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研究成果の概要（和文）：　前立腺がんにおいて内分泌療法の初期奏効率は非常に高い。しかし、数年後にはその半数
以上が去勢抵抗性癌へと進行する。去勢抵抗性癌においてもアンドロゲンレセプター(AR)が前立腺がんの生存増殖に重
要であるが、AR阻害薬としてはアンタゴニストが存在するのみである。
 申請者らは、新しい機序の抗前立腺癌物質の発見を目指して、微生物代謝産物から探索研究を行った。その結果、カ
ビから精製した低分子化合物であるN-deoxynortryptoquivalineが、ARの核内移行を抑制することによって細胞毒性を
示さずヒト前立腺癌細胞株LNCaPの増殖を特異的に抑制することを発見した。

研究成果の概要（英文）： Endocrine therapy (androgen ablation) is the main treatment for advanced 
prostate cancer. Despite an initial efficacy of androgen deprivation therapy, prostate cancer progress 
within a few years from androgen-dependent to castration- resistant (CRPC) disease in most of the 
patients. Although AR still plays an essential role in CRPC, AR inhibitor is only an antagonist.
 We hypothesized that a new type AR inhibitor could serve as a unique therapeutic agent for prostate 
cancer. To identify a new type AR inhibitor, we screened cultured broths of microorganisms and found that 
small molecule compound N-deoxynortryptoquivaline (DNT), a novel inhibitor of AR function, showed potent 
inhibition against androgen-dependent proliferation of LNCaP prostate cancer cells. DNT showed 
significant inhibition of AR nuclear translocation and against androgen-dependent proliferation of LNCaP 
cells.

研究分野：去勢抵抗性前立腺がんおけるアンドロゲンレセプター機能阻害剤の開発

キーワード： 去勢抵抗性前立腺がん　アンドロゲンレセプター
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１．	
 研究開始当初の背景 
	
 前立腺癌は高齢化や食事の欧米化、および
診断技術の向上【腫瘍マーカーとしての PSA
（前立腺特異抗原）の導入】に伴ってその頻
度が急増している癌である。疫学からの統計
による予測では 2020 年には肺癌に次いで男
性癌の 2 位になるとされている[日本のがん
罹患の将来推計．がん・統計白書―罹患/ 死
亡/予後―2004	
 大島明、黒石哲生、田島和
雄編]。 
	
 初期の前立腺癌はアンドロゲン依存性癌
であり、1940年代に Hugginsと Hodgesに
よりアンドロゲン除去が前立腺癌患者の症
状を改善すること [Huggins et al.,Cancer 
Res., 1941, 1:293]が報告されて以来、内分泌
療法は進行前立腺癌に対する標準的な治療
になっている。前立腺癌は進行病期に癌が発
見されても、その 80％以上は外科的あるいは
薬物的アンドロゲン除去に反応し症状は軽
快する。しかし数年後にはその半数以上がア
ンドロゲン依存性を喪失して内分泌療法抵
抗性増殖を示すようになり、その後 1〜2 年
で癌死に至る。アンドロゲン非依存性を獲得
した前立腺癌の治療法は確立されておらず、
近年ドセタキセルとステロイドの併用が生
存期間をわずか 2.5ヶ月延長したという成績
にとどまっている[Petrylak DP et al., N. 
Engl. J. Med., 2004, 351:1513]。このような
状況を鑑み、アンドロゲン非依存性を獲得し
た進行前立腺癌に対する新たな治療法を開
発することは極めて重要な課題である。 
	
 アンドロゲンは性分化、造精機能など男性
機能に不可欠のホルモンであるが、その機能
はアンドロゲンレセプター(AR)を介して発
揮される。ヒトではアンドロゲンの 95％は精
巣由来テストステロンである。血中のテスト
ステロンは前立腺において 5α還元酵素の作
用で、より活性の強いジヒドロテストステロ
ンに代謝される。ジヒドロテストステロンは
核内レセプターである ARと結合し、ARは 2
量体となり核内移行をしてアンドロゲン応
答性遺伝子の上流に存在するアンドロゲン
レスポンスエレメントに結合する。さらに
AR は転写共役因子と呼ばれる一連のタンパ
ク質と巨大複合体を形成し、この複合体が
RNA ポリメラーゼ II を中心とする基本転写
因子群と結合することによって標的遺伝子
の転写が行われる(図 1)。研究開始当初には、
内分泌治療で用いられている非ステロイド
性抗アンドロゲン剤はビカルタミドとフル
タミドのみであり、両者とも図 1の経路の
うち上流である ARとアンドロゲンの結合
を阻害するものであった。 
	
