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【概要】 

 

 アンドロゲン受容体（androgen  receptor；AR）は、前立腺癌の発生に重要

な役割を果たしており、 ARシグナル伝達は、アンドロゲン応答遺伝子の発現

を介して、前立腺癌の進行に深く関わっている。我々は、ChIP-sequence法を

用いて、ヒト前立腺癌組織において過剰発現する新規アンドロゲン応答遺伝子

を見出し、今回その中から ABHD2（α/β-hydrolase  domain-containing 

protein  2）に着目し、機能解析を行った。まず、LNCaP細胞において、ジヒ

ドロテストステロン投与によって mRNAおよび蛋白質レベルで ABHD2の発

現量が増加することを確認した。前立腺癌の臨床検体を用いた解析では、

ABHD2の発現強度は Gleason  scoreと相関し、独立した進行予測因子である

ことが判明した。ABHD2の発現を特異的に抑制する small  interfering  RNA

（siRNA）を 用 い て、Methyl Thio Sulfonate（MTS）assay、migration assay、

apoptosis assayを実施したところ、ABHD2の発現を抑制することによって細

胞増殖および遊走能が抑制され、アポトーシスは促進された。また、興味深い

ことに、LNCaP細胞に docetaxel投与することによって ABHD2の発現量の

増加を認めた。さらに、ABHD2を発現抑制することによって docetaxel投与

下での LNCaP細胞のアポトーシスがより促進される傾向にあったことから、
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ABHD2の発現がdocetaxel治療抵抗性に関与している可能性が示唆された。in 

vivoにおいては、ヌードマウスに LNCaP細胞を移植し、siRNA投与にて

ABHD2の発現を抑制させると有意な腫瘍増殖抑制作用を示した。 

 本研究の結果より、ABHD2が前立腺癌進行および docetaxel治療抵抗性に

おいて重要な役割を果たしていることが考えられ、ABHD2を標的とした新た

な治療法の開発や新たな診断マーカーとしての応用へと繋がる可能性が示唆さ

れた。 

 

【緒言】 

 

Ⅰ 前立腺癌と疫学 

 前立腺は腎臓、膀胱、尿道といった泌尿器の中の一つであり、男性のみに存

在する臓器である。膀胱の下方で尿道を取り囲むように存在し、前立腺液を分

泌することによって、精子の栄養と保護をする役割を担い、排尿にも大きく関

与すると考えられている。前立腺癌（Prostate Cancer；PCa）は、主に前立腺

辺縁領域に発生し、そのほとんどが腺癌である。 

 前立腺癌の 2011年度の全国推定年齢調整罹患率（基準人口；昭和 60年モデ

ル人口、人口 10万対）は 66.8であり、胃癌、大腸癌に次いで第 3位となって
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いる。これは男性における全部位悪性腫瘍のうち 14.8％を占め、近年急激な増

加傾向を示している(1)。予測されている前立腺癌の年間推定罹患数の今後の推

移は、2010〜2014年では 78,728人であるが、2015〜2019年には 86,800人と

胃癌に次いで第 2位となり、2020〜2024年では胃癌を超えて第 1位となり

105,800人に到達すると言われている(2)。 

 また、2011年度の全国推定年齢調整癌死亡率は 7.8であり、肺癌、胃癌、大

腸癌、肝臓癌、膵臓癌、食道癌に次いで 7番目である(1)。死亡者数においても

近年増加傾向であり、1970年代では全年齢前立腺癌死亡者数は約 1,000人であ

ったのに対し、2011年には 10,800人と 10倍以上に膨れ上がり、罹患者数と

共に今後も増加していくと予測されている(2)。 

 

Ⅱ 治療法 

 前立腺癌の治療法は、手術療法、放射線療法、内分泌療法、化学療法がある。

前立腺癌は治療の選択肢が多いので、病期や癌の悪性度だけでなく、患者の期

待余命や治療による侵襲性および合併症などを考慮し、その患者に合った治療

法を選択することが可能である。特に低リスクの限局性前立腺癌には、進行が

遅く、無治療であっても生命に影響を及ぼさない可能性のものがあると考えら

ており、前立腺癌マーカーである prostate  specific  antigen（PSA）の血中濃
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度値を定期的に測定し経過観察を行う PSA監視療法という方法を選択する場

合もある。 

 

１．PSA監視療法 

 限局性前立腺癌と診断された場合でも、Gleason  scoreや悪性度の低い癌が

ごく少量のみ認められた場合は、治療を開始しなくても余命に影響がないよう

な臨床的に意義のない癌であると判断し、PSA値の経過をみながら積極的な治

療介入のタイミングを見計らっていく PSA監視療法を選択する場合がある。特

に高齢者の場合は、なるべく体に負担の少ない治療法を選択していくことが大

切であるため、非常に重要な治療方法であると考えられている(3)。Gleason 

scoreとは前立腺癌の組織学的悪性度の指標であり、癌組織の腺構造と増殖パ

ターンを基盤とした 5段階分類法にて判定し、優勢な組織型と随伴する組織型

の和を 2から 10までの 9段階に分類し、現在国際的に最も広く使用されてい

る。 

 

２．手術療法 

 前立腺癌が前立腺内にとどまっている限局性前立腺癌の場合では、根治的治

療法として、手術療法が第一にその選択肢として挙げられる。骨盤内リンパ節
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郭清を実施し、精嚢や精菅の一部と共に前立腺を摘出することによって、癌細

胞の完全切除が可能なため、現在最も根治性の高い治療法として位置付けられ

ている(4)。また、完全切除できなくとも術後に放射線療法あるいは内分泌療法

を追加することができ、予後が良好になることが最も期待できる可能性を有す

る治療法と考えられている(5, 6)。しかし、当然ながら侵襲の高い治療法であり、

一般的に前立腺全摘除術の適応と考えられるのは、完全切除可能な病態である

ことに加え、10年以上の期待余命があり、健康状態や合併症に問題がない症例

とされている(7)。手術方法としては、開腹手術、ミニマム創内視鏡下手術、腹

腔鏡手術、ロボット支援下手術などがあるが、近年は器具や技術の進歩により、

腹腔鏡や手術支援ロボットを使用した方法が主流となってきている。また、最

近はロボット支援下手術が世界的に急速に普及されてきており、現在米国の前

立腺癌手術の多くはロボット支援下手術であり、本邦でも 2012年に前立腺癌

に対し保険適用となったことから、積極的に導入し施行されている。さらに勃

起能を司る神経を温存する神経血管束温存手術も実施可能であり、症例によっ

て癌の根治性に問題がある場合を除き、勃起機能や尿失禁などの機能回復につ

いても配慮された治療法が選択可能となっている。 
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３．放射線療法（外照射、密封小線源療法） 

 前立腺癌に対する放射線療法は、近年著しく発達しており、限局性前立腺癌

に対する根治的治療法の選択肢として注目されている。体への負担が少ないこ

とが大きな利点であり、高齢で合併症を有するような患者でもほとんどの場合

で問題なく実施でき、幅広い症例で適応可能な治療法である。さらに、放射線

療法の治療成績は前述した手術療法とほぼ同等と言われており(8)、治療後の

QOL が高いことから早期前立腺癌の治療法として選択される割合が増えてき

ている。Gleason scoreや PSA値が高いハイリスクな限局性前立腺癌症例にお

いては、内分泌療法と組み合わせて放射線療法を実施することによって良好な

成績が報告されており、中〜高リスク症例に対しても有用な治療であると考え

られている(9, 10)。また、近年のコンピューター技術の進歩とあいまって放射線

療法は革新的な進歩を遂げており、CT画像とコンピューターを用いた三次元

原体照射法（three-dimensional conformal radiation therapy；3D-CRT）や、

さらに進歩した強度変調放射線治療（intensity  modulated  radiation 

therapy；IMRT）という新たな放射線治療法が開発され、日本でも積極的に導

入されている。これらにより、周囲の正常組織への照射を減らし、より選択的

に腫瘍に放射線が照射可能となったことから、高い放射線量を用いた治療が実

施可能となり(11)、今後もさらに発展していく治療方法であると期待されている。 
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 外照射治療とは別の選択肢として密封小線源永久挿入療法（brachytherapy）

