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研究成果の概要（和文）：Pin1はプロリンの構造をcis体からtrans体に変化させることでタンパクの立体構造を変化さ
せるプロリン異性化酵素の一種である。種々のプロリン異性化酵素の中で、Pin1はリン酸化Ser/THr-Proのmotifに結合
するという特徴を有し、リン酸化と構造変化の架け橋を行う。前立腺癌の臨床検体におけるPin1の強発現は強力な再発
予測因子であった。また去勢抵抗性前立腺癌細胞株を使用し、in vitroにおけるPin1阻害の有用性を示した。この結果
は去勢抵抗性前立腺癌の治療において、Pin1を治療標的とすることの有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The prolyl isomerase Pin1 regulates phosphorylated status of proteins by 
catalyzing the cis-trans isomerization of phosphorylated Ser/Thr and Pro motifs, and plays an important 
role in cancer progression. Strong expression of Pin1 in prostate cancer samples taken from prostatectomy 
was a potent predictive factor for prognosis. In vitro, inhibition of Pin1 showed significant anti-tumor 
efficacy for castration resistant prostate cancer cells. These results suggested Pin1may serve as a 
promising therapeutic target for castration resistant prostate cancer.

研究分野：泌尿器
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１．研究開始当初の背景 
(1) 臨床上の問題点 
前立腺癌有転移症例においては、主にアン
ドロゲン遮断療法（androgen deprivation 
therapy; ADT）が施行される。ADTは8割の症
例で奏効するものの、次第にアンドロゲン非依
存性増殖能を獲得し、ADTに抵抗性を示す、
いわゆる去勢抵抗性前立腺癌
（castration-resistant prostate cancer; CRPC）
となる。CRPCの治療法としてドセタキセルを用
いた化学療法が広く行われているが、予後改
善の寄与度はわずか3か月程度であり、新規
治療戦略の確立は急務である。 
(2) CRPCに対する当教室の取り組み 
ヒトCRPC細胞株C4-2は、ホルモン感受性
前立腺癌株であるLNCaPをアンドロゲン除去
下でvivo継代することで樹立された細胞株で
ある。我々はC4-2をアンドロゲン除去下で培
養継続し、独自にCRPC株：C4-2AT6を樹立し、
ホルモン不応性の獲得過程における通常酸
素濃度下でのHIF-1α・Ets-1活性亢進に伴う
血管新生亢進を報告した(Kosaka et al. 
Prostate, 70, 162-9, 2010)。アンドロゲン非依
存性の増殖を呈するのみならず、ドセタキセル
療法に対し抵抗性を獲得している(Kosaka et 
al, J urol, 185, 2376-2381, 2010)。LNCaP、
C4-2、C4-2AT6は同様にPTEN欠損、AR増
幅、PSA産生の形質を備えつつ、それぞれホ
ルモン感受性・去勢抵抗性・去勢抵抗性ドセ
タキセル抵抗性と異なった特徴を有する。この
特徴は臨床における前立腺癌の進展プロセス
と類似し、この実験系を用いることで進展プロ
セスに着目したCRPCに対する新規治療戦略
の構築を可能とする。 
(3) プロリン異性化酵素Pin1を標的としたCRPC
新規治療戦略 
Pin1はプロリンの構造をcis体からtrans体に
変化させることでタンパクの立体構造を変化さ
せるプロリン異性化酵素の一種である。種々
のプロリン異性化酵素の中で、Pin1はリン酸化
Ser/THr-Proのmotifに結合するという特徴をも
ち、リン酸化と構造変化の架け橋を行う。現在
までにPin1の標的タンパク質としてp53、
NF-kβ、cyclinD1等が報告されており、各種
の癌形成に関与している。前立腺癌において
も、癌抑制タンパクPMLに結合することでその
ユビキチン化・分解を促し、結果、HIF-1 
pathway・Akt-mTOR pathwayを活性化する
(Yuan、Cancer Cell、2011)。また、前立腺癌の
臨床検体におけるPin1の発現が前立腺癌の
組織的悪性度（Gleason score）と相関し、かつ
Pin1の強発現はGleason score・断端陽性・リン

パ節陽性よりも強力な再発予測因子である
（Ryo A, Clin Cancer Res, 2005）。 
前立腺癌の進展プロセスにおけるPin1の発
現の変化、シグナル伝達との関係については
未だ明らかになっていない。しかし、前立腺癌
との極めて強い相関を持つPin1の発現の解析
は、CRPCの新規治療戦略の確立の一助とな
ることが予想される。 
２．研究の目的 
本研究では CRPC において Pin1 のまだ解
明されていない基礎的研究を完成し、Pin1
に着目した新規治療戦略の確立を目指す
ことを目標とする。具体的には下記の 3点を
研究目的とする。 
(1) LNCaP、C4-2、C4-2AT6 の前立腺癌細
胞株を駆使して、前立腺癌の進展プロセ
スにおけるPin1 発現の変化・Pin1 を介し
たシグナル伝達の変化を解明する。 

(2) Pin1 を介したシグナル伝達の阻害が
CRPC に対する新規治療戦略となりうる
か検討する 

(3) 当院での臨床検体における Pin1 の発現
について免疫組織染色を用いて評価し、
その発現と前立腺癌の予後との関係を
他因子とともに評価する。 

 
３．研究の方法 
(1) ヒ ト CRPC 細胞株である C4-2 及び
C4-2AT6 、ホルモン感受性細胞株の
LNCaP 、 C4-2AT6 を 低 酸 素 環 境 下
（O25％）に長期間（chronic：1 か月以上）曝
露させた細胞株、を用いて Pin1 の発現に
ついて検討した。 

