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研究成果の概要（和文）：去勢抵抗性前立腺癌への進展機構としてホルモン療法後に生じる癌間質構造の多様性
に着目した。癌間質を構成するactiveな線維芽細胞は細胞増殖因子やサイトカイン、細胞外マトリックスの構築
などを介し、前立腺癌の悪性・進展を促進させる。ヒト前立腺癌患者由来線維芽細胞とヒト前立腺癌細胞をin 
vitro共培養したところ、いくつかの線維芽細胞は癌細胞における癌抑制遺伝子の発現量を有意に低下させた。
一方で、癌遺伝子の発現量を有意に増加させる線維芽細胞も確認された。つまり、activeな線維芽細胞は癌細胞
の増殖に関わるだけでなく、癌細胞の分化状態をも変化させ、去勢抵抗性の獲得に寄与している可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In the tumor microenvironment, heterogeneous stromal component of prostate 
cancer (PCa) tissue contains multiple populations of fibroblasts that are associated with 
tumorigenesis. Fibroblasts secret a number of growth factors, cytokines, ECM proteins, and miRNAs 
that stimulate progression of PCa cells. In this study, we investigated the effects of fibroblasts 
on androgen-sensitive human PCa cell line LNCaP focusing on the expression of cancer-related genes. 
As for tumor suppressor genes, mRNA expression of NKX3-1 in LNCaP cells was decreased by 
co-culturing with fibroblasts. As for oncogenes, mRNA expressions of NFKB1 and SRC in LNCaP cells 
was increased by co-culturing with fibroblasts. Our data showed that mRNA expressions of 
cancer-related genes in LNCaP cells were highly disturbed by co-culturing with fibroblasts. The use 
of PCa patients-derived fibroblasts may allow us to investigate the characteristics of aggressive 
fibroblasts in the development of castration-resistant PCa.

研究分野：泌尿器科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進行性前立腺癌に対するホルモン療法は約４割の患者にしか効果がなく、残りの６割は初めからホルモン療法に
反応しないか、最初は効果が認められるものの徐々に効果が減弱し、最終的に去勢抵抗性前立腺癌へと進展する
ことが大きな課題である。我々は前立腺癌の去勢抵抗性獲得には癌細胞周囲に存在する線維芽細胞からのパラク
ライン的な刺激が重要な役割を担うと考えている。今回の結果は、進行性前立腺癌に対する治療としてホルモン
療法だけでは不十分であり、癌微小環境を構成するactiveな線維芽細胞の増殖や機能を阻害することが去勢抵抗
性前立腺癌への進展を抑制する有用な治療法となる可能性を示唆するものである。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
現在、根治切除が不可能な進行性前立腺癌患者に対して、外科的な去勢術もしくは薬物によっ

て去勢状態をもたらすホルモン療法が広く行われている。しかし、これらの治療が奏功する期間

は限られており、患者の多くは去勢抵抗性前立腺癌 (castration-resistant prostate cancer: CRPC)と
呼ばれる状態となり、その治療は依然として困難を極める。CRPC患者の癌細胞はアンドロゲン
依存性が低下・喪失しているだけでなく、ドセタキセル等の抗癌剤への反応性も乏しい低分化な

uncontrollable cancer cellsである。前立腺癌細胞の発生および悪性化を細胞生物学的に考えると、
遺伝子変異や癌化に関わるエピジェネティック異常により発生する初期の癌細胞は、その元とな

る成熟上皮細胞の性質を保持している、つまり高分化な controllable cancer cellsである。我々は
前立腺癌の治療において、癌細胞を高分化で維持することができれば、uncontrollable な CRPC
へと進展することもなく、放射線や薬物治療の効果を持続できると考えている。 
受精卵から個体が形成される一連の過程において、細胞分化は「振り子」のように揺らいでい