があり、本邦では 2003年 9月から開始されている。ヨウ素 125が密封された

約 4.5mmのチタンカプセルを、前立腺内に約 50〜100個埋め込み、癌細胞へ

直接放射線を照射する方法である。低リスク症例が良い適応とされているが(12)、

中リスクおよび高リスク症例に対しても外照射や内分泌療法と組み合わせて実

施することが可能である。現在、ヨウ素 125シード線源による密封小線源永久

挿入療法は限局性前立腺癌の標準的治療法の一つとして定着しており、その有

効性は多くの報告にて確認されており、生化学的非再発率は手術に匹敵すると

されている(13)。  

 

４．内分泌療法（ホルモン療法） 

 手術療法や放射線療法は早期癌にのみ適応があり、転移を有する進行性前立

腺癌においては内分泌療法を実施する。前立腺癌は、精巣や副腎皮質から産生

されるアンドロゲン（男性ホルモン）の刺激によって増殖・進行するという性

質を持っており(14)、内 分 泌 治 療 に よ り ア ン ド ロ ゲ ン を 抑 制 す る こ と に よ っ て 前

立腺癌の進行を防ぐことができるのである。 

 前立腺癌におけるアンドロゲンシグナル経路はリガンドであるアンドロゲン

から始まり、標的遺伝子を活性化することにより癌の進行及び悪性化を引き起
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こすことが知られている。アンドロゲンは、ステロイドホルモンに分類され、

テストステロン、ジヒドロテストステロン（dihydrotestosterone；DHT）、 ジ

ヒドロエピアンドステロンの３種類が存在する。血液中ではテストステロンが

最も高濃度であり、約 95％が精巣から分泌され、精巣や副腎皮質から分泌され

たテストステロンが前立腺細胞に作用することでアンドロゲンシグナル経路の

活性化が開始される。テストステロンは、前立腺細胞内に取り込まれると、ま

ず 5α 還元酵素によって更に活性の高い DHTに変換され、アンドロゲン受容

体（androgen  receptor；AR）と結合する。DHT は、テストステロンに比べ

ARのリガンド結合領域（LBD）内の結合力が高く、前立腺細胞において主要

なリガンドであり、ARと結合して、共役因子群と複合体を形成し核内へ移行

する。そして、この複合体を形成した ARは、ARの DNA結合領域（DBD）

を介して標的となる遺伝子（アンドロゲン応答遺伝子）の DNAの上流にある

プロモーター及びエンハンサー領域内に存在するアンドロゲン受容体結合配列

（androgen response element；ARE）に 結 合 し、転写因子として働き、mRNA

と蛋白の発現を調節しアンドロゲン作用を現す(15)（図 1）。 ア ン ド ロ ゲ ン 応 答

遺伝子の中には、前立腺癌の細胞増殖や抗アポトーシスに対し促進的に働き、

前立腺癌の発生および悪性化を促すものが存在し(16-18)、こ の ア ン ド ロ ゲ ン シ グ

ナル経路が前立腺癌発生・進行のメカニズムの主体である。したがって、アン
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ドロゲンを阻害することで ARを介したアンドロゲンシグナル経路を抑制する

抗アンドロゲン療法は、進行性前立腺癌において確立された治療法となってい

る。 

 内分泌療法は、アンドロゲンの分泌を抑制・除去することによってアンドロ

ゲンシグナル経路を不活性化し、前立腺癌の勢いを抑える治療法であり、主に

転移を有する進行性前立腺癌に対して行われる。歴史的には、1941年に

Huggins博士らが進行性前立腺癌患者に対し両側精巣除去術を実施し、癌の進

行抑制を認めたことから、「精巣から分泌されるアンドロゲンによって前立腺癌

が進行する」という事実を発見し(19)、ノーベル医学生理学賞を受賞したことか

ら始まっている。以来 70年以上にわたり、内分泌療法の基本的な概念は変わ

っておらず、前立腺癌に対する標準的治療法の一つとなっている(20)。現 在 は 両

側精巣摘除による外科的去勢術のみではなく、黄体化ホルモン刺激ホルモン

（luteinizing hormone-releasing hormone；LHRH）製剤による薬物的去勢が

開発され、アンドロゲン除去療法として実施されている。さらに、前立腺癌細

胞内で DHTと ARの結合を阻害する抗アンドロゲン剤という薬剤を投与する

ことによって、精巣以外から分泌されたアンドロゲンの作用をブロックするこ

とができ、アンドロゲン除去療法と抗アンドロゲン剤を組み合わせた治療法を

複合アンドロゲン阻害療法（combined androgen blockade；CAB）もしくは最
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大アンドロゲン阻害療法（maximum androgen blockade；MAB）と呼び、世

界的な標準的治療法となっている(21, 22)。 

 内分泌療法はほとんどの進行性前立腺癌患者に対して効果を発揮し有効であ

るが、副作用として、投 与 直 後 か ら 起 こ り う る ホ ッ ト フ ラ ッ シ ュ（ ほ て り ）、性

機能障害、女性化乳房、乳房腫脹や圧痛、長期投与により骨塩量の低下などが

出現する。また、内分泌療法の治療効果の持続期間は個人差があり、多くの場

合は治療開始から数ヶ月から数年で治療効果がなくなってしまう。そこで、内

分泌療法の奏功期間を可能な限り長く保つために、抗アンドロゲン剤交替療法

と呼ばれる治療法が実施されている。初回に使用した非ステロイド性の抗アン

ドロゲン剤を別の抗アンドロゲン剤へ変更することによって、再度治療効果を

発揮し(23)、さらに不応となった場合は、ステロイド性抗アンドロゲン製剤やエ

ストロゲン製剤に変更していく方法である。また、抗アンドロゲン剤を中止す

ることで一定期間 PSA値の低下や病状の改善を認める場合があり、抗アンドロ

ゲン除去症候群（anti-androgen withdrawal-syndrome；AWS）と 呼 ば れ 、AWS

を確認することは CAB療法の奏功期間を長くするために有効であると考えら

れている(24)。 
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５．抗癌化学療法 

 内分泌療法の大きな問題点は、抗アンドロゲン剤交替療法を行ったとしても

治療効果の持続期間には限りがあり、多くの症例が数年以内に内分泌療法抵抗

性となり、去 勢 抵 抗 性 前 立 腺 癌（castration resistant prostate cancer；CRPC）

となる点である。現在、CRPCに対する有効な治療法は限られているが、タキ

サン系の抗癌剤であるドセタキセル（docetaxel；DTX）がその第一の治療法と

して行われている。ドセタキセルは微小管脱重合阻害薬と呼ばれる種類の薬剤

であり、細胞の β−チューブリン・サブユニットに結合し、微小管の脱重合を

阻害することによって細胞周期停止およびアポトーシスを誘導する作用を持つ。

2004年に欧米で行われたドセタキセルを使用した大規模ランダム化試験の結

果が発表され、CRPCに対するドセタキセルの生存期間延長が実証されて以来、

現在まで広く使用されてきた抗癌剤である(25, 26)。しかしながら、ドセタキセル

による治療を実施したとしても、CRPCはドセタキセルに対する耐性を獲得し、

いずれは治療抵抗性となってしまうことが問題となっており、現在も CRPCに

関する研究によって、次なる治療法として様々な新規治療薬が開発されている。 

 

６．新規治療薬 

（１）LHRHアンタゴニスト 
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 アンドロゲン除去療法として使用している LHRH製剤は、従来のものは

