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　「がん」は日本人の死因第1位であり，年々罹患者数は
増加している．中でも加齢や生活環境の欧米化が一因と
考えられている前立腺癌の罹患数は右肩上がりで増加し
ており，2015年には男性の癌罹患数第1位となると見込
まれている*．現在，進行前立腺癌に対してはandrogen
とその受容体androgen receptor (AR) を標的とした
androgen除去療法 (androgen-deprivation therapy: ADT) 
が標準的な治療と位置付けられている．しかし，ADTに
よりしばらくは病勢がコントロールされるが，大多数の
症例がADTの効かない状態，すなわち去勢抵抗性前立腺
癌 (castration- resistant prostate cancer: CRPC) となり，
治療が難しい病態となる．CRPCに対する根本的な治療
は存在せず，どのようなメカニズムでCRPCという病態
が引き起こされ，癌細胞が浸潤・転移するのかというこ
とを解明することが，有効な治療法の開発に直結すると
考えられる．我々はARとケモカインを介したCRPCにお
ける癌進展メカニズムの解明に焦点をあて研究を行って
いるが，本論文では特にchemokine (CC motif) ligand 2 
(CCL2) の前立腺癌増悪における役割についての基礎的
な研究成果と臨床応用の可能性について報告する．
*国立研究開発法人国立がん研究センター
Ⅰ.	CRPCにおけるandrogen/ARシグナルの意義
　CRPCとなった後でもandrogen/ARシグナルは前立腺
癌のさらなる増悪になお重要な役割を果たしていると考
えられており，そのメカニズムについては様々な報告が
なされている．ADTとして行われる黄体形成ホルモン放
出ホルモン (luteinizing hormone-releasing hormone; 
LH-RH) アゴニストまたはアンタゴニストによって抑制
がかかるのは精巣由来のandrogenであるが，我々は高々
5%ほどの副腎性androgenが前立腺癌再燃を引き起こす
可能性があることを明らかにした1, 2)．さらに，前立腺癌
の転移の80%が骨に生じることから，骨での癌微小環境
に着目し，dehydroepiandrosteroneからより活性の高い
androgenであるdehyrotestosteroneへの生合成に骨由来
の間質細胞が関与し，前立腺癌の骨転移巣の増悪に寄与
していることも明らかにした3)．これらのメカニズムは
前立腺癌細胞のandrogenに対する感受性の亢進，すなわ
ちhypersensitivityの状態が前提として考えられている
が，このほかにもCRPCにおいてandrogen/ARシグナル
が前立腺癌の増悪に寄与するメカニズムがいくつか報告

されている (図1)．
　一方でandrogen/ARシグナルに関しては，癌細胞の増
殖には促進的に働いているものの，癌細胞の浸潤・転移
には抑制的に働いていることが報告されている．Niuら
はARの発現のないヒト前立腺癌細胞株PC-3にARを強制
発現させたところ，浸潤・転移能が抑えられることを報
告した．さらに前立腺上皮のARをノックアウトした
TRAMPマウス (前立腺癌が自然発生するマウスモデル ) 
では，癌の浸潤・転移能が高まることも報告した4)．この
androgen/ARシグナルに関する二つの相反する機能は相
互排他的なものではなく，同一患者においてもモザイク
状に細胞群を形成しているものと考えている．実際，前
立腺癌の診断や予後予測において現在最も有用なバイ
オマーカーと考えられているprostate-specific antigen 
(PSA) はARによって誘導されるが，PSAが極めて低いに
もかかわらず，前立腺癌の悪性度を示す病理組織学的分
類であるGleason gradeが非常に高い症例も存在する．
ADTによってandrogen/ARシグナルを遮断した状態で
は多くの前立腺癌細胞は死滅もしくは活性が抑制され
るが，androgen高感受性となった癌細胞は引き続き
androgen/ARシグナルを介して増殖していく．一方で，
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図1　ARを介したCRPCの機序 (文献1より転載・改編 ) 
 AR遺伝子のmutationによって抗androgen剤がligandとして機
能するようになることが報告されている．Ligandによらず
ARが活性化されるような状態，とくに最近はAR splice 
variantにより恒常的にARが活性化されることがCRPCの主な
機序である可能性が報告されている．Hypersensitivityについ
ては，ARの遺伝子増幅や，co-factorの活性の変化などにより
微量のandrogenでも強くARシグナルが活性化されることが
報告されている．



androgen/ARシグナルが遮断されることで増殖能は抑制
されるが浸潤・転移能の高い癌細胞も出現する．近年注
目される癌細胞の不均一性という観点からすると，これ
らの異なるARの機能を持つ細胞群が同一個体内に同時
に存在することは癌進展に好都合な環境であり，一つの
ターゲットでは完治できない臨床の状況をよく説明して
いる．
Ⅱ.	Androgen/ARシグナル抑制下で転移能獲得のカギと
なるCCL2

