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【概要】 

前立腺がんの成長と進行には、アンドロゲンとアンドロゲン受容体（AR）を介したア

ンドロゲンシグナル伝達経路が重要な役割を担っている。進行した前立腺がん治療に

は内分泌療法が有効だが、治療抵抗性となり去勢抵抗性前立腺がん（CRPC）へと進

行する。オクタマー転写因子 1（OCT1）は体内に幅広く存在しているが、前立腺では

AR と協調する転写因子であり、AR 応答遺伝子の発現に影響を与えている。CRPC

の増殖機序として、アンドロゲン受容体（AR）のネガティブフィードバック機構が内分

泌療法によって抑制されることにより、AR の感受性が亢進し、AR 応答遺伝子が活性

化されることが明らかになっている[1, 2]。これまで OCT1 が AR 応答遺伝子 ACSL3

の発現を誘導し、アンドロゲン合成を促進することで、この感受性が亢進した AR とと

もに CRPC の増殖に重要な役割を果たしていることが判明しており、この OCT1 によ

る ACSL3 発現誘導メカニズムを特異的に阻害する pyrrole-imidazole (PI)ポリアミ

ド（OCT1-PIP）は CRPC モデル細胞の増殖抑制効果を示している。PI ポリアミドは，

ドラッグデリバリーシステムを介さずに DNA に非共有結合することができ、また、さま

ざまな化学修飾を受けることができるという特徴がある。 

本研究では、OCT1-PIP の腫瘍増殖抑制効果を高めるために、DNA アルキル化

剤であるクロラムブシル（ChB）で修飾した PI ポリアミド（OCT1-PIP-ChB）を開発し、

複数のがん細胞株の増殖に対する効果を解析した。ホルモン感受性前立腺がん細胞

株 LNCaP、去勢抵抗性前立腺がんモデルで AR 陽性の 22Rv1 ならびに AR 陰性
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の PC3、膵臓がん細胞株 BxPC3、大腸がん細胞株 HCT116、コントロールとして、

正常前立腺上皮細胞 RWPE ならびに乳腺上皮細胞 MCF-10A を用いた。WST8

を用いた細胞増殖アッセイを行い、50％阻害濃度（IC50）を求めた。各薬剤の IC50

は、MCF-10A を除いた細胞株では OCT1-PIP-ChB で最も低く、LNCaP と 22Rv1

の IC50 は他の細胞に比べて低かった。前立腺がん細胞に与える分子生物学的検討

として 22Rv1 を用いてマイクロアレイを行ったところ、DNA 二本鎖切断修復機構に関

与する遺伝子群が最も多く抑制されていた。さらに 22Rv1 Xenograft モデルを用い

て in vivo における増殖能への影響を検討したところ、OCT1-PIP-ChB はコントロー

ル群に比べ有意に腫瘍サイズの縮小を認めた。これらの結果から、本剤は PI ポリアミ

ドに ChB を修飾することで、AR 陽性前立腺がん細胞に対して著しい増殖抑制効果

を発揮する可能性を有し、新規治療剤としての可能性が示唆された。 

 

  



 3 

【略語一覧】 

ACSL3: acyl-coenzyme A synthetase 3  

AKR1C3: Aldo-Keto Reductase Family 1 Member C3 

AR: androgen receptor  

ARAT: androgen receptor-axis-targeted 

ARE: androgen response element  

AREs: androgen response elements  

AR-V7: Androgen Receptor Splice Variant-7 

BET: Bromodomain and extraterminal 

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool  

BRCA1: Breast Cancer 1 

BRD2: Bromodomain Containing 2 

BRD3: Bromodomain Containing 3 

BRD4: Bromodomain Containing 4 

BRDT: Bromodomain Testis Associated 

CRPC: castration resistant prostate cancer  

CYP17: cytochromeP45017α−hydroxylase/17,20lyase 

DAB: diaminobenzidine   
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DDS: drug delivery system  

DHEAS: dehydroepiandrosterone  

DHT: dihydrotestosterone  

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

E2F: E2F transcription factor 

FBS: fetal bovine serum  

Fmoc: Fluorenyl-Methoxy-Carbonyl 

FOXA1: forkhead box A1  

GADD: Growth Arrest And DNA Damage 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

GATA2: GATA binding protein 2  

HPLC: High Performance Kiquid Chromatography 

HSD3B1: Hydroxy-Delta-5-Steroid Dehydrogenase, 3 Beta- And Steroid 

Delta-Isomerase 1 

IC50: inhibitory concentration 50 

Im: N-methylimidazole 

MAD2L2: Mitotic Arrest Deficient 2 Like 2 

MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog  
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NABP1: Nucleic acid binding protein 1  

OCT1: octamer transcription factor 1  

PARP: poly (ADP-ribose) polymerase   

PIP: pyrrole-imidazole polyamide 

PSA: prostate specific antigen 

PSG: Penicillin-Streptomycin-L-Glutamine Solution 

Py: N-methylpyrrole 

qRT-PCR: quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction  

siRNA: small interfering RNA  

STAT: signal transducer and activatior of transcription  

WST: water-soluble tetrazolium salt 
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【諸言】 
 
Ⅰ 前立腺の解剖学的構造と前立腺がんの疫学 

前立腺は膀胱の下方で尿道を取り囲むように位置し、主に精液産生に関連した役

割を持つ。前立腺がんは、前立腺のおもに外腺に発生するがんであり、様々な組織型

の悪性腫瘍が生じうるが、そのほとんどは腺がんである。食生活の欧米化ならびに高

齢化社会の到来とあいまって、本邦における前立腺がんの罹患率と死亡率が年々増

加している。本邦の前立腺がん罹患数について、2018年の国立がん研究センターの

推計では、年間 91,215人に達し男性がんで第１位を維持している[3]。このように前

立腺がん新規治療薬の需要は今後さらに国内外で増加することが予想される。 

 

Ⅱ 前立腺がんの標準治療 

前立腺がんの治療法には、手術療法、放射線療法、内分泌療法、化学療法と多くの

選択肢があり、 病期や病理所見によるがんの悪性度、 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治療法を選択する。乳がんにおけるエストロゲン