LHRHアゴニストであり、フレアアップと呼ばれる投与後の一時的なテストス

テロンの上昇がみられ、尿路閉塞や転移巣に由来する骨痛、脊髄圧迫などの臨

床症状を呈することがある。これに対してテストステロンの上昇を伴わない

LHRHアンタゴニストが開発・承認され、現在日本でも使用開始されており、

フレアアップを起こさず内科的去勢が可能となっている。 

（２）第二世代抗アンドロゲン剤（エンザルタミド；enzalutamide） 

 エンザルタミドは、ARのシグナル伝達を複数の段階で阻害する第二世代の

経口アンドロゲン剤として開発され、ARに対する親和性が従来の抗アンドロ

ゲン剤であるビカルタミドの約 10倍であり、高い ARへの結合阻害能を有す

る他に、 核内への ARの移動を阻害する作用も示されている(27)。海外で実施

された大規模第三相臨床試験の結果より、エンザルタミドの有効性が示され(28, 

29)、日本でも承認となり 2014年 5月からドセタキセル投与後の CRPC患者に

対し使用が開始され、現在ではドセタキセル投与前の CRPC患者に対しても使

用可能である。 

（３）CYP17阻害剤（アビラテロン；abiraterone） 

 CYP17（cytochrome P450 17α−hydroxylase / 17,20 lyase） はコレステロ

ールからアンドロゲン合成を行う合成酵素の一つある。CRPCでは CYP17の
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発現亢進を認め、この経路の活性化によって去勢下でも微量のテストステロン

が合成され、 前立腺癌細胞内にアンドロゲン供給がなされていると報告されて

いる(30)。アビラテロンは、アンドロゲン生合成に必要な酵素である CYP17を

選択的に阻害する薬剤であるが、精巣のみならず、副腎や前立腺癌組織内など

全てのアンドロゲン産生臓器に作用することで、より強くアンドロゲン産生を

抑制可能である。従来の LH-RH製剤などによる去勢の定義は血清テストステ

ロン値 50 ng/dl 以下とされるが、この薬剤を使用すると 2 ng/dl以下にテスト

ステロンが制御される。大規模第三相臨床試験を経て、日本では 2014年 9月

から CRPC患者に対し使用可能となっている(31)。 

（４）タキサン系新規抗癌剤（カバジタキセル；cabazitaxel） 

 ガバジタキセルは、ドセタキセルと同じタキサン系の抗癌剤であるが、MDR

−1遺伝子によりコードされる多剤耐性因子である p糖蛋白の親和性が低く、細

胞外へ排泄されにくいことから(32)、ドセタキセル耐性となった CRPCに対し

て有効性を示す可能性のある薬剤として注目されている。ドセタキセル治療後

の CRPCに対して 2010年米国で、2011年欧州で承認を受け、日本でも 2014

年 9月から使用開始が認められている(33)。 

 

 



 

 14 

Ⅲ 前立腺癌進行及び去勢抵抗性獲得におけるアンドロゲン受容体の重要性 

 進行性前立腺癌の治療の最大の問題点は、内分泌治療抵抗性となった CRPC

に対して、前述した抗癌化学療法や新規前立腺癌治療薬による治療を行ったと

しても、一定の生存期間延長効果は見込めるものの、最終的には全ての薬物治

療に対して抵抗性を獲得してしまうことである。したがって、現在は CRPCに

対する治療法として未だ十分なものは確立しておらず、新たな治療法の開発を

模索している状況である。一方で、近年の前立腺癌に関する研究において、去

勢抵抗性獲得のメカニズムなどについて解析されつつあり、近年報告されたこ

との一つとして、アンドロゲン濃度は CRPCの細胞内においても依然として上

昇がみられ、その増殖・進行において ARは重要であるということが判明して

いる(34, 35)。 

 ARはステロイドホルモン受容体ファミリーに属し、N末端に転写活性化領

域 (NTD) 、中 央 に DBD、C末端に LBDと大きく 3つのドメイン構造を持つ

(36)(37)。NTD は、ARの転写活性を司り、様々な転写補助因子が結合すること

で ARの活性を調整している。DBDは ARの核内移行および AREへの結合能

を有している部位であり、アンドロゲンと複合体を形成することで、その機能

を高めている。C末端の LBDはアンドロゲンが結合する部位であるが、前立

腺癌細胞にてみられる ARの構造変異体は、LBDにおける点突然変異が多く(38)、
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このことは去勢抵抗性獲得の一因として知られている。 

 近年 CRPCに関する研究が進む中で、去勢抵抗性獲得の機序として解明され

たものが幾つか存在するが、主要なものは以下に述べる３つであり、いずれも

ARおよびアンドロゲンシグナル経路に関連している。 

① ARの活性増強（Hypersensitivity） 

 酸化ストレスなどによるARの過剰発現(39)もしくは転写協調因子の活性変化

によるアンドロゲンに対する感受性亢進や転写能の活性化(40, 41)である。 

② ARの突然変異によるリガンド結合特異性の変化（Promiscuous） 

 突然変異した AR構造変異体は、アンドロゲン以外の分子をリガンドとして

認識し結合するように性質が変化し、前立腺癌のさらなる進行に関与している

と言われている(42)。内 分 泌 療 法 を 継 続 中 に 、抗 ア ン ド ロ ゲ ン 剤 自 体 が前立腺癌

細胞のリガンドとして作用するようになり、癌が進行するようになる抗アンド

ロゲン除去症候群と関係している(43, 44)。 

③ アンドロゲン非依存性の ARシグナル経路の活性化（Outlaw） 

 ARの構造変化により、種々の成長因子やサイトカインなどによりアンドロ

ゲン非依存下でも ARが活性化され、一部 ARを介さないで直接アンドロゲン

応答遺伝子の発現亢進が起こることが報告されている(45)。神 経 内 分 泌 性 分 化 な

どの形質転換により ARを介さない経路が活性化され、アンドロゲン非依存性
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を獲得する機序も判明している(46)。 

 これらにより、前立腺癌の進行や去勢抵抗性を獲得する過程において ARを

介したアンドロゲンシグナル経路の刺激が維持されており、アンドロゲンシグ

ナル経路の終点であるアンドロゲン応答遺伝子の過剰発現が前立腺癌の進行お

よび悪性化に大きく関与している可能性が示唆されている。したがって、我々

は、新たにアンドロゲン応答遺伝子を同定しその機能を解析することは、前立

腺癌進行及び去勢抵抗性獲得のメカニズムや新規治療法の解明につながる可能

性があると考え、今回、ヒトゲノムにおける AR結合領域の網羅的な解析と新

規アンドロゲン応答遺伝子に関する研究に着手するに至った。 

 

Ⅳ 次世代シークエンサーを用いたアンドロゲン応答遺伝子の包括的解析 

 東京大学大学院医学系研究科抗加齢医学講座では、より直接的なアンドロゲ

ン応答遺伝子を同定するため、AR陽性前立腺癌細胞株（LNCaP細胞）にアン

ドロゲンを付加し AR 特異抗体にてクロマチン免疫沈降（Chromatin 

immunoprecipitation；ChIP assay）を実施し、さらにゲノムタイリングアレ

イを組み合わせた ChIP-chip法や、次世代シークエンサーによるシークエンシ

ングを行う ChIP-sequence法を用いて、ヒ ト ゲ ノ ム に お け る AR結合領域を網

羅的に解析してきた(47)。これらにより、ChIP-chip法で 2,872箇所、
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ChIP-sequence法で 10,392箇所の ARBS（AR binding site）を同定し、約 500