　実験的に前立腺癌のandrogen/ARシグナルを抑制した
場合，転移能が亢進するかどうかを明らかにした研究は
これまでにはなかった．ヒト前立腺癌細胞C4-2のARを
ノックダウン (siAR) し増殖能や遊走能をコントロール 
(scramble: scr) と比較したところ，増殖は抑制されたが，
遊走能は亢進した．サイトカインアレイで両細胞の培養
上清のサイトカイン濃度を調べたところ，アレイに搭載
されている36種のサイトカインの中で唯一CCL2の濃度
だけがC4-2 siARにおいて亢進していた (図2A)．さらに
ELISAで定量すると，C4-2 siARにおいてはC4-2 scrと比
べ約8倍のCCL2濃度の上昇が認められた (図2B)．これ
らの結果は，前立腺癌のARをノックダウンすることに
よってC4-2からCCL2が分泌されること，つまりARが
CCL2を抑制していることを示唆している．CCL2はAR
の発現のないPC-3を用いた実験においては，前立腺癌の
増悪をもたらすことが報告されていたため5)，我々は遊
走能を亢進させる因子はこのCCL2ではないかと考えた．
C4-2 siARをCCL2の中和抗体とともに培養すると，亢進
した遊走能が抑えられたため，C4-2自身が分泌したCCL2
がautocrine作用でC4-2の遊走能を亢進させていたことが
明らかとなった (図2C)．CCL2の分泌亢進はさらに
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 
の活性化をもたらし，matrix metallopeptidase 9 (MMP9) 
やsnailの産生を亢進させ，上皮間葉移行 (epithelial-
mesenchymal transition: EMT) を誘導していることが明
らかとなった．CCL2の中和抗体はSTAT3の活性を抑制
し，MMP9とsnailの発現レベルも減少させた (図2D)．
　次にin vivoにおいて前立腺癌のARの役割を検証する
ためにマウス前立腺癌細胞株TRAMP-C1をヌードマウ
スの前立腺に正所性に移植した．TRAMP-C1 siAR接種
マウスではTRAMP-C1 scr接種マウスと比べ形成された
腫瘍は小さかったが，遠隔転移を有する数が有意に増加
した (図3A)．CCL2の特異的受容体CCR2のアンタゴニ
ストがCCL2の中和抗体と同様にCCL2による遊走能亢
進の効果を抑える効果があることを確認した上で (図
3B)，CCR2のアンタゴニストをTRAMP-C1 siAR接種マウ
スに投与すると遠隔転移は抑制された (図3A)．TRAMP- 
C1 siARにより形成された腫瘍の免疫染色ではCCL2，
STAT3，MMP9，snailの発現のほか，マクロファージで
陽性となるF4/80が有意に亢進しており，これらはCCR2
アンタゴニスト投与で抑制された (図3C)．
　同一の前立腺癌患者の診断時とCRPCとなった後との
前立腺生検標本の免疫組織染色を比較したところ，
CRPC後では診断時よりもARの発現は抑制されており，
CCL2の発現が高い傾向にあった (図3D)．

Ⅲ.	腫瘍随伴性マクロファージとCCL2
　近年，腫瘍随伴性マクロファージ (tumor-associated 
macrophages: TAM) が前立腺癌細胞と協調的に癌細胞生
存に有利な癌微小環境を作り出していることが明らかに
なってきた．また，創傷治癒過程において，マクロファー
ジのandrogen/ARシグナルを遮断することで癌の微小環
境に類似した免疫抑制環境を誘導することも報告されて
いる6)．CCL2は別名macrophage chemotactic protein-1 
(MCP-1) と呼ばれ，マクロファージの強力な走化因子で