 こ れ ら 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 剤 投 与 や
LH-RH(黄体形成ホルモン放出ホルモン)
アゴニストによる化学的去勢などの内分泌
療法継続により、前立腺癌はアンドロゲン
非依存性を獲得する。その機序については、
AR の過剰発現、突然変異、メチル化、共
役転写因子の異常、リガンド非依存性活性

化などが報告されており [Heinlein CA, 
Chang C., Endocr. Rev., 2004, 25(2):276]、
臨床上ではこれらの因子が重複し、解析が
困難な状況にある。しかしながら、アンド
ロゲン非依存性の前立腺癌においても依然
として ARが前立腺癌の生存増殖に重要で
あり、AR の機能を阻害することによって
アンドロゲン非依存性の増殖を阻害できる
ことが明らかになっている[Chen CD et 
al., Nature Med. 2004,10: 33]。	
  
 
２．	
 研究の目的 
	
 申請者らはヒト前立腺癌細胞株 LNCaP
のアンドロゲン依存性増殖を特異的に抑制
する化合物を微生物代謝産物約 4万種類か
ら探索した。その結果、カビの培養液から
精 製 し た 低 分 子 化 合 物 で あ る
N-deoxynortryptoquivaline (DNT)が細胞
毒性を示さず、LNCaP のアンドロゲン依
存性増殖を阻害することを発見した(図 2)。
本研究では DNT のアンドロゲン依存性増
殖阻害の作用機序を明らかにすることを目
的とする。 
 

３．	
 研究の方法 
 
(1) DNT は申請者らがヒト前立腺癌細胞
株 LNCaP の増殖阻害を指標に微生物代謝
産物からスクリーニングを行い、得たもの
である。以後の実験に継続して用いるため
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に生産菌であるカビを大量培養し、精製を
行った。また、NMR および MS 解析から
DNT と一緒に精製される類縁体の構造を
決定し、構造活性相関を求めた。 
(2) DNTがARのアンタゴニストとして機
能しているかどうかを調べるため、AR 競
合結合アッセイを行った。蛍光リガンドと
リコンビナント ARを用いて蛍光偏光を測
定することにより、ARと DNTの親和性を
測定し、DNTが ARのアンタゴニストであ
るか評価を行った。 
(3) DNTのAR転写活性における影響はこ
れまで AR転写活性を測定するためのレポ
ーター遺伝子を発現する安定細胞株
(Stable AR-Luc)を用いたレポーターアッ
セイで解析してきたが、より正確な解析を
行うため内部標準を設けることができるデ
ュアルルシフェラーゼアッセイで解析を行
った。さらに、乳がん細胞株 MCF−7 を用
いてエストロゲンレセプターおよびプロゲ
ステロンレセプターの転写活性における
DNTの効果を評価した。 
(4) AR を核内へ輸送する核内輸送受容体は
Importin-αであるとされている[Mark L. et 
al., J Cell Sci. 2008,121: 7]。ヒト前立腺癌細
胞株 LNCaP を用いて Importin-αや輸送担
体である importin-βと AR の結合における
DNT の影響を免疫沈降法で解析した。同様
に、ARのシャペロン分子である HSP[Smith 
DF. et al., Mol Endocrinol. 2008,22: 10]と
AR の結合における DNT の影響を免疫沈降
法で解析した。 
(5) DNT の作用機序を明らかにするため、
文部科学省科学研究費補助金・がんの特性等
を踏まえた総合支援活動・化学療法基盤支援
活動	
 標準阻害剤キットを使用し、DNTのア
ンドロゲン依存性増殖阻害活性を抑制する
化合物の探索を行った。96wellに LNCaPを
撒き、24時間後に阻害剤キット 1-3(285種類
の阻害剤)を 3、0.3、0.03、0.003 nM添加し、
6および 24時間後に DNT 0.1μg/mlおよび
合成アンドロゲン R1881 1 nM を添加し、
MTT法によりDNTの LNCaPに対する影響
を評価した。 
	