個のAR結合アンドロゲン応答遺伝子群を見出している(48)（図2）。さらにARBS

の最近傍に位置する遺伝子群について、マイクロアレイ法を用いてアンドロゲ

ン刺激による遺伝子発現解析を行い、アンドロゲンで応答する遺伝子群を同定

した(48)。そ れ ら の 遺 伝 子 群 に つ い て 機 能 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、前 立 腺 癌 の 進 行

に関与するアンドロゲン応答遺伝子やその発現調節をしている転写協調因子を

同定された(16-18, 49-52)。このような網羅的なアンドロゲンシグナルの解析により

得られたアンドロゲン応答遺伝子の候補遺伝子群のなかから、本研究では今ま

で 前 立 腺 癌 で の 役 割 が 明 ら か で は な い ABHD2（ α/β-hydrolase 

domain-containing protein 2）について着目し、その機能解析を行うこととし

た。 

 

V ABHDファミリーについての報告 

 ABHDファミリーは、生 体 内 に お い て 非 常 に 幅 広 く 機 能 す る 触 媒 酵 素 で あ る

α/β 加水分解酵素を有する 19の蛋白質より構成される。また ABHDファミ

リーは α/β 加水分解酵素活性ドメイン（α/β-hydrolase fold）を保有するス

ーパーファミリーの一部である(53)。このスーパーファミリーには、ABHDファ

ミリーの他に蛋白分解酵素、脂質分解酵素、エステル分解酵素、脱ハロゲン酵
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素、過酸化酵素、およびエポキシド加水分解酵素などの様々な代謝酵素が含ま

れる(54)。 

α/β 加水分解酵素活性ドメインとは、8本の並列した β シートに 6つの α

ヘリックスが囲むように配置された構造をしており、加水分解酵素活性はルー

プ領域に位置しているヒスチジン残基、酸残基（アスパラギン酸またはグルタ

ミン酸）、求核残基（Nucleophile  motif:  G（glutamate）X（any  residue）S

（serine）XGの配列を持つのが ABHDファミリーの特徴である）によって生

じる(55)。また ABHDファミリーには、アシル基転移酵素活性と関連している

構造を持つため、加水分解酵素とアシル基転移酵素活性を有することが知られ

ている(56)。 

近年の報告より、ABHDファミリーの変異は、脂質代謝の先天異常に関与し

ており(57)、さらに、細胞および動物モデルでの研究では、脂質代謝、脂質シグ

ナル伝達、および代謝性疾患に関与していることが明らかとなった(58)。これら

のことから、ABHDファミリーは脂質代謝およびシグナル伝達に関与する小分

子の加水分解または合成に関与していることが示唆されており、ABHDファミ

リーと脂質代謝および疾患における生理学的重要性の認識が近年高まっている。

例えば ABHD5は、脂肪分解酵素である ATGL（adipose  triglyceride  lipase）

を活性化することにより、トリグリセリド加水分解酵素活性を最大 20倍まで
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刺激すると言われている(59)。また、ABHD3、ABHD4、ABHD6、ABHD12に

おいても、脂質代謝経路に関与する酵素の合成及び分解に直接的に作用するこ

とが報告されている(55)。さらに、ABHDファミリーは、癌発症との関連につい

ても報告があり、例えば ABHD3は卵巣癌や乳癌、骨肉腫細胞株において発現

の上昇がみられることが知られている(60-62)。また、ABHD7は、結腸および直

腸癌において低メチル化されることが見出されており(63)、癌遺伝子 ZNF217

の直接的な標的遺伝子であると判明している(64)。ABHD9は過剰メチル化され

ることで胃癌、大腸癌、悪性黒色腫などの発症に関与しており(65-67)、同様に

ABHD9の過剰メチル化は前立腺癌再発にも関連していると報告されている(68)。

これらのことから、詳細な機序は不明ながら、ABHDファミリーが癌発症に関

与していることが近年明らかにされつつある。一方、ABHD2は染色体 15q26.1

上に位置し、11個のエクソンによってコードされる 425残基のタンパク質で

あり、他の ABHDファミリーと同様に加水分解活性（202残基に necleophile 

motif, 117残基にアシル基転移酵素活性モチーフを持つ）カルボキシル末端が

細胞の外側に位置する Ⅱ 型膜貫通タンパク質である可能性が示唆されている

が確認はされていない(55)。また酵素として働く基質や生理学的な化学反応も未

だ不明である。ABHD2が関与する病態としては、肺気腫の発症に関与してい

ると報告されている(69)。ABHD2の発現低下した肺胞上皮細胞において、フォ
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スファチジルコリンの分泌低下によりマクロファージが浸潤し、炎症が惹起さ

れ、肺胞上皮細胞のアポトーシスが引き起こされることによって肺気腫が発症

すると考えられている。また、ABHD2は血管の平滑筋細胞においても発現が

みられ、血管平滑筋の遊走能や血管内膜新生を亢進し、アテローム硬化症の発

症にも関与しているとされている(70)。その他には、HIV治療薬であるラミブジ

ンにより ABHD2の発現が抑制され、B型肝炎ウイルスの伝播を阻止すること

が報告されている(71)。癌との関連については、肝細胞癌や胃癌、結腸癌などの

癌遺伝子である Sp5の発現により ABHD2の発現上昇がみられることから(72)、

癌治療に対する標的遺伝子として注目されつつあるが、現在その機能について

は明らかでない。 
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【目的】 

 

 本研究では、前立腺癌進行に関わる分子作用機序の解明および新たな前立腺

癌の診断マーカーや治療標的としての可能性を見出すため、新規アンドロゲン

応答遺伝子として同定されたABHD2のアンドロゲンによる発現制御機構およ

び前立腺癌細胞における機能について解析を行った。 

 

【対象と方法】 

 

Ⅰ 細胞と細胞培地、材料 

 ヒト前立腺癌細胞株として、AR陽性前立腺癌細胞株である LNCaP細胞と、

AR陰性前立腺癌細胞株である PC3細胞を American Type Culture Collection

（Rockville,  MD,  USA）から購入した。細胞培養は、全て 37℃、5％ CO2条

件下で、LNCaP細胞は 10％ウシ胎児血清（fetal  bovine  serum；FBS, JPH 

Biosciene）を添加した RPMI 1640培地（Sigma, St Louis, MO, USA）にて行

い、PC3細胞培養には 10％FBSを補充した dulbecco’s  modified  eagle’s 

medium（DMEM；Sigma, St Louis, MO, USA）培地を使用した。ホルモン除

去として、活性炭（charcoal）処 理 済 み の 5％FBS （SIGMA, St. Louis, MO）
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を混合した培地にて、DHT刺激前に72時間培養を実施した。DHTとdocetaxel

および dimethyl sulfoxide（DMSO）は和光純薬工業社から購入した。 

 

Ⅱ 組織標本、患者背景 

 前立腺癌の臨床検体は、1985年から 1998年の間に日本大学医学部附属板橋

病院にて根治的前立腺全摘除術を施行した 102例を用いた。なお、本研究は、

臨床研究に関する倫理指針（厚生労働省）に従って実施している。平均年齢は

68.1歳（50 - 85歳）であり、術前のPSA中央値は26.6 ng/ml（1.5 - 218.5 ng/ml）

であった。次に示す通り免疫組織染色を実施した。 

 

Ⅲ 免疫組織染色 

 免疫組織化学染色は streptavidin–biotin  amplification法にて実施した。5 

μmの組織切片を脱パラフィン化し、マイクロウェーブ法を用いた加熱による

抗原賦活処理を行った。0.3% 過酸化水素メタノール溶液にて内因性ペルオキ

シターゼのブロッキングを行い、30分間室温にて 3%スキムミルクに浸した。

1：100希釈で anti-ABHD2抗体（Abcam, Cambridge, MA, USA）を 24時間

処理したのち、二次抗体は Histofine simple stain MAX-PO（Nichirei, Tokyo, 

Japan）を用いて 60分室温下で反応させ、3,30-diaminobenzidine (DAB)にて



 

