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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は前立腺癌における上皮間葉移行の意義を検討し、その制御機構ならび
に去勢抵抗性前立腺がの標的治療の可能性について検討することである。去勢抵抗性前立腺癌の臨床組織検体に
免疫組織染色を施したところN-cadherinの発現が有意に亢進していた。N-cadhrin発現ベクターを培養細胞株に
導入した。N-cadherin高発現株は親株に比べ、有意に増殖能が高く、また強い浸潤能を獲得していた。またドセ
タキセルに対する抗癌剤耐性を示した。同時にストレス蛋白の一種であるクラスタリンの高発現を認めた。クラ
スタリンに対するアンチセンスオリゴによる治療を行ない、抗癌剤体制獲得を阻害することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The Objective of this study was to investigate the significance of 
epithelial-mesenchymal transition in castration resistant prostate cancer. A study of 
immunohistochemical staining using clinical tissue samples revealed that N-cadherin was 
overexpressed in prostate cancer. N-cadherin overexpressed cells showed aggressive features in 
vitro. N-cadherin overexpressed cells acquired resistance against docetaxel. The acquired resistance
 was reversed by in vitro treatment using antisense oligonucleaotide against clusterin, one of the 
stress-induced protein related with anti-apoptotic cell survival in many kinds of cancer cells.

研究分野：前立腺癌

キーワード： 前立腺癌　　去勢抵抗性前立腺癌　上皮間葉移行
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１．研究開始当初の背景 
去勢抵抗性前立腺癌患者の多くは taxane
系抗癌剤による治療にもかかわらず転移・浸
潤のために死に至るのが現状である。従って、
前立腺癌の転移･浸潤の詳細な分子機構を解
明する研究は、転移･浸潤を制御しうる治療
薬の創薬に発展する可能性を有しており、現
在多くの研究が進行中である。 
上皮間葉転換 (Epithelial-Mesenchymal 

Transition; EMT)は 1980年代にその概念が
提唱されて以来、発生、創傷治癒、繊維化の
過程で起こる現象として広く認められてい
る。EMTの組織細胞学的定義は、(1) 細胞形
態(morphology)の変化、(2) E-cadherinなど
の上皮系タンパクの発現低下、 Vimentin, 
N-cadherin, fibronectinなどの間葉系タンパ
クの発現亢進、(3) 運動能(motility)の獲得
または亢進が挙げられる。近年、癌細胞にも
高頻度に EMT が起こることが証明されてい
る。さらにそれら EMTを起こした癌細胞に
おいて遊走能と浸潤能亢進することが示さ
れており、EMT は癌の進展に非常に重要な
役割を担っていると考えられている。
E-cadherin は上皮細胞の代表的な接着分
子であり、細胞間接着に寄与しており、前
立腺癌を含む数多くの癌の悪性度とその発
現が逆相関することが知られている
(Mialhe A, et al, Invasion Metastasis, 
1997)。 
当教室でも従来から泌尿器癌における

E-cadherin の発現と癌の悪性度および臨
床経過との相関関係を研究してきた
(Fujisawa M, et al, World J Urol, 1996)。
しかしながら、おそらく E-cadherin タン
パクの発現減少または機能低下は癌の悪性
進展の比較的早期におこるため、既知の予
後因子と比較して、より強力な予後予測因
子となりにくいことは前立腺癌を含む種々
の癌において明らかになりつつある。
Cadherin は膜１回貫通型の糖タンパクで
あり、E-cadherinを含む数種のファミリー
が存在することが知られている。
N-cadherin は間葉系細胞に主に発現する
ことから、EMTマーカーの一つとされる。
N-cadherinは近年、膀胱癌を含む数種の固
形癌で発現が亢進していることが示された
(Rieger-Christ KM, et al, Oncogene, 
2004)。我々の組織学的検討においても、
筋層非浸潤性膀胱癌において N-cadherin
の発現亢進症例において有意に高頻度に術
後膀胱内再発が高く、独立した予後因子で
あること(Muramaki M, et al, Urol Oncol, 
2010)、腎盂尿管癌において術後膀胱内お
よび膀胱外再発のいずれについても
N-cadherin 発現亢進は独立した予測因子
であること(Muramaki M, et al；Urology, 
2011)を確認している。さらに腎細胞癌にお
いて N-cadherin 発現亢進は早期例および
進行例いずれにおいても術後再発または進
行と相関し、多変量解析において病理学的

T 分類と遠隔転移の有無とともに独立した
予後予測因子であることも確認している
（投稿中）。しかしながら、限局性前立腺癌
に対し根治目的に全摘除術が施行された
200 例に対する同様の免役組織学的検討に
おいては、E-cadherinは独立した予後予測
因子であったが、N-cadherinは予後予測因
子とは認められなかった（投稿準備中）。以
上の所見より、前立腺癌においても EMT
が癌の進展に重要な役割を持つことが予測
されるものの、限局性前立腺癌を対象とし
た研究モデルでは得られる知見に限界があ
ると考察し、去勢抵抗性前立腺癌モデルに
おいて EMT の果たす役割を検討すること
は極めて意義深いと確信し、本研究を計画
した。 
２． 研究の目的 
本研究の期間内に前立腺癌におけるEMTの