受容体の有無とは異なり、前立腺がんでは後述するアンドロゲン受容体(AR)の発現

については診断時に必須では無く、そのため発現状況による治療法検討については

ガイドラインでは言及されていない。低リスクの限局性前立腺がんには、前立腺癌マー

カーである prostate specific antigen（PSA）の血中濃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。 
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がんが前立腺内にとどまっている限局性前立腺がんの場合では、手術療法、放射線

療法が適応となる。手術療法は最も根治性の高い治療法として位置付けられている

が、10年以上の期待余命がある、全身状態や合併症などの問題がない等の条件を

満たす必要がある。放射線療法も限局性前立腺がんの初期治療や術後の後療法ま

たは救済療法を目的に適用される。身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症例でも施行可能である。 

手術療法、放射線療法が施行できない症例や転移を有する進行性前立腺がんにつ

いては内分泌療法が適応となる。前立腺がん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・進行するため、内分泌療法によりアンドロ

ゲンを抑制しがんの進行を防ぐことができる。 

 

Ⅲ 前立腺がんにおける AR シグナル経路 

前立腺がんの増殖・進展は主に男性ホルモン並びに AR、それに続く AR シグナル

経路により制御されており、男性ホルモンに感受性がある[4]。AR はステロイドホルモ

ン受容体ファミリーに属し、N 末端領域、DNA 結合領域、リガンド結合領域に分か

れる[5]。N 末端領域は AR の活性を調節しており、様々な補助因子が結合する。リ

ガンド結合領域はアンドロゲンが結合する部位であり、アンドロゲンシグナル経路の第

一段階に関係する。 



 8 

テストステロンは前立腺がん上皮細胞において 5α 還元酵素によりジヒドロテストステ

ロンの(DHT)に変換される。 DHT はテストステロンに比べ AR 内のリガンド結合領

域に対する親和性が高く、前立腺細胞においては主要なリガンドである。DHT と結

合した AR は N末端領域にコファクターが結合することにより活性化され核内に移行

する。そこで標的遺伝子(AR 応答遺伝子)のプロモーターないしエンハンサー領域内

に存在する AR 結合配列 (Androgen responsive elements ; AREs) に AR が結

合し、遺伝子の発現が活性化される(図１)。通常、遺伝子は４つのコアヒストンに巻き付

いた構造でヌクレオソーム内に凝集されており、AR の ARE への結合を妨げている。

そのため pioneer factor と呼ばれる GATA binding protein 2 (GATA2)および

forkhead box A1 (FOXA1)が標的領域のクロマチンの凝集を開くことで転写因子の

DNA 結合を促進する[6-8]。実際に AR 結合部位の 68％では GATA2、FOXA1、

Octamer transcription factor 1 (OCT1)等の転写因子と相互作用することによって

標的遺伝子の転写を制御している[9]。AR 応答遺伝子の多くは細胞増殖に関与して

おり、そのため去勢術あるいは男性ホルモンを抑制する内分泌療法は，ホルモン感受

性前立腺がんに対する有効な治療の一つであるが、数年以内に多くの症例で治療抵

抗性を示し、去勢抵抗性前立腺がん(Castration resistant prostate cancer; 

CRPC)と呼ばれる難治性がんへと移行する。 
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Ⅳ CRPC の治療薬 

CRPC 細胞内では AR シグナル経路が変性しているため低濃度のアンドロゲンでも

AR は異常活性を示し、AR を介したシグナル伝達経路が治療の鍵となることが明らか

になっている[10]。そのため、日本では現在 CRPC に対する治療法としてタキサン系

の抗がん剤に加え、ビカルタミドやフルタミドといった抗アンドロゲン剤より高度に AR

シグナル経路を抑制するアビラテロン、エンザルタミド、アパルタミド、ダロルタミドに代

表されるアンドロゲン受容体標的薬（androgenreceptor-axis-targeted：ARAT）が

承認されている。 

(1) アビラテロン 

アビラテロンは、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である

CYP17(cytochromeP45017α−hydroxylase/17,20lyase)を選択的に阻害する薬剤

である。CRPC では CYP17 の発現が亢進しており、去勢下でも微量のテストステロン

が合成されるため、前立腺がん細胞内にアンドロゲンが供給されている[11]。同様に

転移腫瘍組織でも、アンドロゲン合成酵素である CYP17、HSD3B1、AKR1C3 の発

現が亢進し、腫瘍組織内のテストステロン含量が増加することが報告されている[12]。

アビラテロンは精巣だけでなく、副腎や CRPC ならびに転移組織など、アンドロゲンを

産生する全ての臓器に作用するため、より強力にアンドロゲン合成を抑制する。遠隔

転移の有無にかかわらず全ての去勢抵抗性前立腺がんに適応がある。 

(2) エンザルタミド 
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エンザルタミドは、AR へのアンドロゲンの結合を競合的に阻害し、AR の核内移行

および AR と DNA 上の転写因子結合領域との結合を阻害し、AR標的遺伝子の転

写を抑制する非ステロイド性抗アンドロゲン薬である。AR に対する親和性が強く、高

い AR 結合阻害能を有する[13]。アビラテロンと同様、遠隔転移の有無にかかわらず

全ての去勢抵抗性前立腺がんに適応がある。 

(3)アパルタミド 

アパルタミド[14]は、エンザルタミドと同様、非ステロイド性抗アンドロゲン薬であり AR

シグナル伝達を阻害する低分子化合物である。遠隔転移を有さない CRPC に適応が

ある。 

(4)ダロルタミド 

ダロルタミド[15]は、エンザルタミドやアパルタミドと異なり極性基を有するピラゾール

環等を有する非ステロイド性抗アンドロゲン剤あり、脳への移行がより少ない特徴を有

する。そのため全身倦怠感や食思不振などの副作用発現頻度が他の 2 剤と比較し少

ないとされる。アパルタミド同様遠隔転移を有さない CRPC に適応がある。 

 

Ⅴ CRPC 治療抵抗性メカニズム 

CRPC に対して、上述の薬物治療はこれまでの治療と比較し生命予後延長に著しい

効果を示したが、しかし次第に治療抵抗性を獲得してしまう。それ故に、ARATや抗

がん剤耐性を示した CRPC に対する治療は確立されておらず、模索している状況で
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ある。近年の研究では、CRPC 細胞内で認められた AR シグナル経路の変性は治療

によってさらに進行し、新たな抵抗性を獲得していることが明らかになってきており、依

然として AR シグナル経路は多剤耐性 CRPC で大きな役割を担っている[10]。この

シグナル経路において、AR自体に関連する変異では、発現増幅、ポイントミューテー

ションや splicing variant が挙げられ、その他の変性では AR補助因子群の変性等

が挙げられる[16]。(図 2) 