 23 

可視化した。抗 AR抗体で染色した組織を陽性コントロール、抗 AR抗体の一

次抗体を使用せず染色した組織を陰性コントロールとした。 

 200倍視野下で免疫染色陽性細胞を評価し、全細胞中の陽性細胞の割合で

score化して分類（score  0：なし、score  1：1/100以下、score  2,  1/100から

1/10、score 3：1/10から 1/3、score 4：1/3から 2/3、score 5：2/3以上）し、 

染色強度を score  0：なし、score  1：弱、score  2：中、score  3：強と分類し、 

合計を immunoreactivity（IR）scoreとし 0-8段階で評価した。 

 

Ⅳ Small interfering RNA（siRNA）の効果の検討 

 コントロールsiRNA（siControl, 標的配列：

5’-GUACCGCACGUCAUUCGUAUC-3’）(73)と、今回新たに開発したsiRNA

（siABHD2#A, 標的配列：5’-GAGTTCGTGTCCTAATGGTCTCT-3’ 及び 

siABHD2#B, 標的配列：5’-CTCGCCACGCATGTTCACCTATG-3’）を使用し

た。トランスフェクションはLipofectamine RNAiMAX (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) を用いて、LNCaP細胞にて実施した。トランスフェクシ

ョンしたLNCaP細胞を以下のⅤ〜Xの実験にて使用した。 
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V Methyl Thio Sulfonate（MTS）assay 

 細胞増殖能を MTS assayにて評価した。96ウェルディッシュの各ウェルに

LNCaP細胞（5,000細胞/ウェル）を 入 れ 、siRNA（siControl、siABHD2 #A、

siABHD2 #B）をそれぞれトランスフェクションした後、37℃にて 24, 48, 72

時間培養後に 10 µlずつ Cell  Titer  96  AQueous  One  Solution  Cell 

Proliferation Assay kit（Promega, Madison, WI, USA）を 付 加 し 、Microplate 

reader （ARVO, PerkinElmer, Waltham, MA）の absorbance 490 nmにて測

定した。各条件は 4ウェルずつ行い、少なくとも 3回の実験を施行した。 

 

VI Migration assay 

 細胞遊走能は cell-migration  assay にて評価した。まず Matrigel-coated 

invasion chambers (Becton Dickindson, Biosciences)に、10%FBSを付加した

RPMI 1640培地 300 µlと各 siRNA（siControl、siABHD2 #A、siABHD2 #B）

をトランスフェクションしたLNCaP細胞を50,000細胞ずつ入れ、5% CO2下、

37℃で 24時間インキュベートした。その後、30分間のメタノール固定と、30

秒間のギムザ溶液（Muto pure chemicals, Tokyo, Japan）で染色し、フィルタ

ー下面に存在する細胞数を顕微鏡下200倍視野にてランダムに5視野観察し計

測した。 
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VII Quantitative  reverse  transcription-polymerase  chain  reaction 

(qRT-PCR) 

 ABHD2のアンドロゲン応答性を確認するために LNCaP細胞、PC3細胞を

用いて検討した。ホルモン除去として、各細胞株を 72時間 charcoal処理され

た 5％FBS混合培地でインキュベートした後、DHT（100 nM）刺 激 を 48時間

実施した。TRIZOL（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）にて細胞よりト

ータル RNAを抽出し、cDNA合成は iScript  cDNA  synthesis  kit  (Bio-Rad, 

Hercules,  CA) を用いて mRNAより逆転写合成した。同様に、siRNAによる

ABHD2の抑制効果を評価するために、各 siRNA（siControl、siABHD2  #A、

siABHD2  #B）をトランスフェクションした LNCaP細胞からトータル RNA

を抽出し、cDNAを合成した。qRT-PCR は ABI  PRISM  7000  Sequence 

Detection System（TAKARA, Kyoto, Japan）と、試薬は Power SYBR® Green 

Master Mix    (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を使用し、ABHD2の

遺伝子発現量をそれぞれ定量化し測定した。ローディングコントロールとして

GAPDH（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase）を用いた。 

 今回用いたプライマー配列は以下の通りである。 

ABHD2 

Forward: 5’- CGTATTTGCAGTGGGAAGAATAAGT -3’ 
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Reverse: 5’- GAGTTCGGGAGTCTCCAGCAT -3’ 

GAPDH 

Forward: 5’- GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA -3’ 

Reverse: 5’- GTGGTCGTTGAGGGCAATG -3’ 

 

VIII Western blot analysis 

 ABHD2 の蛋白レベルにおいてのアンドロゲン応答性を確認するために

LNCaP細胞を使用し実施した。ホルモン除去として、72時間 charcoal処理

の 5％FBSを混合した RPMI培地で培養した後、DHT（100 nM）刺激を 24、

48時間それぞれ実施した。細胞蛋白の回収は whole cell lysatesを lysis buffer

（NP40 buffer；50 mM Tris–HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP40）にて溶

解して行い、蛋白濃度測定は Pierce™  BCA  Protein  Assay  Kit（Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA）を用いて実施した。また、同様の方法で、

各 siRNA（siControl、siABHD2 #A、siABHD2 #B）をトランスフェクション

した LNCaP細胞も、細胞蛋白を回収し、蛋白濃度を測定した。それぞれの蛋

白 40 µgを NuPAGE Novex 10% Bis-Tris Protein Gels, 1.5 mm, 15 well（Life 

Technologies,  Carlsbad,  CA,  USA）に入れ電気泳動し、メンブレンは

Immobilon-P Transfer Membrane（Millipore, Billerica, MA, USA）を使用し
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転写させた。メンブレンを一次抗体にて 24時間インキュベートした後、二次

抗体に１時間反応させ、発色試薬はWestern Blotting Luminol Reagent（Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）を用いた。各検体で 3回繰り返

し実験した。 

 今回使用した抗体は以下の通りである。 

Rabbit polyclonal Anti-ABHD2 antibody（Abcam Inc., Cambridge, MA） 

Rabbit polyclonal Anti-AKT, phosphorylation-AKT（p-AKT）,  

PI3K, phosphorylation-PI3K（p-PI3K）, phosphorylation-mTOR（p-mTOR） 

antibodies（Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA） 

Mouse monoclonal anti-β-actin antibody（Sigma, St Louis, MO, USA） 

Anti-rabbit, mouse IgG antibody（Sigma, St Louis, MO, USA） 

 

IX Apoptosis assay 

 siRNA投与にて前立腺癌細胞のアポトーシスが誘導されるかどうかを Cell 

Meter™  Apoptotic  and  Necrotic Detection  Kit（ AAT  Bioquest,  Inc., 

Sunnyvale,  CA）を使用し検討した。まず、12ウェルディッシュにおいて

LNCaP細胞をそれぞれ合計 9ウェルに入れ、DMSO投与群（コントロール群）、

TNFα（Tumor  Necrosis  Factor α）投与群、docetaxel投与群として 3ウェ
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ルずつ 3群に分けた。それぞれ 10%FBS入りの RPMI  1640培地にて 48時間

インキュベートし、各 siRNA（siControl、siABHD2 #A、siABHD2 #B）を各

群にトランスフェクションした。24時間インキュベート後に、DMSO と

docetaxel 10  nMを投与し、さらに 24時間インキュベートした。TNFα 投与

群には、TNFα 25 ng/mlを appoptosis assay開始 1時間前に投与した。Cell 

Meter™  Apoptotic  and  Necrotic  Detection  Kitの試薬をプロトコールに沿っ

て使用し apoptosis  assayを実施した。Apopxinがホスファチジルセリンと結

合によってグリーンに染色された細胞を、レーザー走査顕微鏡（VH-8000: 

Keyence）200倍視野にてランダムに 5視野でカウントし、3回以上繰り返し

実験した。 

 

