
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

ダイオキシン受容体リガンド依存性のアンドロゲン受容体分解を介した前立腺癌制御

Inhibition of prostatic cancer through degradation of androgen receptor by 
effects of dioxin receptor ligand

８０５０７５９１研究者番号：

丸山　覚（Maruyama, Satoru）

北海道大学・大学病院・講師

研究期間：

２６４６２３９１

平成 年 月 日現在２９   ５ ２４

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：アンドロゲン受容体(AR)およびダイオキシン受容体(AhR)を発現している前立腺癌細
胞株 (LNCaP) にMMTV-Luc（レポーターベクター）を発現させ、Indirubinや3MCを負荷してアッセイをおこなっ
た。各条件の細胞株のARおよびAhRの発現量(mRNA、タンパク)をそれぞれ確認し、AR発現量の減少を確認した。
マウスに経口投与観察を施行中であり、耐用量が判明しつつある。今後、ホルモン療法抵抗性前立腺癌への治療
効果が期待できる。

研究成果の概要（英文）：The expression status of the dioxin receptor (AhR) in the cell line 
including the human prostate cancer was confirmed by Western blot analysis. LNCaP, which is known as
 prostate cancer cell line, proliferation is controlled for indirubin or 3- Methylcholanthrene (3MC)
 as a typical AhR ligand, and the proliferation potency and the transcriptional ability of these 
ligands were confirmed, and androgen receptor (AR) appearance has decreased.  The concentration 
dependency was admitted. Nude mice had been administrated these dioxin ligands through peritoneal 
injection. So, tolerated dose has been becoming clear. As a result, it was thought that the 
therapeutic gain to the hormone refractory prostate cancer was expected.

研究分野：：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 性ホルモンは生理学的な働き以外に、内分
泌関連組織由来の癌の増殖に関与する。具体
的にはアンドロゲン依存性を示す前立腺癌
やエストロゲン依存性を示す乳癌や卵巣癌
などのホルモン依存性癌の増殖作用である。
前立腺癌では、たとえ遠隔転移を有する進行
癌であっても、除睾術、LH-RH アナログ投
与などで血中アンドロゲンを低下させるこ
と、またはアンドロゲンとその受容体との結
合を遮断することにより、癌細胞の成長抑止、
アポトーシスを促すホルモン療法が奏功す
る。しかし、その奏功期間は限られており半
数は 5年以内にホルモン非依存性となり制御
不能となる。 
 近年、このホルモン非依存性癌においても
ホルモン依存性癌と同様に、その増殖にアン
ドロゲン刺激伝達系が関与していることが
わかってきた。その機序として、（1）アンド
ロゲン受容体(AR)発現の量的異常、（2）AR
および co-factor の質的異常、（3）アンドロ
ゲン以外のシグナルによる受容体活性化な
どが挙げられる。すなわち、前立腺癌はホル
モン非依存性となっても ARを介した増殖の
制御を受けており、この機構の解明によりさ
らなる癌の制御の可能性があると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 ホルモン受容体を含む転写因子の多くは、
ユビキチン-プロテアソーム系によって分解
制御されている。ユビキチン化により転写因
子や細胞シグナル伝達や癌遺伝子産物や癌
抑制遺伝子産物は、自分自身のタンパク質と
しての発現量（分解量）を調節している。我々
は前立腺癌細胞の性質または制御について
性ホルモン受容体 co-factor のユビキチン－
プロテアソーム系による分解の研究でその
一部を明らかにしてきた。しかしながら前述
の機序のごとく、AR が存在するかぎり癌を
完全に制御することは困難と考えられた。AR
は MDM2 やダイオキシン受容体(AhR)によ
るユビキチン化により分解されることが報
告されている。また、我々は ARおよび AhR
を発現する前立腺癌細胞株を用いてダイオ
キシン投与によるリガンド依存性の細胞株
増殖制御につき研究を進めてきている（2013
年日本泌尿器科学会発表）。本研究はその延
長として、co-factorの修飾ではなく ARを直
接分解することによりホルモン依存性、非依
存性を問わず前立腺癌の増殖抑制をもたら
し治療的効果につなげること、また創薬に通
ずる具体的な投与薬剤選別および至適投与
量検討を目的とするものである。 
 
 