 

４．研究成果	
 
(1) DNT の精製と類縁体の構造決定   
	
 DNT生産カビを玄米 20kgに撒き、静置培
養後、アセトン抽出を行った。アセトンを留
去した後、酢酸エチルで溶媒抽出を行い、図
3のように精製を行った。 
	
 最終の精製ステップであるHPLCでUV吸
収の特徴からDNT類縁体を10種類単離した。
単離した 10種類のDNT類縁体のNMRおよ
びマススペクトルを測定し、それぞれの構造
式を決定した。また、それぞれの類縁体の
LNCaP におけるアンドロゲン依存増殖阻害
活性を測定した。 
	
 それぞれの構造とアンドロゲン依存増殖
に対する阻害活性を図 4に示す。 

  

 
(2)  DNT の AR アンタゴニスト活性  
	
 蛍光リガンドを用いた AR 競合結合アッ
セイの結果、ジヒドロテストステロンは
IC50=1.1 nM、臨床で使用されている AR
アンタゴニストであるビカルタミドは
IC50=490 nM で蛍光リガンドに対して競
合的に作用したのに対して DNT は 1 mM
添加しても蛍光リガンドに対して競合作用
を示さなかった。以上の結果から、DNT
は ARのアンタゴニストではないことが示
唆された。 
(3)  DNT の AR 転写活性における阻害活
性	
  
	
 DNT が AR の転写活性に及ぼす影響をア
ンドロゲン依存性ヒト前立腺がん LNCaPお
よび VCaP、アンドロゲン非依存性ヒト前立
腺がん 22Rv1で解析した。その結果、LNCaP
では DNT は AR の転写を用量依存的に阻
害したが、VCaP ではほとんど阻害効果が
なかった。実際、DNT のアンドロゲン依
存性増殖に対する阻害効果はVCaPでは弱
まることを確認した。VCaP では AR が過
剰発現しており、同じアンドロゲン依存性
前立腺がんにおいても DNT に対する感受
性の差がみられた。さらに、DNT はアン
ドロゲン非依存性の前立腺がん 22Rv1にお
いても ARの転写を阻害していることが明ら
かになった。22Rv1はリガンド非依存性の短
鎖型 ARを発現しているが、アンドロゲン添
加により 3倍のルシフェラーゼ活性の増強が
みとめられた(図 5)。LNCaP において DNT
は ARの核内移行を阻害することが確認され
ており、VCaP、22Rv1においても ARの核
内移行に及ぼす DNT の作用を解析する予定
である。 
	
 また、ヒト乳がん細胞株 MCF-7 でエスト
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ロゲンレセプターおよびプロゲステロンレ
セプターに対する阻害活性をレポーターア
ッセイにより評価したが、DNT はエストロ
ゲンレセプターおよびプロゲステロンレセ
プターの転写活性に対してはほとんど阻害
効果を示さなかった。 
 
	
 

	
 

	
 
	
 
(4)  Importin-α、importin-β、HSPに
おける DNT の影響  
	
 LNCaP において免疫沈降法により
Importin-αおよびβの解析を試みたが、検
出が難しく解析ができなかった。免疫沈降に
用いるタンパク量および抗体量を増やすな
ど実験条件を変えてみたが、同様の結果に終
わった。HSPについては DNTを添加するこ
とによって変化がみとめられなかった。 

(5)  阻害剤キットを用いた作用機序の解
析  
	
 LNCaP において DNT のアンドロゲン依
存性増殖に対する阻害活性を抑制する化合
物を阻害剤キットを用いてスクリーニング
した。その結果、3-ATAと Staurosporineが
6 時間、24 時間両方の前処理で、DNT の阻
害活性を抑制することが明らかになった。
3-ATA は CDK4 の特異的阻害剤であり、
Staurosporine はプロテインキナーゼ阻害剤
である。両者とも 0.003 nMという低濃度で
DNT の活性を抑制していることから CDK4
とプロテインキナーゼが DNT のアンドロゲ
ン依存性増殖阻害のメカニズムに関わって
いる可能性があるので、今後検証を行う。 
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図5　DNTの前立腺がんにおけるAR転写活性に及ぼす影響