X  Xenograftモデルを用いた腫瘍増殖能の解析 

 LNCaP細胞（3×106個）を 7週齢の雄ヌードマウス（n = 20）の右背側に皮

下注射し、移 植 さ れ た 腫 瘍 の サ イ ズ を 3日毎に測定した。腫瘍のサイズが約 100 

mm3に達したら、ランダムに siControl処理群もしくは siABHD2処理群に振

り分けた。siControl 5 µgもしくは siABHD2 #B 5 µgと RNAimaxの混合溶液

の腫瘍内注入を開始し、4週間にわたって週 2回実施し腫瘍のサイズをそれぞ

れ比較した。本実験計画は東京大学動物実験委員会により承認され生命科学実
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験棟において東京大学大学院医学系研究科・研究ガイドライン（実験系）に基

づき施行された（承認番号 p08-096）。 

 

XI 統計学的分析 

 siABHD2投与群とコントロール群との結果を比較する MTS  assay、

migration  assay、apoptosis  assay及び in  vivo実験は、Student’s  t検定、

one-way ANOVAを用いて評価した。臨床検体を用いた実験では、臨床病理学

的な特徴と IR scoreとの相関関係を評価するために、t検定もしくはχ2検定を

用いた。また、Kaplan-Meiyer 法を用いて癌特異的生存率曲線を作成し、

log-rank検定（Mantel-Cox検定）にて解析した。統計ソフトはGraphpad prism 

for mac 6.0（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）および JMP 9.0 

software (SAS Institute Japan, Inc., Tokyo, Japan)を使用し、p < 0.05 を統

計学的有意差ありとした。  
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【結果】 

 

Ⅰ アンドロゲン応答遺伝子 ABHD2の同定及びアンドロゲン応答性の検討 

 本研究を行うにあたって、ChIP-sequence法により、AR陽性前立腺癌細胞

株であるLNCaP細胞におけるAR結合部位をマッピングしたデータを用いて、

ABHD2領域の AR結合部位を検索した(47)。その結果、イントロン領域に強い

ARが結合する領域を 2ヶ所認めた（図 3A）。さらに同一遺伝子内で、リガン

ド刺激によって転写活性化マーカーのヒストンメチル化（K4me1；histone H3 

monomethylation）及びアセチル化（AcH；histone  H3  acetylation）も認め

られた（図 3A）。また、前立腺癌細胞における ABHD2の発現レベルを明らか

にするために、Oncomine（www.oncomine.org）を 使 用 し 検 討 し た 。Oncomine

とは、各種癌組織でマイクロアレイにより解析した遺伝子発現情報をデータベ

ース化したものである(74)。これにより、ABHD2は正常前立腺組織と比較し前

立腺癌組織において明らかに発現が上昇していることが判明した(75, 76)（図 3B）。

さらに、mRNA や蛋白レベルでアンドロゲン応答性が認められるかを

qRT-PCRと western blot analysisを実施し確認した。qRT-PCRでは、48時

間のDHT 100nM処理によりLNCaP細胞においてABHD2の発現量の増加が

認められ、AR陰性前立腺癌細胞株である PC3細胞では ABHD2の発現量の変
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化は認められなかった（図4A）。ま た 、同様にDHT 100nM刺激を行ったLNCaP

細胞を用いて western blot analysisを実施したところ、DHT依存性に刺激後

24時間及び48時間において同程度にABHD2の発現量の増加を認めた（図4B）。 

 

Ⅱ 前立腺癌検体における ABHD2の発現と臨床的意義 

 今回、前立腺癌の診断のもと根治的前立腺全摘除術を実施された臨床検体

102例を用いて免疫組織染色を実施し、実際の前立腺癌における ABHD2の意

義を解析した。IR score 6以下を低発現、7以上を高発現と定義し、低発現は

66例、高発現は 36例であった。Gleason  score及び pathological  N  stageは

ABHD2の発現と統計学的に有意に相関関係にあり、年齢と serum  PSAと

pathological T stageに関しては有意な相関を認めなかった（図 5A、表 1）。ま

た、ABHD2低発現と高発現の群の癌特異的生存率曲線を Kaplan-Meiyer法を

用いて描出したところ、ABHD2高発現群は有意に癌特異的生存率が低かった

（p＜0.0001, log-rank検定, 図 5B）。Cox比例ハザードモデルを用いた単変量

解析および多変量解析にて、前立腺癌の腫瘍マーカーである PSAと、予後予測

因子といわれている Gleason  score及び pathological stageを合わせて解析を

行ったところ、Gleason score、ABHD2  immunoreactivityが独立した予後不

良因子であることがわかった（表 2）。 
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Ⅲ ABHD2発現抑制の前立腺癌細胞への影響 

 次に ABHD2の細胞内での機能を解析するため、ABHD2の発現を特異的に

抑制する siRNAを用い実験を行った。まず、作成した siABHD2 #A、#Bを

LNCaP 細胞にトランスフェクションし、qRT-PCR および western  blot 

analysisにて ABHD2発現抑制効果について検討した。結果は、図 6A、Bに

示すとおり、いずれの siABHD2をトランスフェクションした場合も、コント

ロールと比較し ABHD2の mRNAおよび蛋白レベルでの発現量は有意に抑制

されていた。次にこの siABHD2 #A、#Bを用いて細胞増殖能を評価する MTS 

assayと細胞遊走能を評価する migration assayを実施したところ、ABHD2

をノックダウンすることで細胞増殖能および細胞遊走能がともに有意に抑制さ

れた（図 7, 図 8）。さらに ABHD2とアポトーシスへの関係について apoptosis 

assayにて解析した。non treat群、TNFα を投与した群、docetaxelを投与し

た群の 3群に分け、全ての群の LNCaP細胞に siControl、siABHD2  #A、

siABHD2 #Bをそれぞれトランスフェクションし比較検討した。いずれの群に

おいても siABHD2を投与した LNCaP細胞は、siControlを投与した LNCaP

細胞と比較しアポトーシスを起こした細胞数が有意に増加していた（図 9）。ま

た、LNCaP細胞に docetaxel投与することによって ABHD2の発現量がどの

ように変化するかをqRT-PCRおよびwestern blot analysisにより検討したと
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ころ、docetaxelを投与した LNCaP細胞において ABHD2の発現量の増加を

認めた（図 10）。 

 次にアポトーシスを制御する機序について解析するため、抗アポトーシス作

用を有する PI3K経路への ABHD2 の関与があるかを検討した。そのため

siABHD2 #A、#Bもしくは siControlを LNCaP細胞にトランスフェクション

し、48時間後に細胞蛋白を回収し、抗 AKT抗体、抗 p-AKT抗体、抗 PI3K抗

体、抗 p-PI3K抗体、抗 p-mTOR抗体を用いて蛋白の発現量、リン酸化の有無

をwestern blot analysisにより解析した。siABHD2を投与することによって、

p-AKTは明らかに蛋白発現量が低下していたが、p-PI3Kと p-mTORでは明ら

かな変化は認めなかった。また、AKT、PI3Kの全体としての蛋白発現量につ

いては明らかな変化は認めなかった（図 11）。 

 

Ⅳ Xenograftモデルにおける ABHD2を抑制する siRNAの治療効果 

 in vivoにおいて、ABHD2ノックダウン下での腫瘍増殖への影響を検討する

ために、雄のヌードマウスの皮下に LNCaP細胞を移植し、発生した腫瘍に対

して siABHD2 #Bもしくは siControlを注入した。注入開始から４週間、経時

的に腫瘍のサイズを測定したところ、siABHD2 #Bを注入したマウスでは、

siControlに比較し、有意に腫瘍増殖が抑制されていた（図 12A、12B）。また、
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western blot analysisにて腫瘍内の ABHD2の発現量を測定し、siABHD2 #B

を注入したマウスでは確かにABHD2の発現量の低下が確認された（図12C）。 

  