図2　前立腺癌細胞株C4-2におけるARの抑制 (siAR) による
CCL2の分泌亢進 (文献7より転載・改編 ) 

 A. 培養上清を用いてサイトカインアレイを行い，サイトカイ
ンの変化を調べた．B. ELISAにてARの抑制の有無による
CCL2の分泌変化を定量した．C. ARの抑制による遊走能 
(migration) の変化およびCCL2の中和抗体 (CCL2ab) を加え
ることによる遊走能の変化を調べた．D. ARの抑制とCCL2ab
の添加によるEMT関連蛋白の変化をウェスタンブロットで
調べた．

図3　マウスモデルとヒト組織でのCCL2の意義 (文献7より転
載・改編 ) 

 A. マウス前立腺癌細胞株 (TRAMP-C1 scrおよびsiAR) をヌー
ドマウスの前立腺に正所性に移植し，siAR群については
CCR2アンタゴニスト (CCR2atg) 腹腔内投与群を設定し，転
移の有無を評価した．B. C4-2を用いてCCR2atgがCCL2abと
同様に遊走能を抑制することを確認した．C. TRAMP-C1に
より形成された腫瘍でF4/80染色 (マクロファージの免疫染
色 ) を行いマクロファージの浸潤数を比較した．D. 同一のヒ
ト前立腺癌患者組織の診断時とCRPC後の前立腺癌組織のAR
とCCL2の免疫染色を行い比較した．
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もある．ADTを行っている状態での癌微小環境内におい
て，CCL2を大量に分泌するようになる前立腺癌細胞が
TAMとどのような相互作用を及ぼしているかを明らかに
するために，前立腺癌細胞株とヒトマクロファージ様細
胞株THP-1を用いて実験を行った．C4-2 siARは予想通り
THP-1の癌細胞へ向かう遊走を亢進させた (図4A)．興味
深いことに，THP-1 siARとC4-2 siARは協調的に互いの細
胞からのCCL2の分泌を亢進させた (図4B)．
　マクロファージARの役割をin vivoで検証するためにマ
クロファージ特異的にARをノックアウト (macrophage 
AR specific knockout: MARKO) させたTRAMPマウス 
(MARKO/TRAMP) を作製した (図4C)．約30週齢におい
て，MARKO/TRAMPマウスはwild type TRAMPマウスと
比べ有意に遠隔転移が多く認められた (図4D)．さらに，
MARKO/TRAMPマウスの前立腺癌組織の免疫染色では
マクロファージの浸潤数 (F4/80)，CCL2，STAT3，MMP9，
snailいずれも発現が亢進していた．ADTを施行すると癌
細胞とTAMからそれぞれのCCL2の分泌が相乗的に亢進
しそれぞれが引き付け合い，転移・浸潤傾向が促進される
という一種の悪循環が存在する可能性が示された (図5)7)．
　2014年に新規抗androgen剤であるenzalutamideがCRPC
に対する治療薬として本邦でも保険適応が認められた．
第Ⅲ相試験においてはプラセボ群と比較しenzalutamide
群で有意に生存期間の延長が認められたものの8)，根治
を望むことはできず前立腺癌細胞はいずれ耐性を獲得す
る．我々はこの耐性獲得機序にもCCL2およびTAMが寄
与していることを明らかにした．enzalutamideは前立腺
癌細胞のandrogen/ARシグナルを抑制し，続いて内因性
のSTAT3インヒビターであるprotein inhibitor of activated 
STAT3 (PIAS3) が抑制されることでSTAT3の活性化をも
たらす．最終的にはCCL2の分泌を亢進させTAMをリク
ルートすることで前立腺癌細胞の転移能を亢進させる9)．
　非常に興味深いことに，マクロファージとケモカイン
が前立腺癌の発癌段階においても重要な役割を果たして
いることを示す結果も得ている．ヒト前立腺上皮細胞株
RWPE-1をヌードマウス皮下に移植しても腫瘍は形成さ
れなかったが，THP-1とともに長期間培養したのちに
ヌードマウスに移植したところ腫瘍が形成された．
THP-1との長期間の培養によりCCL4の分泌が亢進し，さ
らにp53/PTENの発現低下が生じるためであり，実際
CCL4の中和抗体によってこれら一連の変化が抑制され
ることも確認できた10)．
Ⅳ.	Androgen/ARシグナルの状態に依存しないCCL2の
作用