AR自体に関連する変異 

① 発現増幅 

AR 発現領域上流のエンハンサー領域やプロモーターの異常活性化、あるいは AR

発現領域自体が二重三重と増えることにより AR の発現が大幅に上昇する。限局性

前立腺がんと比較して、CRPC では AR の増幅をより多く認めており、AR の増幅が

全ての遺伝子変異のなかで最も多く 62.7%の症例において認めると報告されている

[17]。 

② 点突然変異 

AR の遺伝子変異は、近年の次世代 Sequence の解析のなかでも CRPC の約

20%に認められている[18]。リガンド結合領域に突然変異した AR はリガンド特異性が

低下し、アンドロゲン以外の分子をリガンドとして認識するようになり、従来の抗アンドロ

ゲン剤でむしろ前立腺がんが増殖を示す抗アンドロゲン除去症候群と関係している
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[19]。また、AR の構造がポイントミューテーションによって破壊され、ARAT に対する

抵抗性の原因となっている。 

③ AR の Splicing Variant 

Splicing Variant の多くはリガンド結合領域が存在する C末端が欠如しており、リ

ガンドに依存することなく、恒常的に活性化された AR を誘導し前立腺がんを進行さ

せる。 

この 3つの変異は ARAT とタキサン系抗がん剤に対する抵抗性に大きな影響を与え

ている[20]。 

 

Ⅵ AR を補助する因子群の変性と新規治療薬の開発 

前述のとおり AR シグナル経路は AR以外にこれを補助する因子群も存在する。補

助因子は DNA に結合せず直接 AR に結合し、転写協調因子は逆に AR に結合し

ないが DNA に結合し、それぞれ AR シグナル経路の調節を行っている。リガンド結

合領域がない AR変異体にはこの補助因子が変異体の活性に重要である[21]。ま

た、転写協調因子は様々な種類が存在しており、ホルモン感受性前立腺がん細胞と

CRPC 細胞を比較すると、E2F transcription factor (E2F)[22, 23]、v-myc avian 

myelocytomatosis viral oncogene homolog (MYC)[24, 25]や signal 

transducer and activatior of transcription (STAT)[26]などの前立腺がんの進行
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に働く転写協調因子が CRPC 細胞では多く発現し、CRPC に特異的な AR 応答遺

伝子を発現することが報告されている[27]。 

これら AR をサポートする因子群を標的とすれば、AR自体の変異からの影響を受け

ないため、これらを標的とする ARAT とは異なったメカニズムをもつ新規治療薬の開

発が注目されている。 

一例として、AR の補助因子である Bromodomain and extraterminal (BET)ファミ

リータンパク質を標的とした BET 阻害剤が現在海外で臨床試験中である[28]。BET

ファミリータンパク質は、ユビキタスに存在する BRD2、BRD3、BRD4 と、男性の生殖

細胞に局在する BRDT の４つの BRD含有タンパク質から成る。BET タンパク質は、

AR の N末端ドメインと直接相互作用する[29]。さらに、BRD4 は AR および AR の

Splicing Variant である AR-V7 と多数の共有 DNA 結合座を持つ[29, 30]。これら

一連の転写制御により、BRD4 は c-myc などのがん遺伝子の転写を促進し、がん細

胞の増殖や分化に寄与する。前立腺がんにおいては AR 経路の発現および活性に

影響を与えることから、特に注目されている。したがって、BET 阻害剤は、AR標的遺

伝子やMYC の発現をダウンレギュレートすることで、前立腺がんの進行を抑制する 

[29, 30]。 

一方、本研究で着目している AR 転写協調因子 OCT1 は pioneer factor と共に AR

と協調して働きで作用しアンドロゲンシグナル伝達を促進することが報告されている
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[9]。AR 陽性前立腺がん細胞 LNCaP 細胞を用いた検討では OCT1 の標的遺伝

子のうち acyl-coenzyme A synthetase 3 ( ACSL3 )が最も高発現の遺伝子として報

告されている。ACSL3 は前立腺がん細胞内において副腎由来の

dehydroepiandrosterone(DHEAS)からテストステロンの合成を促進することで前立

腺がんの増殖、進行に関与している[31]。この発現を調節する OCT1 結合領域を同

定し、特異的に抑制する PI ポリアミド(OCT1-PＩP)が開発された[16]。 

 

Ⅶ ピロールイミダゾールポリアミド(pyrrole-imidazole polyamide: PIP)の特性 

従来遺伝子制御薬として siRNA、アンチセンス DNA ならびにがん化した細胞に細

胞毒性遺伝子産物をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターを投与する治療

法が挙げられる。しかし、干渉性ＲＮＡやアンチセンス DNA は生体内で分解され易

いため安定性が低く、また生体内において細胞毒性遺伝子産物を発現させる治療法

も必ずしも安全とはいえず、これらの治療法は前立腺がんの治療において十分な方

法とはいえなかった。これに対し、前立腺がんの治療に有効かつ、安定で安全な化合

物としてＰＩポリアミドが開発された。ＰＩポリアミドは芳香族アミノ酸 N-

methylpyrrole(Py) および N-methylimidazole(Im) で構成される中分子化合物

である。DNA に配列特異的に結合する性質を持ち、Im/Py ペアは G(グアニン)・

C(シトシン) を、Py/Py ペアは T(チミン)・A(アデニン) および A・T を認識するた
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め、Im/Py と Py/Py の組み合わせ次第で多様な配列の DNA に結合させることが可