 

 35 

【考察】 

 

Ⅰ ABHD2のアンドロゲンによる発現制御 

 本研究においては、まず ChIP-sequence法を用いて同定されていた新規アン

ドロゲン応答遺伝子 ABHD2について、そのアンドロゲンによる制御を解析し

た。ChIP-seqのデータを参照することにより ABHD2のイントロン領域に強

いリガンド依存的な ARの結合を認め、ARBS周囲には転写活性化におけるヒ

ストン修飾(K4me1,  AcH)が認められ、アンドロゲンによる ARの結合が転写

活性化を引き起こしていることが示唆された。次に定量的 RT-PCRならびに

western blot analysisによりアンドロゲンによるABHD2の発現変化について

解析し、AR陽性前立腺癌細胞株である LNCaP細胞において mRNAレベル、

蛋白レベルの両方においてアンドロゲン応答性に発現が強く上昇することを確

認された。一方で ARの発現が陰性の PC3細胞において発現誘導は観察されな

かったことは ARの発現誘導への関与が考えられる。以上の結果より、ARに

よるエピゲノム変化を介する転写活性化が LNCaP細胞における ABHD2の発

現上昇に結び付いていると思われる。AR結合による転写活性化を検証するた

めにはレポーターアッセイにて検討する必要性があり、今後の課題である。 
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Ⅱ ABHD2を介した前立腺癌進展の機序 

 次に前立腺癌の臨床検体の免疫組織染色を実施し、Gleason sore 8以上もし

くは病理学的にリンパ節転移陽性の High  gradeの前立腺癌において ABHD2

は有意に高発現しており、ABHD2が前立腺癌患者の独立した予後予測因子で

あることが判明した。さらにデータベースによる前立腺癌における ABHD2の

発現解析においても腫瘍において発現が上昇することが見出された。また、

ABHD2を発現抑制させることにより、前立腺癌細胞の増殖能および遊走能低

下が認められ、ヌードマウスの皮下に移植した LNCaP細胞由来の腫瘍増殖に

ついても ABHD2の発現低下は腫瘍増殖を抑制する効果が認められた。以上よ

りABHD2のアンドロゲンによる発現誘導は前立腺癌の腫瘍増殖を促進させる

ことで、癌の進行に関与している可能性が示唆された。 

 さらに本研究において抗癌剤によるアポトーシスへのABHD2の関与を検討

した。本実験によりアポトーシスを誘導する抗癌剤として docetaxelを使用し

た。Docetaxelはタキサン系の抗癌剤であり、前立腺癌の治療に広く使用され

る薬剤である。微小管を阻害し、有糸核分裂やエンドソーム取り込み、分泌、

輸送などの機能を障害することでアポトーシスを誘導する作用を持つ(77)こと

が知られている。本研究において、機序は不明ながら docetaxel投与に反応し

ABHD2の発現量が上昇することが確認され、ABHD2の発現を抑制すること
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によって、TNFα群と有意差は認められなかったが、docetaxel投与下での

LNCaP細胞のアポトーシスがより促進する傾向が認められた。 

 

Ⅲ PI3K/AKTシグナル経路における ABHD2の関与 

 PI3K/AKT（phosphoinositide 3-kinase / protein kinase B）経路とは、何ら

かの刺激により PI3Kがリン酸化を受けることで活性化され、細胞膜のイノシ

トールリン脂質のリン酸化を促進する。PI3Kにより触媒され生成されたホス

ファチジルイノシトール 3,4,5-三リン酸によりAKTのリン酸の活性化を起こす。

AKTのリン酸化は mTORや Bcl-2（B-cell leukemia / lymphoma 2）ファミリ

ーのメンバーである Bad（bcl-2-associated  death  promoter）、Bax（bcl-2 

associated  x  protein）、Caspase9、GSK-3（glycogen  synthase  kinase  3）、

FoxO1（TNF-α / forkhead box O1）などのリン酸化を通して、細胞死を抑制

する生存シグナル経路として知られており、細胞の生存に重要な役割を持つ(78)。

PI3K/AKT経路は、前立腺癌、大腸癌、卵巣癌、神経膠芽腫などにおいて恒常

的な亢進が認められている(79)。また、去勢抵抗性前立腺癌細胞内においては、

PI3K/AKT経路を抑制する癌抑制遺伝子 PTENの発現が低いことが報告され

ており(80, 81)、PI3K/AKTシグナル経路の活性化が去勢抵抗性獲得に関与してい

ることが示唆されている。 
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 本研究では、LNCaP細胞において ABHD2がどのようにアポトーシスに抑

制的な機能を有するかを検討するため、PI3K/AKT経路に着目し、ABHD2と

PI3Ｋシグナルの関連を western  blot analysisにより解析を行った。ABHD2

を発現抑制させることにより、p-AKTの明らかな蛋白発現量の低下を認め、

ABHD2が AKTのリン酸化を促進する機能を有する可能性が示唆された。しか

しながら、AKT経路の上流に存在するPI3Kでは明らかな変化は認めなかった。

このことより ABHD2は AKTのリン酸化に特異的に作用している可能性があ

る 。 AKT の リ ン 酸 化 の 制 御 は 、 PI3K の 下 流 の PDK1

（phosphoinositide-dependent kinase-1）などのリン酸化酵素を介する間接経

路 や 癌 抑 制 遺 伝 子 p53 の 標 的 遺 伝 子 で あ る PHLDA3（ pleckstrin 

homology-like domain, family A, member-3）により制御されているメカニズ

ムなどが報告されていることから(82-84)、今後は ABHD2 による PDK1や

PHLDA3の機能への変化が見られるか、またそうであれば直接的な結合がある

かについて免疫沈降法などを用いて検討する。ABHD2による脂質への加水分

解反応などの化学反応によりリン酸化経路の活性化を促している新たなメカニ

ズムの可能性も考えられる。一方で、本研究では AKTの下流シグナルである

mTOR（mammalian target of rapamycin）のリン酸化については関与を確認

できなかった。このことは細胞や各種環境の条件による影響も想定され、AKT
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経路への関与が確かかどうかについては、今後更なる確認実験が必要と思われ

る。 

 

Ⅳ 今後の研究の展望 

 今回、新規アンドロゲン応答性遺伝子 ABHD2の発現抑制が、前立腺癌細胞

における細胞増殖、遊走能、抗アポトーシス能を抑制する作用を有することが

考えられた。また、前立腺癌の臨床検体を用いた免疫組織染色では、前立腺癌

患者において ABHD2は予後不良因子であることが判明し、ABHD2の発現抑

制はヌードマウスにおける腫瘍増殖を抑制する効果が示された。以上より、AR

の下流因子としてABHD2が前立腺癌増殖および転移において重要な役割を果

たしていることが期待された。今後は、前立腺癌細胞における ABHD2賦活系

の解析や、去勢抵抗性前立腺癌細胞内での ABHD2の機能やメカニズムなどに

ついて解析することによって、ABHD2 を治療標的とする新たな治療法の開発

や、新たな診断マーカーおよび予後予測因子としての応用へと繋がる可能性が

示唆された。さらに ABHD2の細胞内における機能は未知であり加水分解反応

の基質を同定すること、またその生理的な意義や細胞内シグナル伝達における

役割を解析していくことが今後の課題であると思われる。ABHD2を発現抑制

することにより、肺気腫の発症の懸念があり、ABHD2を治療法標的とする場
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合は十分な注意が必要であると考えられる。ABHD2と前立腺癌発症及び進展

との関係を報告したものは本研究が初めてであり、今後のさらなる研究成果に

より癌の発症と進行の新たなメカニズムの解明も期待される。 
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【まとめ】 

 