制御機構を明らかにする。特に前立腺遠隔転

移モデルにおける前立腺癌細胞のEMTおよび

METステータスをN-cadherinを中心に解析し

明らかにする。さらに去勢抵抗性前立腺癌に

対する標的分子としての可能性を明らかに

する事である。 

３．研究の方法 
①去勢前立腺癌臨床検体を用いた免役組織
学的検討：通常前立腺癌に対する治療前には
生検が実施されるが、局所治療または全身治
療後に去勢抵抗性前立腺癌に至った症例に
対し、前立腺または転移巣の病理学的評価を
行うことは希である。当院では去勢抵抗性前
立腺癌症例の内、臨床経過上必要と思われた
症例に限り前立腺生検を 20 例程度に実施し
た経験がある。その内、本研究への使用を同
意された症例について、パラフィン包埋され
た永久標本を用いて、EMT 関連マーカーで
ある、ZEB1, ZEB2, slug, SNAIL1, SNAIL2、
TWIST、E-cadherin, N-cadherin, β-catenin, 
fibronectin, MMP-2およびMMP-9について
の免疫組織染色を行う。Historical control
の生検標本と発現レベルの比較を行い、
CRPCに特徴的に発現が亢進する EMT関連
蛋白の同定を試みる。 
 
②N-cadherin 過剰発現株を用いた in vitro
実験：N-cadherin強発現前立腺癌細胞株を同
定し、N-cadherin全長を増幅する PCRプラ
イマーを用いてN-cadherin CDSをクローニ
ングする。この PCR産物を pcDNA3.1発現
ベクターに導入し、N-cadherin 発現ベクタ
ーを作成する。E-cadherin 発現陰性かつ
N-cadherin 発現陰性の前立腺癌細胞株に
N-cadherin発現ベクターを導入する。G418
によるクローン選択を行い、N-cadherin安定



過剰発現株を作成する。N-cadherin過剰発現
株と母細胞を比較した in vitro実験を行う。
検討項目としては、肉眼的形態の変化の有無
に加え、Boyden チャンバーを用いた遊走能
の比較、Wound healingアッセイを用いた移
動能の比較、さらにmatrigelをコーティング
した Boydenチャンバーを用いた浸潤能の比
較を行う。並行して母細胞と過剰発現細胞株
のドセタキセルに対する感受性を cell 
survival assayにて評価する。N-cadherin過
剰発現によりドセタキセルに対する感受性
は変化が認められない結果も想定されるが、
in vitro 実験にて細胞の浸潤および遊走能が
亢進していれば,in vivo 実験でドセタキセル
と N-cadherin 発現抑制の併用療法により相
加的な治療効果を期待して実験を進める。 
 また、前立腺癌細胞における TGF-βによ
る EMT誘導の有無を確認するために、細胞
培養液に TGF-βを添加し、EMTが誘導され
るか検討する。その際に E-cadherin および
N-cadherinの発現の程度によってEMTの程
度が異なるかを検討する。TGF-βによる腫瘍
細胞の増殖制御は複雑で、促進的あるいは抑
制的に働く可能性がある。 E-および
N-cadherin発現の変化がTGF-βによる増殖
制御に関連するか否かを、in vitro 細胞増殖
アッセイにて検討する。 
 
③N-cadherin を標的としたアンチセンスオ
リゴヌクレオチドによる治療実験：
N-cadherin の発現を高効率に阻害できる試
薬があれば、EMT を抑制することにより転移･
浸潤が抑制され、ドセタキセルによる治療効
果を相加的に増強できると考えられる。現在
N-cadherin 発現を抑制する小分子化合物は
開発されておらず、現時点では in vivo 投与
も可能な N-cadherin に対するアンチセンス
オリゴヌクレオチドの開発が適当である。本
研究の主研究者はアンチセンスオリゴヌク
レオチドの開発および治療実験に精通して
おり、実験遂行に至適な研究者であると考え
る。我々は N-cadherin の CDS 解析からアン
チセンスオリゴのヌクレオチドの候補配列
を数種同定している（非公開）。平成 28 年
度実験計画としては、まず in vitro での実
証実験を予定する。すなわち、N-cadherin ア
ンチセンスオリゴ単剤およびドセタキセル
との併用実験を行い、相加的な抗腫瘍効果増
強の有無を確認する。同時に浸潤能および遊
走能の変化の変化をチェックする。 
 
４．研究成果 
①限局性前立腺癌に対して根治目的に全摘
除術を施行した200例について免役組織学的
染色を施行したところ E-Cadherin は独立し
た予後予測因子と認められた。しかし

N-Cadherin は予後予測因子とは認められな
かった。当院で採取された去勢抵抗性前立腺
癌組織 20 例に対して同様の免疫組織学摘染
色を施行したところ N-cadherin は独立した
予後予測因子であった。このことから
N-cadherin は去勢抵抗性前立腺癌への進展
に重要な役割を持つことが示唆された。 
 
②当科で樹立した N-cadherin 過剰発現前立
腺癌細胞株を用いて in vitro 実験を行なっ
た。N-cadherin 過剰発現前立腺癌細胞株は親
株に比べ、有意に増殖能が高く、また浸潤能
の亢進が認められた。N-cadherin 過剰発現前
立腺癌細胞株はドセタキセルおよびカバジ
タキセルへの抵抗性を示した。このことから
前立腺癌は去勢抵抗性前立腺癌への進展の
過程で N-cadherin を高発現し、結果として
EMT 能の獲得から患者に予後不良の経過をも
たらすことが示唆された。 
 
③N-cadherin 過剰発現前立腺癌細胞株の抗
癌剤抵抗性を検証する過程で、ストレス蛋白
の一種であるクラスタリンが過剰に発現し
ていることが認められた。クラスタリンをタ
ーゲットとしたアンチセンスオリゴによる
治療にて抗癌剤耐性が克服できる可能性を
考えた。N-cadherin 過剰発現前立腺癌細胞株
をクラスタリンをターゲットとしたアンチ
センスオリゴで治療を行ない、抗癌剤感受性
を調べたところ有意に IC50 が低下している
ことを確認した。 
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