　ヒト組織マイクロアレイを用いた免疫組織染色では，
前立腺癌組織では正常前立腺組織と比べ有意にCCL2の
発現とマクロファージ (CD68) の浸潤数が亢進していた 
(図6A, B)．前立腺癌組織間の比較でもCCL2陽性組織は
CCL2陰性組織と比べマクロファージの浸潤数が有意に
多かった (図6C)．また，CCL2陽性前立腺癌患者はCCL2
陰性患者と比較し有意に生存期間が短縮していた．
　これらの結果はADTを施行していない患者においても
そもそもCCL2が高いと再発リスクや生命予後が悪い可
能性を示している．転移能が高いような高悪性度の癌が

CCL2を分泌するのではないかと考え，我々はC4-2から
特に遊走能の高い細胞をより分けるため，遊走能試験で
遊走した細胞 (C4-2 mig) だけを集め (図6D)，もともとの
C4-2の細胞集団 (C4-2 prt) と比較を行った．C4-2 migで
はC4-2 prtと比較し，EMT傾向と遊走能亢進が認められ
ると同時に (図6E，F)，CCL2の有意な分泌亢進が認めら
れた (図6G)11)．
　これらの結果は浸潤・転移能の高い前立腺癌細胞が
CCL2をより分泌していることを示唆している．
Ⅴ.	バイオマーカーとしてのCCL2の意義
　現在，PSAは前立腺癌の最も有用なバイオマーカーと
考えられている．CRPCとなった後でもandrogen/ARシ

図4　マクロファージARの役割 (文献7より転載・改編 ) 
 A. 前立腺癌細胞のARを抑制することによるマクロファージ
様細胞 (THP-1) の癌細胞側への移動の変化を調べた．B. AR
の抑制の有無によるC4-2とTHP-1の共培養時の培養上清中の
CCL2の分泌変化をELISAにて調べた．C. L yzCreおよび
floxARマウスを掛け合わせマクロファージ特異的ARノック
アウト (macrophage AR specific knockout: MARKO) マウス
を作製したのち，さらにTRAMPマウスと掛け合わせ
MARKO/TRAMPマウスを作製した．D. 約30週齢における，
MARKO/TRAMPマウスとwild type TRAMPマウスにおける
遠隔転移の有無を比較した．

図5　ADTによる前立腺癌細胞の転移促進機構
 ADTによって多くの前立腺癌細胞 (PCa) は死滅あるいは増
殖能が低下するが，生き残った細胞には分泌亢進したCCL2
のautocrine作用によってEMTが引き起こされる．この時，
CCL2はマクロファージを腫瘍内へ引き込み，マクロファー
ジと前立腺癌細胞との間の相互作用によりさらにCCL2が分
泌されるため，一連のサイクルが加速していく．最終的には
EMTを生じた前立腺癌細胞の一部が遊走・浸潤し遠隔転移を
引き起こす．
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グナルが前立腺癌の増悪に重要な役割を果たしているた
め，androgen/ARシグナルの下流であるPSAは前立腺癌
の病勢を反映する．一方で我々が示したandrogen/ARシ
グナルを抑制することで浸潤・転移が促進される機序が
働いている場合，あるいはCCL2がandrogen/ARシグナ
ルの活性とは関係なく前立腺癌の浸潤・転移を促進して
いる場合は，理論上PSAは前立腺癌の病勢を反映しない．
実際，PSAが100ng/mL以上の症例ではPSAそのものは予
後を予測できないことを明らかにした (図7A)12)．また，
PSAが非常に低い値で前立腺癌が発見された場合も，逆
に病勢が進行していることが多いことを明らかにした 
(図7B)13)．さらには，骨転移を有する前立腺癌患者に骨
転移治療のための骨修飾薬の一つであるゾレドロン酸を
投与した場合，その後の短期間でのPSAの変化は予後を
予測する指標にならないことも示した14)．
　このようにPSAのウィークポイントが明らかになる中
で，新たなバイオマーカーとして血清CCL2が有用かど
うかを前立腺癌患者255名の診断時の血清を用いて検討
した．血清CCL2が高いと生存期間が短く (図7C)，CRPC
となるまでの期間が有意に短縮した (図7D)．Tsaur らも
6種類のケモカインについて前立腺癌の血清バイオマー
カーとしての有用性を検討したパイロットスタディーに
おいて，我々の結果と同様にCCL2のみが診断のための
バイオマーカーとして有用であったと報告している15)．
我々の実験結果からはPSAとCCL2が互いに弱点を補完
し合う可能性が示唆されたため，これら二つの血清バイ
オマーカーを組み合わせた場合に，より有用性の高いバ
イオマーカーとなると考えた．そこでPSAが100ng/mL
以上かつCCL2が320pg/mL以上を満たす場合をpoor 
risk，PSAが100ng/mL以上かCCL2が320pg/mL以上どち
らかを満たす場合をintermediate risk，PSAが100ng/mL
未満かつCCL2が320pg/mL未満を満たす場合をgood risk
とする新たな予後予測分類を考案した．この予後予測分