 
３．研究の方法 
（1)各種内因性ダイオキシン類の毒性（致死
量） 
使用するダイオキシン類は既研究で使用し
た 外 因 性 の
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD) 、 3-methylcholanthrene (3MC) 、
benzo[a]pyrene (BaP) 、
Benzo[k]fluororanthene (BkF) 、 pyrene 、
Anthracene などは生体に対する毒性が強い
ことが予想されるため除外する。本研究にお
いては内因性のリガンドとしてインディル
ビン (indirubin)をはじめ、ICZ、FICZ、DIM
などのインドール化合物を考えている。それ
ぞれ毒性や体内の代謝動態が異なることが
予想される。 
上記ダイオキシン類をいくつかの投与量で
マウスに投与し致死量を確認する。確認法と
しては半数致死量を求めずに、多くの毒性試
験ガイドラインでとられている、ある用量よ
り上か下かだけを見る方法（固定用量法）か
らとする。可能であればその他の変化につい
ても観察し、副作用の推定をする。 
（2)ダイオキシン受容体発現前立腺癌株の
増殖能 
AR および AhR を発現している前立腺癌株の
in vitroでの転写活性や増殖能を様々な条件
で検討する。また in vivo での検討として、
免疫不全マウスへの移植 (xenograft) をお
こない、その増殖・浸潤の程度、また可能で
あれば転移を抑制するかどうかの検討をお
こなう。 
 そ れ ぞ れ の 実 験 系 に お い て
Dihydrotestosterone (DHT) の有無（in vivo
の場合は除睾術による去勢状態とする）、AhR
アゴニストである各種内因性ダイオキシン
類の有無（投与量を変化させた実験系）での
比較を行う。AhR の siRNA による発現抑制株
も同時に検討する。 
最終的に毒性や投与量および増殖抑制効果
を考慮して最適なリガンド (ダイオキシン
類) を推定する。 
3)前立腺癌におけるダイオキシン受容体の
発現 
 前立腺手術組織検体におけるARおよびAhR
の mRNA およびタンパク質レベルでの発現量
を計測し、双方の関係や前立腺癌の臨床的パ
ラメーターとの相関の有無を確認する。 



 
４．研究成果 
（１)アンドロゲン受容体の転写活性：アン
ドロゲン受容体(AR)およびダイオキシン受
容体(AhR)を発現している前立腺癌細胞株 
(LNCaP) に MMTV-Luc（AR 結合配列を含むプ
ロモーター領域をもつレポーターベクター）
を発現させ、ルシフェラーゼアッセイをおこ
なった。各条件の細胞株の AR および AhR の
発現量(mRNA、タンパク)をそれぞれ定量的
Real-time PCR 法およびウエスタンブロット
法で確認した。以上を、同様にアンドロゲン
および各種ダイオキシン類（Indirubin, 3MC)
の有無、また添加量を変えて検討を行った。
結果としてダイオキシン類を投与した場合、
用量依存的にアンドロゲン受容体の転写活
性が低下することを確認した。これはプロテ
アソーム阻害剤により抑制されたことより
ダイオキシン類のアンドロゲン受容体分解
が関与していることが示唆された。現在は
LNCaP 以外の前立腺癌細胞株(PC-3, DU-145, 
22RV1)でも同様の試験を行っている。 
（2)前立腺癌細胞株増殖：AR および AhR 発現
している前立腺癌細胞株 (LNCaP) を培養し、
細胞数計測と MTT アッセイをおこなった。結
果としてアンドロゲンの有無にかかわらず、
ダイオキシン類添加により、用量依存的にホ
ルモン依存性前立腺癌細胞の増殖が抑制さ
れた。現在は LNCaP 以外の前立腺癌細胞株で
も同様の試験を行っている。 
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図）AhRリガンドと前立腺癌細胞株増殖 
 
（3)ダイオキシン類のマウスへの投与（毒性
の確認、致死量の推定）：上記ダイオキシン
類をいくつかの投与量にふってマウスに経
口および経腹膜投与をおこない連日観察を
施行中である。 
（4)前立腺癌におけるダイオキシン受容体
の発現：パラフィン固定した前立腺手術組織
検体でAhR抗体を用いて免疫組織染色を行い

タンパク質レベルでの発現量をみる準備を
している。今後、前立腺癌の異型度や予後な
どの臨床的パラメーター（臨床病期、PSA 値、
組織分化度(グリーソンスコア)、予後(PSA 再
発)）との相関の有無を検討中である。 
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