る。細胞が増殖を繰り返し、周囲細胞との相互作用を介して細胞分化の揺らぎ幅は次第に小さく

なっていく。つまり、高分化な成熟上皮細胞というのは細胞分化の揺らぎ幅が小さくなった結果、

特定の機能を獲得した細胞と言える。一方、発生初期の癌細胞は細胞分化の揺らぎ幅が小さく、

元となる成熟上皮細胞の性質を維持している高分化な controllable cancer cellsと捉えることがで
きる。しかし、何らかの原因で癌細胞の揺らぎ幅が大きくなると低分化な uncontrollable cancer 
cells へと悪性化する。この点について我々は、進行性前立腺癌患者に対するホルモン療法が癌
細胞分化の揺らぎ幅を大きくする理由の１つと考えている。 
例えば、去勢下で発現上昇する細胞増殖因子のうち、FGF-7/KGF は前立腺の発生や形態形成
過程で上皮細胞に働きかける間質由来因子であり、アンドロゲン非存在下でも前立腺を発生させ

る程の強力なアンドロゲン様作用を有する。そのため、前立腺癌間質に FGF-7/KGF発現線維芽
細胞が存在していれば、ホルモン療法下でも癌細胞のアンドロゲン受容体 (AR)シグナルを活性
化させることができ、高分化な controllable cancer cellsとして維持できることが期待される。一
方、FGF-7/KGF 非発現線維芽細胞であれば癌細胞の AR シグナルを活性化できない、つまり癌
細胞の分化を維持できないために uncontrollable cancer cellsへと悪性化し、予後不良の CRPCへ
と進展するのかも知れない。 
 
２．研究の目的 
 
我々は、ホルモン療法による前立腺癌間質リモデリングの誘導が癌細胞分化の揺らぎ幅を大

きくし、低分化な uncontrollable cancer cellsへと導いてしまうことが CRPCへの進展機構の１
つになると考えている。そこで、複数の前立腺癌患者の針生検組織から初代培養した線維芽細

胞から成る「みえ泌尿器疾患線維芽細胞パネル」を活用し、癌細胞と組み合わせる線維芽細胞

の性質によって癌細胞の分化状態が変化するメカニズムを科学的に解明する。最終目標はホル

モン療法と併用可能な、癌細胞分化の揺らぎを抑制する新たな治療薬・治療法を開発し、CRPC
への進展を阻止することである。 
 
３．研究の方法 
 
（１）使用した細胞 
アンドロゲン感受性ヒト前立腺癌 LNCaP 細胞、その亜株でアンドロゲン低感受性 E9 および

F10 細胞は LNCaP 細胞を限外希釈することにより単離した。アンドロゲン不応性 AIDL 細胞は
LNCaP 細胞をホルモン除去下で長期間、培養することにより樹立した。正常ヒト前立腺線維芽
細胞 PrSCは Lonza社から購入し、ヒト前立腺癌関連線維芽細胞（carcinoma-associated fibroblasts: 
CAFs）モデル pcPrFsは前立腺癌患者の針生検検体から初代培養することにより作製した。PrSC
および pcPrFsはストローマ細胞培地キット（Lonza社）にて継代維持した。 
 
 
 



（２）in vitro共培養実験 
前立腺間質における線維芽細胞の多様性がヒト前立腺癌細胞に与える影響を検討する目的で、

pcPrFsと LNCaP細胞もしくは亜株（E9, F10, AIDL細胞）との in vitro共培養実験を施行した。
実験では PrSCを比較対象細胞とし、pcPrFsシリーズ: M5, M6, M7, M10, M11, M18, M23, M24, 
M26, M31を用いた。 
【評価１】BD Falconセルカルチャーインサートを用いた in vitro共培養実験では、LNCaP細胞
の亜株（E9, F10, AIDL細胞）に対して PrSCおよび pcPrFs (-M5, -M6, -M7)それぞれを組み合わせ
て４日間の共培養を行った後に、LNCaP 細胞の細胞増殖率、分泌タンパク質量、細胞内タンパ
ク質発現量および細胞内シグナル伝達経路の活性について比較検討した。 
【評価２】LNCaP細胞に対して PrSCおよび pcPrFsそれぞれを組み合わせて、24時間および 48
時間の共培養を行った後に、LNCaP細胞における癌抑制遺伝子（TP53, NKX3-1, CDKN2A）およ
び癌遺伝子 (NFKB1, SRC, MYC)の mRNA発現量の変化を TaqMan probeを用いたリアルタイム
PCRにて比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）前立腺癌細胞内 ARシグナルに対する線維芽細胞の影響 

