHT 10nMによりコ
ントロール比最大1.5倍までの発現増加が観
察されたがDHTに対する用量依存性、曝露時間
依存性の発現変化は認めなかった。EGFに関し
ては刺激後10分でわずかではあるがDHTと同
レベルの発現増加が観察され、このレベルは
刺激2時間後よりも高い蛋白発現であった。同
様にPC-3細胞に関してもDHTおよびEGF刺激を
行ったが、こちらでは特異的バンドは検出さ
れなかった。 
 次にH2O2による酸化ストレス刺激に関して
検討を行った。そうしたところ、50-200Mn
の添加で2－3時間の曝露後H2O2 刺激により
細胞形態の変化が観察されるにも関わらず最
大1.5倍程度のMK蛋白発現上昇が観察された。
この変化は前述したDHTやEGF刺激の場合とほ
ぼ同様の結果で、各因子に特徴的な発現変化
とは判断できなかった。 
 
以上の結果を合わせると、前立腺癌細胞にお
ける基礎的MK発現レベルは細胞種により異な
り、アンドロゲン依存性のLNCaP細胞で確認で
きたがそのレベルは高いものではなく、アン
ドロゲン依存性の点からDHTによる刺激を行
ってもその変化は軽微であり、かつEGFに対す
る変化も同様のレベルであったことから細胞
増殖時のMKの役割は高くないものと考えられ
た。酸化ストレス刺激時においても同様で、

その役割は存在する可能性があるものの、軽
微であると推測された。前立腺癌における自
然炎症の関与についてはMKのみならずこれと
関連する他の因子も併せて検討する必要があ
ると考えられる。 
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