能である[32, 33]。 

ＰＩポリアミドは転写因子よりも強力に二本鎖 DNA に配列特異的に結合する性質を

持ち、遺伝子プロモーター上の転写因子結合配列を認識するように設計すると、転写

因子を競合的に阻害し、下流の遺伝子発現を抑制することが出来る(図 3)。また、アン

チセンス DNA、siRNA などの核酸医薬は核酸分解酵素により分解され易く、ドラッグ

デリバリーシステム(DDS)が必要であるのに対し、PI ポリアミドは核酸構造を持たない

低分子化合物であるため、DDS がなくても細胞の核内に取り込まれ、核酸分解酵素

やタンパク分解酵素による分解を受けずに生体内で安定して存在することができる。さ

らに siRNA は遺伝子発現をノックダウンするために副作用が懸念されるに対し、PI

ポリアミドは疾病で亢進した遺伝子転写活性のみを抑制するため、エピジェネティック

な制御が可能となる。 さらにこれまでアルキル化剤であるクロラムブシル

(Chlorambucil: ChB)、ヒストンアセチル化酵素ならびにヒストン脱アセチル化酵素を

制御する化合物との PI ポリアミドコンジュゲートが報告されている[34]。これらのうち、

アルキル化剤は DNA および細胞内タンパクに結合し、陽性電荷中間体を生成する

ことで核酸の陰性部分をアルキル化し、DNA2 本鎖間の架橋構造を形成し DNA 複

製および RNA への転写を阻害し、アポトーシスを誘導する抗がん剤である。がん治

療に広く適用されているが、前立腺がんには一般的に用いられてはいない。これらの
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化合物の多くは DNA配列と非特異的に相互作用することから、深刻な副作用を引き

起こす。このアルキル化剤と特定の DNA配列を認識するＰＩポリアミドを結合させるこ

とで、腫瘍特異的な変異配列だけを変性させ、腫瘍細胞のみを特異的に殺傷できる

副作用の少ない薬剤の開発が可能となると考えられる。 

我々は OCT1 が AR 応答遺伝子 ACSL3 の発現を誘導し、この ACSL3 がアンドロ

ゲン合成を促進させ CRPC の増殖に重要な役割を担っていることを明らかにしている

[35]。さらにこれを特異的に抑制する化合物 PI ポリアミド(OCT1-PIP)を開発し、有意

な前立腺がん細胞増殖抑制効果を報告している[35]。 

本研究は OCT1-PIP の腫瘍増殖抑制効果をより高めるために DNA アルキル化剤

クロラムブシル(ChB)を修飾した化合物(OCT1-PIP-ChB)を開発し、複数のがん細胞

株への影響を分子生物学的に解析した。 
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【目的】 

本研究では従来の OCT1-PIＰにアルキル化剤を複合させることにより(OCT1-PIP-

ChB)、強い腫瘍抑制効果が期待される新規治療薬としての可能性を検討する。 

OCT1-PＩＰによる抗腫瘍効果の解析は、これまで主に AR 陽性前立腺がん細胞

LNCaP 細胞において行われてきた。本研究ではこの新しい OCT1-PIP-ChB を従

来の評価手法に、CRPC のモデル細胞として 22Rv1 細胞や他のがん種細胞株も加

えて総合的に検討を行った。 
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【方法】 

Ⅰ 細胞と細胞培地、材料 

細胞として AR 陽性ホルモン感受性前立腺がん細胞株 LNCaP、AR 陽性去勢抵

抗性前立腺がん細胞株 22Rv1、AR 陰性去勢抵抗性前立腺がん細胞株 PC3、膵が

ん細胞株 BxPC3、大腸がん細胞株 HCT116、正常前立腺上皮細胞 RWPE、乳腺

上皮細胞 MCF-10A を American Type Culture Collection (Rockville, MD, 

USA)から購入した。 細胞培養は全て 37℃、5％、CO２条件下で行い、LNCaP 細

胞、22Rv1 細胞、PC3 細胞、BxPC３細胞、RWPE 細胞は、10 %ウシ胎児血清

(fetal bovine serum; FBS, JRH Bioscience)、10,000units/mLペニシリン G、

10,000ug/mL ストレプトマイシン、29.2mg/mL L-グルタミンを含む 0.85％ 塩化ナト

リウム水溶液(Penicillin-Streptomycin-L-Glutamine Solution (×100);PSG、富士

フイルム和光純薬(株)) を添加した RPMI 1640培地（ナカライテスク、京都、日本）に

て、HCT116 細胞は 10 %FBS を添加した McCoy’s 5A 培地（Gibco, Carlsbad, 

CA, USA）にて、MCF-10A 細胞は L10 %ウシ胎児血清(fetal bovine serum; 

FBS, JRH Bioscience)、10,000units/mLペニシリン G、10,000ug/mL ストレプトマ

イシン、29.2mg/mL L-グルタミンを含む 0.85％ 塩化ナトリウム水溶液(Penicillin-

Streptomycin-L-Glutamine Solution (×100);PSG、富士フイルム和光純薬(株)) 

を添加した DMEM培地（ナカライテスク、京都、日本）にて行った。 



 19 

Ⅱ PI ポリアミドの合成 

OCT1 の結合配列を認識する PI ポリアミド(OCT1-PIP)にアルキル化剤クロラムブ

シル（ChB）を結合した分子(OCT1-PIP-ChB)を設計し合成した。 

合成はペプチド合成装置 PSSM-8(島津、京都、日本)を用いて、Fluorenyl-

Methoxy-Carbonyl(Fmoc)合成法により固相合成し、High Performance Kiquid 

Chromatography(HPLC)によって精製して使用した。純度については Shimadzu 

LCsolution (島津)でクロマトグラムを分析し、ポリアミドの部分に単一の大きなピーク

があることを確認した。さらに Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)検索

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)にて、PI ポリアミドが標的とする配列はマ

ウスには認められず、ヒト特異的であることを確認した。 

 

Ⅲ 5-[2,4-Bis(sodiooxysulfonyl)phenyl]-3-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-2-(4-

nitrophenyl)-2H-tetrazole-3-ium (WST8) assay 

WST8 assay にてがん細胞の生存、増殖能に与える影響を解析した。対数増殖期に

ある LNCaP 細胞、22Rｖ1 細胞、PC3 細胞、BxPC３細胞、HCT116 細胞、

MCF10A 細胞、RWPE 細胞を 8000 細胞/ウェルとなるよう計数する。96 穴マイクロ

プレートの各ウェルに以下の通りの薬剤を指定された濃度になるよう添加後 100µl ず

つ播種し、CO2 インキュベーター内で 48時間培養した。 
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LNCaP 細胞、22Rv1 細胞、PC3 細胞、BxPC３細胞、HCT116 細胞、MCF10A、

