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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の進展過程において神経周囲浸潤（PNI）は、重要なメカニズムであるが、
その分子機構は不明である。本研究では、PNIに関与する前立腺癌細胞側の責任分子としてインテグリンα6とラ
ミニン結合糖鎖（LNBG）をファージディスプレイスクリーニングと種々の分子生物学的実験を用いて同定した。
前立腺癌細胞は、神経周膜細胞が分泌するStromal derived Factor-1により、その遊走能が亢進し、インテグリ
ンα6を介して神経周膜細胞に接着するがLNBGの発現が亢進した細胞では、浸潤能が低く、前立腺癌細胞上のイ
ンテグリンα6の発現亢進とLNBGの合成減少が神経周囲浸潤に重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Perineural invasion (PNI) is important mechanism for extra-capsular 
extension of prostate cancer (PC). In this study, we identified integrin α6 and laminin binding 
glycan (LNBG) on α-dystroglycan were important molecules for PNI of PC by using phage display 
screening and several molecular cell biologic analysis. 
We found that LNBG expressing PC cells without expression of integrin α6 inhibited perineural 
invasion capacity, functioning as a tumor suppressor. Both LNBG depletion and up-regulation of 
integrin α6 of PC cells and activation of SDF-1-CXCR4 signaling requried by enhancement of 
perineural invasion capacity of PC cells.

研究分野： 泌尿器腫瘍学

キーワード： 神経周囲浸潤

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 前立腺癌は神経に沿って進展して被膜外浸

潤すると考えられており、PNI は前立腺癌の

播種に関して一般的で最も重要なメカニズム

である。(Villers a et al. J Urol. 149:793-8,1993.) 
また、前立腺癌細胞は神経細胞と接着するこ

とによってアポトーシスが抑制され、増殖が

促進することが明らかになっている(Alaya 
GE et al. Cancer Res. 64:6082-90.2004.)。 
 
２．研究の目的 
 前立腺癌細胞と神経細胞の接着は前立腺癌

進展の gate way と考えられているが、その分

子機構は解明されていない。PSA による前立

腺癌のスクリーニングが一般化し、より早期

の前立腺癌が発見され、治療の対象になって

いる現状では、前立腺癌をコントロールする

上で局所進展・局所再発の key event である

PNI の分子メカニズムを解明することは臨床

的にも大きな意義がある。そこで PNI に関与

する責任分子を同定し、PNI の分子機構につ

いて解明することを目的とした。 
  
３．研究の方法 
 本研究では、まず最初に Phage display 法に
より前立腺癌細胞、神経細胞におけるリガン
ドとレセプターの検索を行った。同定された
リガンドあるいは、レセプターの前立腺癌に
おける発現を調査し、責任分子の過剰発現、
ノックダウン細胞あるいは、抗体を調製し、
前立腺癌細胞の神経周膜細胞が分泌するケモ
カインに対する遊走能および神経周膜細胞の
積層モデルに対する浸潤能の影響を検討する。 
さらに、前立腺全摘標本を用いた免疫組織化
学的検討によって上記責任分子の局在と PNI
に関する臨床的意義を明らかにする。 
 
４．研究成果 
  Phage display 法により前立腺癌細胞、神
経細胞、神経周膜細胞におけるリガンドとレ
セプターの検索を行った。本実験では、神経
周囲の細胞として、ヒト神経周膜細胞（human 
perineural cell, HPNC）を用いた。前立腺癌細
胞の cDNA ライブラリー導入ファージライブ
ラリーと神経細胞および HPNC 細胞を用いた
スクリーニングから、神経細胞および HPNC
細胞に結合する前立腺癌細胞の候補因子とし
てインテグリン α6 が同定された （図１）。 

 
図 1．Phage display 法による前立腺癌細胞と神
経細胞あるいは神経周膜細胞接着に関与する
分子のスクリーニング 
前立腺癌細胞の神経細胞、神経周膜への接着
候補分子としてインテグリン α6 を始めとし
て18種類のタンパク質をコードする cDNA配
列が同定された。 
 
インテグリン α6 の主要なリガンドは、神経や
神経周膜細胞上に豊富に存在するラミニンで
あるため、インテグリン α6 が HPNC 細胞表面
のラミニンと接着していると考えられた。こ
のことから前立腺癌細胞に発現する代表的な
ラミニンレセプターとしてインテグリン α6
と α-ジストログリカンのラミニン結合糖鎖
（Laminin binding glycan: LNBG）の発現を神
経周囲浸潤している前立腺全摘組織（97 例）
の免疫染色（図 2）によって調べた。 

 
図 2. 神経周囲浸潤部位におけるインテグリ
ン α6 と α-ジストログリカンのラミニン結合
糖鎖（Laminin binding glycan: LNBG）の免疫
染色と PSA 再発との関連 
A.カプランマイヤー曲線による神経周囲浸潤
部位におけるラミニンレセプターの発現と



PSA 再発の関連。B. 神経周囲浸潤部位におけ
るラミニンレセプターの発現. C. リンパ節部
位におけるラミニンレセプターの発現. 
 
