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研究成果の概要（和文）：アンドロゲン受容体シグナルの有無にかかわらず、高転移能を有する前立腺癌細胞はCCL2を
より多く産生し、CCL2は前立腺癌細胞の転移能を亢進させるという悪循環が形成されている可能性が示唆された。CCL2
はマクロファージの前立腺癌組織への浸潤を誘導し、マクロファージから分泌されるケモカインによってさらに前立腺
癌細胞の転移能が亢進する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Human prostate cancer cells with high metastatic ability can secrete more CCL2 
than those with low metastatic ability and CCL2 can induce prostate cancer cell migration, regardless of 
the presence of the suppression of androgen/androgen receptor signal. In addition, CCL2 induce the 
infiltration of macrophages into prostate cancer tissue, and then chemokines secreted by infiltrated 
macrophages can induce prostate cancer migration.

研究分野：泌尿器腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
(1)限局性前立腺癌に対しては、手術療法や
放射線治療などを行うことにより根治が望
める。しかし、遠隔転移が存在するなど、進
行前立腺癌にはアンドロゲン除去療法
(androgen-deprivation therapy, ADT)が行
われるものの、いずれ去勢抵抗性前立腺癌
(castration-resistant prostate cancer, 
CRPC)となり、根治が難しくなる。この CRPC
に対する治療は昨今、残存するアンドロゲン
受容体シグナルをターゲットとした新薬や、
新規殺細胞性抗癌剤が発売されるなど進歩
が認められ、生存期間の延長が報告されてい
る 1, 2。しかし、未だ根治を望めるものは存在
しない。治療抵抗性となる詳細なメカニズム
を明らかにし、それらをターゲットとするよ
うな新たな根治ができるような治療法が望
まれている。 
 
(2) 近年、癌組織に浸潤しているマクロファ
ージ(tumor-associated macrophages, TAM)
が各種癌の増悪に寄与していることが明ら
かになってきた。我々は以前、前立腺癌の増
悪（浸潤・転移）にもこの TAM が強く関与し
ていることを明らかにした 3。すなわち、ア
ンドロゲン受容体シグナルがマクロファー
ジの強力な遊走因子である CCL2 を制御して
おり、ADT の状況下ではこの制御が外れ、TAM
の浸潤が促進されていることを報告した。本
研究を計画するにあたり、TAM のマーカーと
されている CCL17 や CCL22 などのケモカイン
が癌の増悪因子である可能性があるが、これ
らのケモカインと前立腺癌の増悪を関連付
ける研究はほとんどなされていないことに
注目した。 
 
２．研究の目的 
(1) CRPC患者の病理解剖前立腺標本では浸潤
しているTAMも増加していると報告されてい
る 4。しかしながら、CRPC となった癌細胞に
おいては CCL2 が癌細胞の浸潤・転移能を高
めていくことが報告されているが、TAM が高
発現しているようなサイトカイン・ケモカイ
ンがどのような細胞間相互作用を介して癌
細胞の浸潤・転移能を高めていくのかは未だ
明らかにされていない。TAM マーカーとして
様々な分子が報告されているが、分泌ケモカ
インとしては CCL17, CCL22 などが知られて
いる。本研究ではまず、CCL2 がどのような状
況下で産生されるのか、ADT を施行していな
い時でも前立腺癌の増悪を促進しているの
かということと、CCL2がTAMのCCL17やCCL22
の分泌を誘導しているのかということを明
らかにしたいと考えた。 
 
(2)CCL17、CCL22 などこれまでにほとんど前
立腺癌領域において研究されていないケモ
カインが前立腺癌の増悪にどのように関わ
っているかは全くの未知である。これらのケ
モカインが前立腺癌細胞に作用するかどう

か、すなわち、どのような前立腺癌細胞にど
の程度、ケモカイン受容体が存在するのかを
明らかにした上で、前立腺癌のどのような表
現型に寄与しているのかを明らかにしたい
と考えた。 
 
３．研究の方法 
(1)アンドロゲン受容体を有するが去勢抵抗
性を示すヒト前立腺癌細胞株C4-2を用いて、
ADT を使用していない状況、つまり、アンド
ロゲン受容体シグナルが正常に作用してい
る状況下で、CCL2 が前立腺癌にどのような作
用を及ぼすかを遊走能試験にて検討した。そ
して、その CCL2 の影響のメカニズムを主に
浸潤・転移の原因とされる上皮間葉移行に注
目して、蛋白発現の変化をウェスタンブロッ
トで検討した。 
 
(2)続いて、前立腺癌細胞株 C4-2 を用いて、
C4-2 の高遊走能細胞と思われる細胞を選別、
継代した(mig 細胞とする)。この選別は、遊
走能試験を繰り返し、遊走した細胞を採取し
た。遊走能試験は、24-well transwell plate
を用いて行った。前提として高遊走能を有す
る細胞は高転移能を有する細胞とみなした。
この mig が本当に、高転移能を有するかどう
か、遊走能試験を行って親細胞(prt)と比較
した。さらに、mig と prt の細胞の形態学的
特徴も比較した。 
 