RWPE 細胞に対し、0.1, 1, 5, 10, 20µM の OCT1-PIP-ChB、LNCaP, 22Rv1 細

胞には 10, 15, 20, 30, 60µM、それ以外の細胞には 10, 20, 40, 80, 160µM の

OCT1-PIP、20, 100, 200, 1000, 2000µM の ChB を投与し、24時間後に

DHT(100 nM)を投与した。 

Cell Count Reagent SF（ナカライテスク、京都、日本）を各ウェルに 10µl ずつ添加

し、37℃ CO2 インキュベーター内で 1時間色反応させ、Wallac 1420 Arvo Mx 

Multilabel Counter (PerkinElmer)で 450 nm の吸光度を測定し生細胞数を定量

化した。さらに 50%の増殖阻害効果を発揮するための薬剤濃度 inhibitory 

concentration 50（IC50）を計算し細胞間で比較した。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。 

 

Ⅳ Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

22Rv1 に OCT1-PIP-ChB、 OCT1-PIP、 ChB をそれぞれ上記で算出した IC50

濃度になるよう投与し、24時間培養後、RNeasy® mini kit 250（Qiagen）を用いて

細胞よりトータル RNA を抽出し、iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, 

Hercules, CA) を用いて cDNA 合成を行った。それらの cDNA を用いて Power 

SYBR® Green Master Mix (ライフテクノロジージャパン、東京、日本) により
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StepOne™ リアルタイム PCR システム (Applied Biosystems®)を用いて定量的逆

転写ポリメラーゼ連鎖反応 (qRT-PCR) を行い、ACSL3、OCT1、Nucleic acid 

binding protein 1 (NABP1)、Mitotic Arrest Deficient 2 Like 2 (MAD2L2)の発

現レベルを分析した。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)の

発現量に対する比として、各遺伝子の発現量を ΔΔCt 法により計算した。 

ΔΔCt 法は qRT-PCR による相対定量法であり、目的遺伝子と内在性コント ロー

ル遺伝子の Ct値(Threshold Cycle)を求め、目的遺伝子と内在性コントロール遺伝

子の ΔCt値(Ct値の差)をもとに、未知サンプル間の ΔΔCt 値(ΔCt 値の差)からサン

プル間の目的遺伝子の発現量の比較定量を行う[36]。 使用したプライマー配列（表

２）。  

 

Ⅴ ウエスタンブロット解析 

細胞蛋白の回収は whole cell lysates を RIPA buffer (50mol/L Tris-HCl 

Buffer pH7.6 150mmol/L NaCl 1%Nonidet P40 Substitute 0.5% Sodium 

Deoxycholate 0.1% SDS)にて溶解して行い、蛋白濃度測定は PierceTM BCA 

Protein Asay Kit( Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)を用いて実施した。そ

れぞれの蛋白を NuPAGE Novex 10% Bis-Tris Protein Gels, 1.5mm, 15wel 

(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)に入れ電気泳動し、メンブレンは
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Immobilon-Ptransfer Membrane (Milipore, Bilerica, MA, USA)を使用し転写さ

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 Chemi-Lumi One Super(ナカライテスク、京都、日本)を用い

た。 

今回使用した抗体は以下の通りである。  

Rabbit polyclonal Anti-OCT1 antibody (abcam, ab15112) 

Rabbit polyclonal anti-AR-antibody (Santa Cruz, H-280) 

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

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

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

 

Ⅵ マイクロアレイ解析 

22Rv1 細胞に IC50 濃度の OCT1-PIP-ChB、コントロールとして同用量の DMSO

を投与し、24時間後 RNA を抽出しそれぞれ 50µl の RNase-free水に溶解させ、

NanoDrop (NanoDrop Technologies,Inc. , Rockland, DE, USA)を用いて濃度を

測定後、マクロジェンジャパン(京都, 日本)に依頼し、Agilent Human 8x60K v3 (ア

ジレント テクノロジー株式会社, 東京, 日本)を用いてマイクロアレイを行った。

DMSO と比較して 1.5倍以上の発現変動のある遺伝子群を抽出し metascape 
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(https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1)[37]によるエンリッチメント解

析を行った。  

 

Ⅶ Xenograft モデルを用いた腫瘍細胞増殖抑制効果の検討 
（動物実験番号 10001481） 

3×106個の 22RV1 細胞を、6週齢の雄ヌードマウス(n = 18)の腋窩に皮下注射し

た。腫瘍サイズが 100 mm3 に達したときに、OCT1-PIP-ChB またはコントロールとし

て DMSO を 0.003mg/g（体重）、5日間を２クール、計 10日間にわたって腹腔内投

与した。腫瘍の大きさ、体重を投与後 4週間後まで毎週測定した。腫瘍体積(Vmm３)

は V = 0.5×最大径×中央径×最小径で算出した。その後、動物を解剖して腫瘍組織

を回収し、一部を 10 %ホルマリンにより 48時間固定した。残りは凍結保存した。ホル

マリン固定した組織をパラフィン包埋した後、切片を作成し、HE 染色および

ACSL3、Ki67 および Cleaved caspase 3 抗体を用いた免疫組織染色を行った。 

 

Ⅷ 免疫組織化学法 

免疫組織化学染色はアビジン・ビオチンシステム（ABC）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。0.5% 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、60 分間室温にて 5% Goat serum に浸した。1：100希釈で anti-ACSL3



 24 

抗体（SIGMA）および 抗ヒト Ki-67 抗原MIB-1・マウスモノクローナル抗体(Agilent 

Technologies, CA, USA)を、1:1000希釈で Cleaved caspase 3 antibody (Cell 

Signaling Technology, MA, USA)を 24時間処理したのち、二次抗体はビオチン

標識二次抗体(Vector, CA, USA)を 1:1000希釈 2時間室温下で反応させ、3,30-

diaminobenzidine (DAB)にて可視化した。 

 40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を計測

し、さらにそれを 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[38]。 

 

Ⅸ 統計学的解析 

実験結果は Student’s t 検定、One-way ANOVA を用いて評価した。を用いて評

価した。統計ソフトは Graphpad prism for mac 80（GraphPad Software, Inc., 

La Jolla, CA, USA）および JMP 11 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 PI ポリアミドの標的配列ならびに化学構造式 

OCT1-PIP-ChB の DNA認識様式と構造式を図に示す。ACSL3 転写開始点上

流に位置するエンハンサー領域内に存在する OCT1 結合領域において OCT1 は

AR の転写活性を制御し、ACSL3 の発現調節を行っている。この OCT1 結合領域に

結合するよう設計した(図 4)。 

 