その結果、神経周囲浸潤部位における LNBG
陰性かつインテグリン α6 陽性腫瘍の存在は、
前立腺癌の生化学的再発の独立した危険因子
であり、リンパ節転移部位の腫瘍も LNBG 陰
性かつインテグリン α6 陽性であった。このこ
とから、神経周囲浸潤やその後の転移には、
インテグリン α6 の発現亢進とともに α-ジス
トログリカン上の LNBG の合成減少が必要で
ある可能性が示唆された。 
 臨床検体で得られた知見を前立腺癌細胞株
で検証するため、低浸潤性細胞(LNCaP および
PC3-H)と高浸潤性細胞株(LNCaP-androgen 
independent: LNCaP-AI および PC3-L)における
インテグリン α6 と LNBG の発現や LNBG の
合成に関連する糖転移酵素の発現を細胞蛍光
染色およびウエスタンブロット（図 3）、qPCR 
(図 4)およびマイクロアレイ（図 5）で調査し
た。 

 
図 3 前立腺癌細胞株のインテグリン α6 と
LNBG の細胞蛍光免疫染色、フローサイトメ
トリーとウエスタンブロット解析 
A,B,C,D. 各前立腺癌細胞株におけるラミニ
ンレセプターの発現。ラミニンレセプターは、
Alexa488 (緑)、アクチンは、Phalloidin(赤)標識
2 次抗体で検出した。G,H,I,J. 各前立腺癌細胞
株における EMT 関連分子の発現。E-および
N-カドヘリン,ビメンチンは、Alexa488 (緑)、
アクチンは、Phalloidin(赤)標識 2 次抗体で検
出した。E. ウエスタンブロットによる各前立
腺癌細胞株におけるアンドロゲンレセプター
の発現。F.フローサイトメトリーによる
PC3-H および PC3-L 細胞における LNBG の発

現解析。K.L ウエスタンブロットによる各前
立腺癌細胞株におけるインテグリン、ラミニ
ンレセプターおよび LNBG 合成関連糖転移酵
素の発現。 

 
図 4 前立腺癌細胞株のインテグリン α6 と
LNBG の qPCR による発現解析 
A,B. qPCR による各前立腺癌細胞株における
LNBG 合成関連糖転移酵素の発現。C,D. qPCR
による各前立腺癌細胞株におけるインテグリ
ンの発現。E,F. qPCR による各前立腺癌細胞株
における EMT 関連遺伝子の発現。 

 
図 5. 前立腺癌細胞株のインテグリンと
LNBG 合成関連酵素、EMT 関連遺伝子のマイ
クロアレイによる発現解析 
 
図 3,4,5 の結果から、高浸潤性を示す前立腺癌
細胞ではインテグリン α6 の発現が亢進する
が、同じラミニンレセプターである LNBG の



発現は、顕著に減少し、LNBG が減少した細
胞では、上皮間葉移行（EMT）関連分子の発
現が亢進していることが明らかとなった。 
このことから以降の実験では、ラミニンレセ
プターの発現が異なり、インテグリン α6 の発
現が亢進し、LNBG の発現は顕著に減してい
る高浸潤性の PC3-L および LNCaP-AI 細胞と
インテグリン α6 の発現が減少し、LNBG の発
現は顕著に亢進している低浸潤性の PC3-H お
よび LNCaP 細胞で検討を進めた。 
 また前立腺癌細胞が神経周囲へと浸潤する
際に神経細胞あるいは、HPNC が分泌するケ
モカインに誘引されていると考えられたこと
から、神経細胞および HPNC 細胞が分泌する
ケモカインの測定を行った（図 6）。 

 
図 6.神経細胞(HN)および神経周膜細胞(HPN)
が分泌するケモカイン 
 
その結果、神経細胞および HPNC 細胞は、多
量の Stromal deraived factor-1 (SDF-1)を分泌し
ていることが明らかとなった。さらに SDF-1
のレセプターである C-X-C chemokine receptor 
type 4 (CXCR4)は、前立腺正常上皮および前立
腺癌細胞で発現していることが明らかとなっ
た（図 7）。 