(3)実際に高転移能を有する mig が prt より
CCL2 を分泌しているかどうかをそれぞれの
培養上清を用いて、ELISA にて検討した。CCL2
を制御しているアンドロゲン受容体の変化
も定量的 PCR 法で検討した。さらに、メカニ
ズムについても主に上皮間葉移行に注目し
て、蛋白発現の変化をウェスタンブロットで
検討した。アンドロゲン受容体の発現変化に
ついてはウェスタンブロットでも行い、PCR
と矛盾しないことを確認した。 
 
(4)TAM から分泌されるケモカイン CCL17 と
CCL22の受容体であるCCR4がヒト前立腺癌細
胞に発現しているかどうか検討した。アンド
ロゲン受容体の有無による違いをはっきり
とさせるため、用いるヒト前立腺癌細胞株は
アンドロゲン受容体を有するアンドロゲン
感受性株LNCaPとアンドロゲン受容体を有し
ないアンドロゲン非感受性株 PC3、DU145 と
した。さらにこれらの細胞を用いて、CCL17
や CCL22が実際に遊走能を亢進させることが
できるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) アンドロゲン受容体シグナルが正常に
作用している状況下で、CCL2 はヒト前立腺癌
細胞株 C4-2 の遊走能を約 2.8倍促進させた。
必要とする CCL2 の濃度は 10 ng/mL で十分で
あり、30 ng/mL 以上の濃度においても 10 
ng/mL と同程度の遊走能の促進をもたらすに



留まった。アンドロゲン受容体シグナルが正
常に作用している状況下で、CCL2 を前立腺癌
細胞株 C4-2 に加えると、ウェスタンブロッ
トにおいて、全 STAT3 の変化を伴わずにリン
酸化された STAT3 の増加、つまり STAT3 の活
性化と、上皮間葉移行マーカーである Snail
の増加が認められた。逆に上皮マーカーであ
る E-cadherin は低下した。これらのことか
ら、アンドロゲン受容体シグナルが正常に作
用している状況下で、CCL2 は前立腺癌細胞に
遊走能の亢進をもたらし、そのメカニズムと
して、癌細胞の上皮間葉移行を介しているも
のと考えられた。 
 
(2) 続いて、前立
腺癌細胞株C4-2を
用いて、C4-2 の高
遊走能細胞と思わ
れる細胞を選別、
継代した(mig 細胞
とする)。この選別
は、遊走能試験を
繰り返したのち遊
走した細胞を採取
し、高転移能を有
すると考えられる
細胞を得た（図 1）。
このmigが本当に、
高転移能を有する
かどうか、遊走能
試験を行って親細胞(prt)と比較したところ
有意にmigで遊走能が亢進していた。さらに、
mig と prt の細胞の形態学的特徴も比較した
ところ、上皮間葉移行が誘導されたことに矛
盾しない多角形の突起をもつ形となってい
た。 
 
(3) 実際に高転移能を有する migが prtより
CCL2 を分泌しているかどうかをそれぞれの
培養上清を用いて、ELISA にて検討したとこ
ろ、有意に mig の培養上清で CCL2 の濃度が
高くなっており（約 5 倍）、転移能の高い細
胞が CCL2 をより多く分泌していることが明
らかとなった。定量的 PCR 法にてアンドロゲ
ン受容体の変化も検討したが migでは prtに
比べ約 50%の発現低下が認められた。上皮間
葉移行を反映する蛋白の発現変化をウェス
タンブロットで検討したところ、上皮間葉移
行マーカーである N-cadherin が mig で発現
亢進しており、上皮マーカーである
E-cadherin が発現低下していた。蛋白レベル
でも高転移能を有する細胞では上皮間葉移
行がもたらされていることが明らかとなっ
た。アンドロゲン受容体の発現変化について
はウェスタンブロットでも行い、mig で発現
低下が認められ、PCR の結果と矛盾しないこ
とが確認された。 
 
(4) ここまでの実験で、高転移能を有する前
立腺癌細胞は CCL2 をより多く分泌し、また

CCL2 が前立腺癌細胞に転移能を付与すると
いう悪循環が存在することが明らかとなっ
た。CCL2 は強力なマクロファージ遊走因子で
あることから、このような高転移能を有する
前立腺癌細胞を含んだ組織にはTAMがより多
く存在し、より多くのケモカイン CCL17 と
CCL22 を分泌していると考えられる。そこで
TAM から分泌される CCL17 と CCL22 の受容体
である CCR4 がヒト前立腺癌細胞に発現して
いるかどうか検討した。LNCaP、PC-3、DU145
いずれの細胞株でもウェスタンブロットで
その発現が確認された。さらに CCR4 は、ヒ
トマクロファージ様細胞株と共培養するこ
とで、発現が亢進した。human recombinant 
CCL17 および CCL22 を前立腺癌細胞株に投与
したところ、有意に前立腺癌細胞の遊走能が
亢進した。 
 
(5)これまでの結果をまとめると、高転移能
を有する前立腺癌は CCL2 を産生し、より多
くの TAMを誘導し、TAMから分泌される CCL17
や CCL22によってさらに転移能が亢進する可
能性が示された。 
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