類によりはっきりと異なる「生存期間」および「CRPCとな
るまでの期間」を示す3群に分けることが可能であった 
(図7E, F)11)．これらの結果はPSAやCCL2単独で行った
予後予測による分類の結果よりも明瞭にリスク分けがで
きていた．

お　わ　り　に

　一連の研究においては，in vitro，in vivo，そしてヒト組
織で一貫してARシグナルの抑制が前立腺癌細胞とTAM
からのCCL2分泌を誘導し，癌細胞にEMT，ひいては浸
潤・転移をもたらすことを示した．CCL2はADT施行中
にCRPCとなった前立腺癌患者に対する治療ターゲット
となると考えられるだけではなく，もともとCCL2が高
い場合にはCRPCとなる以前でも治療ターゲットとなる
可能性がある．現在CCL2をブロックする有効な治療薬
は承認されておらず，特異的にCCL2をブロックする薬
剤の開発を期待したい．また，CCL2のバイオマーカー
としての有用性についてはより多くのデータで検証する
必要があると考えている．前立腺癌については発癌から
増殖・浸潤・転移に至るまでにCCL2以外にも多くのケモ
カインが関連しており，今後はその詳細な分子機構の全
貌を解明し，新たなる治療法の開発に繋げていきたい．

図6　転移能とCCL2 (文献7および11より転載・改編 ) 
 A. 組織マイクロアレイを用いてヒト前立腺癌とヒト非癌前立
腺組織でのCCL2の発現の比較を行った．B. 同様に組織内へ
浸潤しているCD68陽性マクロファージ数の比較を行った．C. 
CCL2陰性と陽性の前立腺癌組織におけるCD68陽性マクロ
ファージ数の比較を行った．D. 8µmの小孔を有する上槽トラ
ンスウェルにC4-2細胞 (prt) を置き，遊走し小孔を通り抜け
下槽に接着したC4-2細胞 (mig) を回収した．E. prtとmig (1
および2は別に採取 ) のEMTマーカーおよびARの蛋白発現を
ウェスタンブロットで検討した．F. prtとmigの遊走能を比較
した．G. prtとmigのCCL2の分泌量をELISAにて比較した．

図7 前立腺癌のバイオマーカーとしてのCCL2の役割 (文献11，
12および13より転載・改編 ) 

 A. 診断時血清PSA値が100 ng/mL以上の前立腺癌患者90人を
100-200 ng/mL，200-1,000 ng/mL，1,000 ng/mL以上の3群に
分けた場合の前立腺癌特異的生存曲線を示す (p=0.7742)．B. 
診断時血清PSA値が20 ng/mL以下の前立腺癌患者406人を3.5 
ng/mL以下，3.5-10 ng/mL，10-20 ng/mLの3群に分けた場合
のT stageの分布を示す．C. 前立腺癌患者255人を診断時血清
CCL2値320 pg/mLで2群に分けた場合の全生存曲線を示す 
(p=0.0008)．D. 同様にADTを施行した患者102人についての
無CRPC (CRPCとなるまでの期間 ) 生存曲線を示す 
(p=0.0196)．E. 前立腺癌患者255人を診断時血清CCL2値320 
pg/mL以上と診断時血清PSA値が100 ng/mL以上の二つを満
たすものをpoor risk群，一つ満たすものをintermediate risk
群，一つも満たさないものをgood risk群と分類した場合の全
生存曲線を示す (p<0.0001)．F. 同様にADTを施行した患者
102人についての各 risk群の無CRPC生存曲線を示す 
(p<0.0001)．
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