LNCaP細胞の亜株（E9, F10, AIDL細胞）と pcPrFs (-M5, -M6, -M7)との in vitro共培養により、
E9および AIDL細胞の増殖率は有意に上昇した。一方、pcPrFsと共培養した F10細胞の増殖率
に変化は認められなかった。pcPrFsとの共培養による癌細胞内 ARシグナルの活性化（前立腺特
異抗原 prostate-specific antigen: PSA発現量の増加）は E9細胞においてのみ観察された。幾つか
の増殖因子（精製タンパク質）は E9細胞の増殖率を有意に上昇させたが、F10細胞では増殖が
抑えられる増殖因子（精製タンパク質）も確認された。精製 EGF処理した E9および AIDL細胞
の増殖率は有意に上昇するとともに、リン酸化 Aktおよび MAPKタンパク質発現量が顕著に増
加した。一方、F10細胞の増殖率は精製 EGF処理でも変化しなかった。さらに、精製 EGF処理
した F10細胞ではリン酸化 Aktおよび MAPKタンパク質発現量に変化は認められなかった。精
製 EGF 処理した E9 細胞からの PSA分泌量は有意に増加した。F10細胞では ARのスプライス
バリアント AR-V7の発現を認めた。 
以上の結果より、我々は LNCaP細胞を親株とした２つのアンドロゲン低感受性の亜株（E9お
よび F10 細胞）を用いることで、アンドロゲン低感受性という共通の特徴を有する癌細胞であ
っても線維芽細胞からのパラクライン刺激に反応する癌細胞（E9細胞）と反応しない癌細胞（F10
細胞）が共存している可能性を明らかにした。また、アンドロゲン不応性の癌細胞（AIDL細胞）
であっても線維芽細胞からのパラクライン刺激に反応したことは、ホルモン療法が無効な低分化

な前立腺癌細胞に対しては癌細胞内シグナル伝達経路が重要な治療標的となることを示唆する

ものと考えた。 
 
（２）癌関連遺伝子発現に対する線維芽細胞の影響 

PrSCおよび pcPrFs (-M5, -M6, -M7, -M10, -M11, , -M18, -M23, -M24, -M26, -M31)との in vitro共
培養において、いずれの線維芽細胞との共培養群でも LNCaP細胞における TP53および CDKN2A 
mRNA量に明らかな変化は認められなかった。一方、NKX3-1 mRNA発現量は複数の pcPrFs (-M6, 
-M7, -M10, -M11)との共培養群で低下することが明らかとなった。また、NFKB1 および SRC 
mRNA 発現量は複数の pcPrFs (-M6, -M7, -M24, -M26)との共培養群で増加したものの、MYC 
mRNA発現量に明らかな変化は認められなかった。 
 以上の結果より、pcPrFsが産生・分泌するパラクライン因子として、癌細胞内 ARシグナルを
活性化させる増殖因子やサイトカインだけでなく、癌細胞の分化に関わる癌遺伝子発現を変動さ

せる、例えばエクソソームに内包されるmiRNAが重要な役割を担っている可能性が示唆された。 
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島市）：前立腺癌進展におけるリガンド非依存的なアンドロゲン受容体活性化分子機構：松

岡 いづみ、石井 健一朗、佐々木 豪、三木 学、梶原 進也、加藤 学、神田 英輝、有
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Miki M, Kato M, Kanda H, Arima K, Shiraishi T, Sugimura Y 

16) 111st American Urological Association Annual Meeting（平成 28年 5月 6－10日）San Diego 
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therapy in prostate cancer：Sasaki T, Ishii K, Miki M, Kanda H, Arima K, Shiraishi T, Sugimura Y 
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市）既存医薬品のオフターゲット効果を活用した去勢抵抗性前立腺癌治療への新規アプロ

ーチ：松岡 いづみ、石井 健一朗、佐々木 豪、三木 学、加藤 学、神田 英輝、有馬 公
伸、白石 泰三、杉村 芳樹 
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