Ⅱ OCT1-PIP-ChB による細胞増殖抑制効果の検討(WST8 assay) 

LNCaP 細胞、22Rｖ1 細胞、PC3 細胞、BxPC３細胞、HCT116 細胞、MCF10A

細胞、RWPE 細胞の各細胞株に対し、OCT1-PIP-ChB による細胞増殖抑制効果を

評価するために、WST8 assay による細胞生存率の定量を行った。各薬剤の IC50

濃度を示す(表 1)。OCT1-PIP-ChB は前立腺由来細胞株(LNCaP, 22Rv1, PC3, 

RWPE)に対して他の薬剤と比べ高い感受性を呈していた。この中で 22Rv1 が最も

IC50 が低値であった (図 5)。 

 

Ⅲ OCT1-PIP-ChB の ACSL3 発現量に対する効果  

先述の細胞培地にて培養した AR 陽性ホルモン感受性前立腺がん細胞株

LNCaP、AR 陽性去勢抵抗性前立腺がん細胞株 22Rv1、AR 陰性去勢抵抗性前立

腺がん細胞株 PC3、膵がん細胞株 BxPC3、大腸がん細胞株 HCT116、正常前立
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腺上皮細胞 RWPE、乳腺上皮細胞 MCF-10A の各細胞株における蛋白レベルでの

AR、OCT1 発現を Westernblot analysis により確認したところ、LNCaP 細胞、

22Rv1 細胞において AR と OCT1 の発現を認めた（図 6A）。 

22Rv1 細胞に IC50 濃度(1mM)の OCT1-PIP-ChB、OCT1-PIP、ChB または

DMSO を加え、48時間後に細胞を回収した。抽出した RNA より逆転写合成した

cDNA を用いて qRT-PCR を行い ACSL3 の mRNA 発現量を比較検討した。One-

way ANOVA 法ならびに Dunnett's multiple comparisons test で DMSO を対

照として検討したところ OCT1-PIP-ChB で ACSL3 の発現が有意に抑制されてい

た(p<0.01 vs. DMSO, 図 6B)。 

 

Ⅳ 前立腺がん細胞に対する OCT1-PIP-ChB の分子生物学的検討 

OCT1-PIP-ChB の前立腺がん細胞に与える分子生物学的検討として IC50 濃度

の OCT1-PIP-ChB で 24時間投与した 22Rv1 細胞を用いてマイクロアレイ解析を

行った。385 遺伝子に有意な変動(1.5倍以上の発現変化)認め、抑制系に働いてい

るのは 189 遺伝子、促進系に働いているのは 186 遺伝子認めた。これら OCT1-

PIP-ChB投与群と対照群での発現量が異なる遺伝子の z スコアを用いた階層的クラ

スタを図 7A に示す。この中で抑制系に働く遺伝子のみMetascape 解析にかけたと

ころ、DNA 二本鎖切断修復機構に関与する遺伝子群が最も多く抑制されていたこと
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がわかった(図 7B)。これら遺伝子群のなかでマイクロアレイ上発現変動が大きかった

NABP1 ならびに MAD2L2 において、対照群である DMSO で処理した検体と比較

し mRNA レベルでの発現量が減少した(図 7C)。 

 

Ⅴ Xenograft モデルにおける OCT1-PIP-ChB の腫瘍細胞増殖抑制効果の検討 

OCT1-PIP-ChB を投与したマウスでは、DMSO に比較し有意に腫瘍増殖が抑制さ

れていた(図 8A)。またこの期間に著しい体重減少など、薬剤投与による明らかな有害

事象を認めたマウスはいなかった(図 8B)。 

腫瘍組織より病理切片を作成し、HE染色(図 8C)と Ki-67、Cleaved caspase 3 の

抗体を用いて免疫組織染色を行った。OCT1-PIP-ChB を投与したマウスの 22Rv1

異種移植片において、腫瘍の内部は線維化している領域が多くを占め(図 8C)、

Cleaved caspase 3 の発現は増加し、ACSL3、Ki-67 の発現は減少する傾向にあっ

た(図 8DE)。この結果から、OCT1-PIP-ChB投与により腫瘍組織においてアポトー

シスが誘導され、腫瘍増殖が抑制されている可能性が示唆された。 
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【考察】 

本研究において、OCT1-PIP に ChB を付加することで、AR 陽性前立腺がん細胞

に対し特異的に、かつ低濃度でのがん細胞増殖抑制効果が認められた。 

進行性前立腺がんの治療の最大の問題点は CRPC に対して、前述した抗がん化

学療法や新規前立腺がん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[39]。前立腺がんの増殖・進展は主にアンドロゲン並びにアンドロゲン受容

体(AR)、それに続く AR シグナル経路により制御されている[4]。今回我々は AR 転

写協調因子である OCT1、さらには OCT1 の標的遺伝子うち ACSL3 に着目した。

以前我々は前立腺がん治療を目的とし、ACSL3 の上流領域にある OCT1 結合領域

を標的とした PI ポリアミド、OCT1-PIP を開発し、OCT1 結合領域を標的としたポリア

ミドがゲノム全体の OCT1 結合を阻害し、ACSL3 の誘導を含むアンドロゲンシグナル

を阻害していることを明らかにしている[31, 35]。過去の検討では、AR/OCT1標的遺

伝子群や OCT1-PIP処理によって誘発される包括的な転写の変化を調べるために、

マイクロアレイと ChIP-seq によって包括的な遺伝子発現を解析している[35]。その結

果 OCT1-PIP は、OCT1 結合領域を特異的に認識することで、グローバルな OＣＴ1

を介したアンドロゲンシグナルを抑制できることが明らかになっている。また ACSL3 遺

伝子上流にある OCT1 結合配列(TTTGCAGTATA)をマウスの遺伝子で BLAST
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検索を行ったところ、マウス acsl3 上流に同配列は認められなかった。これより、