 本研究では、新規アンドロゲン応答遺伝子である ABHD2の前立腺癌におけ

る役割を解析した。LNCaP細胞において ABHD2は mRNA及び蛋白レベルで

もアンドロゲン応答性があることが確認された。前立腺癌の臨床検体における

解析では、ABHD2の発現強度は Gleason  scoreと相関し、独立した予後予測

因子であることがわかった。さらに、siRNAを用いた実験では、ABHD2の発

現抑制は細胞増殖能、遊走能を抑制し、アポトーシスに対して促進的に機能し

ていることが判明した。特に、ABHD2の発現抑制は in vivoでの腫瘍増殖を抑

制した。本研究により新たな治療法や診断マーカーの開発に繋がる可能性が示

唆された。  
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【表・図・図説】 

 

表１ 前立腺癌臨床検体におけるABHD2免疫組織染色（n = 102） 

     ABHD2 immunoreactivity  

   Low (n = 66) High (n = 36) p value  

Age    67.7 ± 6.1 68.8 ± 4.9                0.36 

Serum PSA  23.0 ± 29.4 33.8 ± 41.2              0.17 

Gleason score    

5 – 7   55  14            <0.0001 

8 – 10   11  22  

Pathological T stage 

2   27  18   0.26 

3a   26   7  

3b   12   9 

4    1   2 

Pathological N stage 

N0   57  25   0.043 

N1          9  11 

 

 全細胞中の ABHD2陽性細胞の割合を scoreを用いて分類した 

（score 0：なし、score 1：1/100以下、score 2, 1/100から 1/10、score 3：1/10

から 1/3、score 4：1/3から 2/3、score 5：2/3以上）。 

 さらに、染色強度を score 0：なし、score 1：弱、score 2：中、score 3：強

と分類し、 二つの scoreの合計を immunoreactivity（IR）scoreとし 0-8段

階で評価した。IR score 6以下を低発現、7以上を高発現とした。 
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表 2 癌特異的生存率についての単変量解析および多変量解析（n = 102） 

 

Variable               Univariate                    Multivariate 

      Hazard ratio  95% CI p value      Hazard ratio    95% CI    p value 

PSA (>10 vs. ≦ 10)  1.09 0.20-5.93 0.91 

GS (high vs low)  33.0 6.62-598.8 <0.0001   11.32     1.91-216.3   0.0049 

Pathological stage (D1 vs. B, C) 10.2 3.63-33.12 <0.0001    4.67     1.54-16.4    0.060 

ABHD2 IR (high vs low) 10.3 3.24-45.9 <0.0001    4.93     1.54-16.4   0.0179 

GS; Gleason score、IR: immunoreactivity、high GS: 8以上, low: 7以下、high IR score 7以上, low; 6以下 

として解析した。 
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図 3 ChIP-sequence法によるアンドロゲン応答遺伝子 ABHD2の同定 

 

（A）LNCaP細胞における ChIP-seq解析の結果。Genome browser上におい

て AR結合、ヒストン修飾部位（K4me1, AcH3）の ChIP-seqのシグナルを表

示した。 ABHD2遺伝子領域を表示しイントロン領域に 2か所 ARの結合が強

い（p < 10-5）領域である ARBSを検出した。矢印は遺伝子の向きを示す。 

（B）Oncomine内の LaTulippeらおよび Welshらの報告から、マイクロアレ

イによる正常前立腺組織内および前立腺癌組織内での ABHD2発現量の比較。 
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図 4 ABHD2の mRNAおよび蛋白レベルでのアンドロゲン応答性発現解析 

 

（A）LNCaP細胞、PC3細胞を用いて、それぞれにホルモン除去培地で 3日

間培養を行った後、Vehicleもしくは DHT（100nM）を投与 48時間後に qRT

−PCRにて mRNAレベルでの ABHD2の発現を定量化した。ローディングコン

トロールとして GAPDHを用いた。結果は平均値±標準偏差（SD）、n=3にて

提示した。 

（B）Western blot analysisおいては、LNCaP細胞を用いて、同様に Vehicle

もしくは DHT（100nM）を投与し、24、48時間後に細胞蛋白を回収し、それ

ぞれ蛋白レベルでの ABHD2の発現量を比較した。ローディングコントロール

として β-actinを用いた。 
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図 5 臨床検体を用いた前立腺癌組織における ABHD2の発現解析 

 

（A）前立腺癌の臨床検体は、日本大学医学部附属板橋病院にて根治的前立腺

全摘除術を施行した 102例を用いて、1：100希釈の anti-ABHD2抗体にて免

疫染色を実施した。Scar bar: 50 μm 

（B）ABHD2の発現量により 2群化し、Kaplan-Meiyer法を用いて癌特異的

生存率曲線を描出した。Log-rank検定を用いて有意差の解析を行った。 
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図 7 ABHD2発現抑制の細胞増殖能に対する影響 

 

 各 siRNA（siControl、siABHD2 #A、siABHD2 #B）をトランスフェクショ

ンした LNCaP細胞を 96ウェルディッシュの各ウェルに 5,000細胞ずつ入れ、

37℃にて 24, 48, 72時間培養後に MTS assayを行い、Microplate reader にて

吸光度を測定した。結果は平均±標準偏差（SD）、n = 4にて提示した。 
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図 8 ABHD2発現抑制の細胞遊走能に対する影響 

 

 Matrigel-coated  invasion  chambersと 24ウェルディッシュを使用し、

migration assayを実施した。上部のチャンバーに各 siRNA（siControl、

siABHD2 #A、siABHD2 #B）をトランスフェクションした LNCaP細胞 50,000

個と RPMI 1640培地 300 µlを入れ、24時間インキュベートした。メタノール

固定とギムザ染色後に、poreを通過したフィルター下面の細胞数を顕微鏡 200

倍ランダム 5視野にて計測した。結果は平均±標準偏差（SD）にて提示した。 
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図 10 Docetaxel投与による ABHD2の発現量の変化 

 

 LNCaP細胞に DMSOもしくは docetaxel 10nMを投与し 12時間後、24時

間後にトータル RNAおよび細胞蛋白を回収し、（A）qRT-PCRおよび（B）

western blot analysisを用いて ABHD2の発現量を検討した。 

（A）ローディングコントロールとして GAPDHを用いた。結果は平均±標準偏

差（SD）、n=3にて提示した。（B）ローディングコントロールとして β-actin

を用いた。 
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図 11 ABHD2発現抑制の AKT経路への影響 

 

 LNCaP細胞に siControlもしくは siABHD2  #A、#B（10  nM）をトランス

フェクションし、48時間後に細胞蛋白を回収し、抗 AKT抗体、抗 p-AKT抗

体、抗 PI3K抗体、抗 p-PI3K抗体、抗 p-mTOR抗体を用いて蛋白の発現量、

リン酸化の有無を western blot analysisにより解析した。ローディングコント

ロールとして β-actinを用いた。 
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図 12 in vivoにおける ABHD2発現抑制の腫瘍増殖能への影響 

 

 ヌードマウスの皮下に LNCaP細胞を移植し、形成された腫瘍に siControl

もしくは siABHD2 #Bと RNAimaxの混合溶液を注入し、経時的に腫瘍のサイ

ズを測定した。 

（A）siRNA（siControlもしくは siABHD2 #B）を 注 入 ４ 週 間 後 の 代 表 的 な マ   

ウスの写真。矢印は発生した腫瘍を示す。 

（B）siRNA注入後の経時的な腫瘍体積の変化。腫瘍体積(mm3) = 0.5×最大径

×中央径×最小径とし、平均±標準誤差（SE）、n=8にて提示した。 
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（C）腫瘍組織内における ABHD2発現量の比較（n=2）。腫瘍組織より SDS

リシスバッファーを用いて蛋白質の抽出を行いwestern blot analysisに

より ABHD2 の蛋白質を検出した。ローディングコントロールとして

β-actinを用いた。 
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