(2) C4-2AT6にPin1阻害剤Jugloneを投与し、
Pin1 の発現と殺細胞効果を評価した。また、
ド セ タ キ セ ル ・ NVP-BEZ235 (Dual 
PI3K/mTOR 阻害剤）と併用して、併用効
果を評価した。 

(3) 当院で限局性前立腺癌に対して根治的前
立腺全摘除術を施行した８６名を対象に、
免疫組織化学を用いてヒト前立腺癌組織
におけるPin1の発現を評価した。Pin1の発
現と Gleason score、PSA 再発との関連を統
計学的に検討した。 

 
４．研究成果 
(1) C4-2AT6 における Pin1 の発現 
本研究の予備的検討として、C4-2、C4-2AT6
におけるリン酸化ステータスについて評価した。
PTEN の欠損を認める C4-2、C4-2AT6 では
PI3K/Akt/mTOR pathway の亢進を認めたが、
その発現強度には差があり C4-2AT6 において



有意な発現の亢進を認めた。慢性的な低酸素
環 境 下 に 曝 露 さ れ た C4-2AT6 で は 、
PI3K/Akt/mTOR pathway の更なる亢進を示し
た(Figure1)。これらの結果から、過酷な環境下
において前立腺癌細胞のリン酸化ステータスは
亢進し、この亢進が治療抵抗性の一端を担って
いる可能性が示唆された。続けて、C4-2AT6 に
対して Akt/mTOR pathway 阻害剤である

NVP-BEZ235（Dual PI3K/mTOR inhibitor)を用

いて阻害効果を評価した。ドセタキセルの併用
療法は、in vitro/in vivo において抗腫瘍効果を
認 め た （ Figure2 ） 。 し か し 、 長 期 間 の
PI3K/Akt/mTOR 阻害は Feedback 経路を介し
たリン酸化の再エントリーを引き起こすと考えら
れている(Figure3)。したがって、包括的なリン酸
化の制御が重要な役割を担うと予想される。そこ
で、リン酸化Ser/THr-Pro の motif に結合するこ

とで種々のタンパクのリン酸化のswitchingを担う
Pin1 に着目した。 
LNCaP、C4-2AT6、および低酸素環下での
C4-2AT6 における Pin1 の発現を Western 
blotting 法を用いて評価した。 C4-2AT6 にお
けるpin1の発現は、LNCaPと比較し優位に亢進
した。また、低酸素環境下のC4-2AT6 では更な
る活性化を認めた(Figure4)。これらの結果から、
過酷な環境下で生き延びた前立腺癌細胞にお

いて Pin1 が高発現を示すことが示唆された

(Figure5）。 

 
(2) Pin1 阻害剤 Juglone とドセタキセルの併用
効果 

 まずは C4-2AT6 における Pin1 制御の抗腫瘍
効果について検討した。Pin1 阻害剤として
Juglone を使用した。Juglone は濃度依存的に
C4-2AT6 における Pin1 の発現を抑制した
(Figure6)。Juglone に曝露した C4-2AT6 の cell 
viability は濃度依存的に減少した(Figure7)。 
 去勢抵抗性前立腺癌に対してドセタキセルが
広く使用されている。そこでドセタキセルとの併
用について検討した。C4-2AT6におけるPin1の
発現を容量依存的に時間依存的に亢進させた
(Figure8）。C4-2AT6 の皮下腫瘍モデルを作成

しマウスにドセタキセルを投与したところ、in vitro
と同様に、ドセタキセルは C4-2AT6 マウス皮下
腫瘍モデルにおける Pin1 の発現を亢進させた
(Figure9)。 
 続いてC4-2AT6に対するJugloneとドセタキセ
ルの併用効果に対して検討した。C4-2AT6 に

対するドセタキセルと Juglone の併用はドセタキ
セル単剤・Juglone単剤と比較して有意に高い殺
細 胞 効 果 を 示 し た （ Figure10 ） 。 一 方 、



NVP-BEZ235（Dual PI3K/mTOR inhibitor）との
併用では、ほとんど効果を示さなかった(Figure 
11)。これらの結果から Juglone が PI3K/Aｋｔ 
pathway のリン酸化を制御している可能性が示

唆された。 
 
(3) 臨床検体における Pin1 の発現と予後との
関係 

慶応義塾大学病院において限局性前立腺癌
に対して前立腺全摘術を施行した 86 例の前立

腺癌組織を用いて、免疫組織化学によるPin1の
発現を評価した。グリソンスコアと Pin1 の発現に
は有意な相関はみとめなかった（Figure12）。術

後の PSA 再発の有意な因子として PSA 値・
positive core rate・グリソンスコア・断端陽性・
Pin1 の強発現を挙げて、PSA 再発との相関性を
評価した。Pin1 強発現は断端陽性とともに PSA
再発と有意な相関を認めた(Figure13)。更に多
変量解析を用いて PSA 再発の予測因子を評価
したところ、Pin1 強発現が独立した唯一の再発
予測因子であった(Figure14)。 
 
以上の結果から、Pin1 制御の有用性について
の分子基盤を得られたと共に、再発評価目的の

マーカーとしての有用性が示唆された。 
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