ACSL3 遺伝子上流にある OCT1 結合配列(TTTGCAGTATA)はヒト特異的な配列

であることが示唆された。さらに、OＣＴ1 を阻害することで、CRPC 細胞株（22Rv1 細

胞）の異種移植における去勢抵抗性腫瘍の成長が抑制されることも明らかになった

[35]。一方で、AR/OCT1 制御遺伝子の中で、ACSL3 が前立腺がん細胞で重要な

標的遺伝子であることも同様に明らかになっており[31]、このことから ACSL3 を標的

とするこのポリアミド配列は前立腺がんの増殖、進展に特に関与している可能性が高

い。本研究では OCT1-PIP に殺細胞効果がある DNA アルキル化剤 ChB を組み合

わせた OCT1-PIP-ChB を開発した。ChB を含む DNA アルキル化作用のある PI

ポリアミドが急性骨髄性白血病のモデルマウスにおいて顕著な抗腫瘍効果を示すこと

が報告されているが[34]、CRPC に対する新規治療薬としてこの OCT1-PIP-ChB が

有効かどうかについて、CRPC モデル細胞 22Rv1 細胞株や他のがん種細胞株も加

えて総合的に検討を行った。 

まずは WST8 assay にてがん細胞の生存、増殖能に与える影響を解析した。細胞

株間の比較では、OCT1-PIP-ChB は同濃度の OCT1-PIP あるいは ChB単剤と比

べて LNCaP および 22Rｖ1 に対し高い増殖抑制効果を認め、これは PIP ならびに

ChB による相乗効果を示唆する結果であった。OCT1-PIP では高濃度でないと抗腫

瘍効果を認めなかったため、その分細胞毒性を来たし全ての細胞株において腫瘍増
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殖抑制効果を示したものと考えられる。OCT1-PIP-ChB は低濃度で抗腫瘍効果を認

めることから、細胞毒性を来す事なく作用したと考察された。 

文献的には今回我々が用いた細胞株の中で LNCaP、22Rv1以外の細胞株は AR

陰性であり、さらに OCT1 ならびに ACLS3 が発現しているとの報告はないが[40]、

病理組織を扱った公共データベースでは大腸がんならびに膵がん組織にも OCT1

はある程度発現が認められた

(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000143190-POU2F1/pathology)[41]。

本研究のウエスタンブロットでは LNCaP、22Rv1、PC3、BxPC3、HCT116、

RWPE、MCF-10A のうち、LNCaP、22Rv1 細胞株でのみ AR、OCT1 の発現を認

め、PC3、MCF-10A に OCT1 発現を認めた。WST8 で得られた 22Rv1 に対する

OCT1-PIP-ChB の IC50 濃度(1.0 mM)と同濃度で各薬剤(ChB、PIP、OCT1-

PIP-ChB)をそれぞれ 22Rv1 に投与し、Control とともに AR/OCT1 の標的遺伝子

である ACSL3 の発現を比較したところ、OCT1-PIP-ChB のみ ACSL3 の発現が

Control と比較し有意に抑制されていることを確認した。のことから OCT1-PIP-ChB

により LNCaP、22Rv1 細胞株でみられる AR と OCT1 の協調作用が抑制され、さら

に ChB により細胞傷害が発生し、結果的に腫瘍抑制に至ったと考えられた。本来な

らば OCT1-PIP においても ACSL3 発現が抑えられるはずであるが、OCT1-PIP-

ChB の IC50 と同じ濃度で投与しており、低濃度のため十分な効果を発揮することは
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なかったと考えられる。また、去勢抵抗性前立腺がんにおける細胞抑制効果を検討す

るために DHT刺激を用いなかったことも影響していると思われる。 

OCT1-PIP-ChB の 22RV1 細胞への作用メカニズムを検証するためにマイクロアレ

イ解析を行ったところ、DNA 二重鎖修復機能に関与する遺伝子群が主に抑制されて

いた。これに関連して、過去の報告において、OCT1 は DNA 二本鎖切断により活性

化されることが報告されている[42]。マイクロアレイで変動が確認された DNA 二本鎖

修復機能に関与する遺伝子群のうち NABP1、MAD2L2 の 2 遺伝子において発現

抑制を qRT-PCR で確認した。この中で NABP1 は DNA 複製フォークの維持やゲ

ノムの安定性、酸化的 DNA損傷や二本鎖 DNA 切断の修復に関与していることが

明らかになっている[43, 44]。また MAD2L2 は哺乳類のテロメアにおける DNA 修復

活性を制御する新規因子として報告されている[45]。これらのことから ChB による

DNA損傷に加え、両遺伝子の抑制による DNA 修復障害が、細胞死に働いている

可能性が考えられた。一方で OCT1 は BRCA1 と協調して DNA 修復に働く癌抑制

遺伝子 Growth Arrest And DNA Damage(GADD)45 の発現を誘導させることが

知られている[46]。 

さらに OCT1 は Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)ファミリーと相互作用する

ことにより標的遺伝子配列への結合が安定化されることが知られている[47]。PARP
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は DNA一本鎖修復に働く酵素であり、以上のことから OCT1 は DNA の損傷修復

機構に広く関与している可能性がある。 

22Rv1 細胞には通常の AR とリガンドであるアンドロゲンの非存在下でも常に活性

化状態にある変異型 AR が存在し、アンドロゲン非存在下でも高い増殖能、浸潤能を

示す。本研究で OCT1-PIP-ChB は 22Rv1 細胞において ACSL3 の発現を抑制

し、標的遺伝子への特異性が示唆された。加えて in vivo では OCT1-PIP-ChB は

対照と比較し、ヌードマウスの皮下に移植した 22Rv1 細胞由来の腫瘍の増殖を有意

に抑制し、細胞のアポトーシスを誘導することを確認した。 

PI ポリアミドは Pyrrole および Imidazole の組み合わせを認識し、配列特異的に

DNA配列に共有結合することでその転写因子の作用を抑制させる。また生体内で安

定性が高く、siRNA のように特殊なデリバリー試薬を要さないという特徴を有すること

が知られている[33]。もう一つの重要な利点は、マウスおよびラットに投与した際に、PI

ポリアミドの静脈内、皮下、腹腔内注射は重大な健康障害を起こさないということであ

る。Raskatov らは、PI ポリアミドを投与した前立腺がん異種移植マウスでは、わずか

な体重減少（10％未満）が見られたと報告している[48-50]。Yang らは、PI ポリアミド

を投与した LNCaP マウスでは有意な体重減少が見られたが、PI ポリアミドを投与し

た非腫瘍マウスでは毒性の兆候は見られなかったと報告している[51]。本研究では、

PI ポリアミドを投与したマウスに有意な体重減少などの毒性徴候は見られなかった
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が、今後臨床応用にはアルキル化 PI ポリアミドの毒性効果についてのさらなる調査