 
図 7.前立腺細胞株の CXCR4 の発現 
 
HPNC 細胞が分泌する SDF-1 が前立腺癌細胞
の遊走能を亢進するかどうかを調べるために、
抗 CXCR4 抗体で処理した前立腺癌細胞と処
理していない前立腺癌細胞の HPNC 細胞のコ
ンディショナル medium (HPNC-CM)に対する
ケモタキシスアッセイを行った。（図 8） 

 
図 8. 各前立腺癌細胞の HPNC 細胞のコンデ
ィショナル medium (HPNC-CM)に対するケモ
タキシスアッセイ 
 

その結果、前立腺癌細胞の HPNC-CM に対す
る遊走能は、低浸潤性細胞である LNCaP およ
び PC3-H と比較し、高浸潤性細胞である
PC3-L および LNCaP-AI 細胞で顕著に高く、
抗 CXCR4 抗体によって有意に阻害されるこ
とから HPNC 細胞が分泌する SDF-1 が前立腺
癌細胞上の CXCR4 と相互作用することによ
り、細胞遊走シグナルが活性化する可能性が
示唆された。このことから次に SDF-1 処理に
よる前立腺癌細胞の ERK および AKT のリン
酸化について調べた。（図 9） 

 
図 9. SDF-1 による ERK、AKT のリン酸化 
 
その結果、SDF-1 により高浸潤性細胞である
PC3-L および LNCaP-AI 細胞で ERK のリン酸
化が有意に増加し、遊走能が亢進することが
明らかとなった。 
 
高浸潤性前立腺癌細胞は、HPNC 細胞が分泌
する SDF-1 によって遊走能が亢進することが
明らかとなったが、さらに前立腺癌細胞がラ
ミニンリッチな神経周膜細胞へ到達するため
には、ラミニンへの親和性が重要と考え、ラ
ミニンを始めとする細胞外基質の刺激による
ERK および AKT のリン酸化についても調べ
た。（図 10） 

 
図 10. コラーゲン I(COL I),フィブロネクチン
(FN)およびラミニン（LN）111, 
LN511,LN511E8 ドメインによる ERK、AKT
のリン酸化 
 
その結果、LNBG を高発現している LNCaP や
PC3-H 細胞では、ERK の活性化がほとんど認
められなかったのに対し、LNBG の発現が減
少し、インテグリン α6 の発現が亢進している
高浸潤性前立腺癌細胞は、特に LN511 やイン
テグリン α6 が結合する LN511E8 ドメイン処
理によって有意に ERK のリン酸化が亢進し
た。このことから、前立腺癌細胞は、コラー
ゲンやフィブロネクチンよりもよりラミニン
に親和性が高いことが示唆された。 
 
さらに前立腺癌細胞の各種細胞外基質に対す
るハプトタキシスアッセイを行った。（図 11） 



 
図 11. コラーゲン I(COL I),フィブロネクチン
(FN)およびラミニン（LN）111, 
LN511,LN511E8ドメインに対する前立腺癌細
胞の遊走能 
 
その結果、ERK のリン酸化と同様に高浸潤性
前立腺癌細胞は、特に LN511 やインテグリン
α6 が結合する LN511E8 ドメインをコーティ
ングしたフィルターに高い遊走能を示すこと
が明らかとなった。 
 
最後に神経周膜細胞層に対する浸潤能を調査
するために神経周膜細胞積層モデルに対する
浸潤アッセイと抗インテグリン α6 抗体ある
いは、抗 CXCR4 抗体による阻害実験を行っ

た。（図 12）。 

 
図 12. 神経周膜細胞層モデルに対する各種前
立腺癌細胞の浸潤能 
 
その結果、LNBG を高発現している LNCaP や
PC3-H 細胞と比較し、LNBG の発現が減少し、
インテグリン α6 の発現が亢進している高浸
潤性前立腺癌細胞（LNCaP-AI および PC3-L）
は、神経周膜細胞層モデルに対する浸潤能が

有意に高く、これらは、抗インテグリン α6 抗
体あるいは、抗 CXCR4 抗体によって有意に
阻害され、LNBG を高発現低浸潤性細胞
（LNCaP や PC3-H）と同程度の浸潤能となっ
た。 
 
これらの結果から前立腺癌細胞の神経周囲浸
潤には、HPNC 細胞が分泌する SDF-1 にと前
立腺癌細胞上のインテグリン α6 の発現およ
び LNBG の合成減少が重要であると考えられ
た。（図 13） 

 
図 13.本研究で明らかとなった前立腺癌細胞
における神経周囲浸潤メカニズム 
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