が必要である。 

本研究により、OCT1-PIP-ChB の遺伝子治療としての有用性が示唆された。また、

OCT1-PIP-ChB は CRPC であれば初期でも後期でもどのフェーズであっても有効

であると考えられる。細胞株を用いた in vitro の検討で有意な抗腫瘍効果が認めら

れたため、今後は患者由来がん細胞モデルなどより臨床に近い検体を用いて前臨床

試験を行い、同等な効果が認められるか、さらなる研究が必要であると考える。 
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【まとめ】 

本研究では、前立腺がん抑制効果が認められている OCT1-PIP に殺細胞効果を付

加するために、DNA アルキル化剤であるクロラムブシル（ChB）を修飾した改良 PI ポ

リアミド（OCT1-PIP-ChB）を開発した。前立腺がん細胞のみならず、正常前立腺上皮

細胞や大腸がん細胞ならびに膵がん細胞など他臓器由来のがん細胞株を用いて増

殖に対する効果を解析し、腫瘍特異性効果を検証した。マイクロアレイならびに qRT-

PCR で、OCT1-PIP-ChB が二本鎖 DNA 修復経路に影響を与えていることを同定

した。さらに in vivo における去勢抵抗性前立腺がんモデル細胞の増殖抑制効果を

認め、用いたマウスでは体重減少や有害事象は認められなかった。本剤は PI ポリア

ミドに ChB を修飾することで、AR 陽性前立腺がん細胞に対して著しい増殖抑制効

果を発揮する可能性を有し、新規治療剤としての可能性が示唆された。 
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図 4 OCT1-PIP-ChB の特性 

(A）ACSL3 のエンハンサー領域に存在する OCT1 結合配列およびそれを標的とす

る OCT1-PIP-ChB の結合様式。 (B)OCT1-PIP-ChB の構造。PIP は固相法を用

いて合成し、高速液体クロマトグラフィー（0.1％ AcOH/CH3CN、0 〜 66パーセン

トの直線勾配、0 〜 20 分、340 nm、CHEMCOBOND5-ODS-H カラムを介して）

によって精製した。また、クロラムブシルを保護するため、精製する際に回収用フラスコ

をアルミホイルで包んで遮光をした。 

  

(A) OCT1-PIP-ChB target sequence

5’ -TAAGCAGAACTTTGTTCT-3’

3’ -ATTCGTCTTGAAACAAGA-5’

○○●β○○β
●○○β○●β(

ACSL3 enhancer region

○: N-methylpyrrole (Py), ●: N-methylimidazole (Im), 

β: Beta-alanine, Dp: dimethylpropanediamine, ChB: Chlorambucil 

Dp
ChB

(B)
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図 6 OCT1 ならびに OCT1標的遺伝子 ACSL3 の発現評価 

(A)各細胞における AR ならびに OCT1 の発現状況。各細胞は標準的な培養液で培

養後、タンパクを回収してウエスタンブロットを行った。（B）22Rv1 における各薬剤の

ACSL3 発現への影響。OCT1-PIP-ChB の IC50 濃度である 1 mM でそれぞれの

薬剤を 22Rv1 に投与し 48時間後に RNA を回収し、RT-qPCR を行った。**, p < 

0.01 vs. DMSO 
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図 7 OCT1-ChB-PIP の 22Rv1 に対する分子生物学的な影響 

(A) OCT1-PIP-ChB投与群と対照群での発現量が異なる遺伝子の z スコアを用い

た階層的クラスタ。(B) OCT1-PIP-ChB で発現が有意(1.5倍以上)に抑制される遺

伝子を用いて Metascape によるパスウェイ解析を行った。(C) Double strand break 
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repair に関連する遺伝子でマイクロアレイにおいて有意に抑制された遺伝子のうち発

現変動が大きかった上位 2 遺伝子を qRT-PCR で定量した。 
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図 8 OCT1-PIP-ChB の in vivo における効果 
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(A) 22Rv1 をヌードマウスに皮下接種し、100 mm3 を超えた日より投与を開始。

Control は DMSO を用いた。腫瘍体積（Vmm3）は V = 0.5×最大径×中央径×最小

径、平均の標準誤差（n は各８）であらわした。 (B) 経過観察期間中の各群における

体重の推移。(C) それぞれ代表的な観察期間が終了した後に摘出した腫瘍の HE

所見を示す。（D）免疫染色による定量評価。各群ランダム視野の IR score 

(ACSL3)、%陽性細胞(Ki67, Cleaved caspase 3)を計測した。(E) それぞれ代表的

な観察期間が終了した後に摘出した腫瘍の各抗体による免疫組織化学所見を示す。  
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【表】 

表 1. 使用細胞の特性 

 

  

細胞 細胞の特性 

LNCaP AR positive prostate cancer 

22Rv1 AR positive castration resistant prostate cancer 

PC3 AR negative prostate cancer 

BxPC3 Pancreatic cancer 

HCT116 Colon cancer 

RWPE Prostatic epithelium 

MCF10A Mammary gland epithelium 



 47 

表 2. 本研究で用いたプライマー 

 

  

遺伝子 プライマー 

GAPDH Forward: 5’- GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA -3’  

 
Reverse: 5’- GTGGTCGTTGAGGGCAATG -3’  

ACSL3 Forward: 5’- GCACAGGCGTGTTTTATGTATAATTT-3’  

 
Reverse: 5’- CAATGGCTGGACCTCCTAGAGT-3’ 

NABP1 Forward: 5’ - GACGCGTGACCAAAACCAAA -3’ 

 
Reverse:: 5’- TTTGAAGTTCACCACCCCTTC-3’ 

MAD2L2 Forward: 5’ - GATAAAGAGCACCGCCCAGT-3’  

 
Reverse:: 5’- CAGCTGCTCCACATGAGACA-3’  
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表 3. 各細胞における IC50 濃度 

 

 

Cell line 
Incubation 

time 

OCT1-PIP-ChB 

(IC50)(µM) 
ChB 

(IC50)(µM) 
OCT1-PIP 

(IC50)(µM) 

LNCaP 48 1.254 196.3 27.53 

22Rv1 48 0.984 821.3 22.21 

PC3 48 4.643 160.3 47.88 

MCF-10A 48 23.72 37.43 17.85 

RWPE 48 2.576 147.7 30.71 

BXPC3 48 230.7 158.1 27.73 

HCT116 48 506 130.6 34.98 
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