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略語一覧 

 

  

略語 定義 

Ach Acetylcholine アセチルコリン 

α1-AR blocker Alpha 1 adrenaline receptor blocker アドレナリンα1 受容体遮断薬 

GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロ 

ゲナーゼ 

CCNA2 Cyclin A2 サイクリン A2 

CDC2 Cell division cycle 20 細胞分裂周期 20 

CDK2 Cyclin-dependent kinase 1 サイクリン依存性キナーゼ 1 

UBE2C Ubiquitin conjugating enzyme E2 C ユビキチン結合酵素 E2C 

RT-qPCR 
Reverse transcription-quantitative 

polymerase chain reaction 
定量的逆転写 PCR 

DHT Dyhydrotestosterone ジヒドロテストステロン 

DMSO Dimethyl Sulfoxide ジメチルスルホキシド 

siRNA small interfering RNA 短鎖干渉 RNA 

mRNA messenger RNA メッセンジャーRNA 
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序論 

現在我が国は、人口の 4 人に 1 人が 65 歳以上の高齢者に該当するという超高齢化社

会を迎えている。高齢化に伴い、増加する男性固有の疾患として前立腺肥大症あるいは

前立腺癌が挙げられる[1, 2]。これら疾患におけるアンメットメディカルニーズを探索

し、治療オプションを提供することは、製薬企業の責務である。 

高齢者における身体機能や認知機能の衰えから、排泄の問題が日常生活において大き

な負担になる例は少なくない。前立腺肥大症は、高齢男性の下部尿路症状の原因として

最も頻度が高い疾患である。前立腺肥大症の進行は、前立腺移行部（尿道周囲）におけ

る間質細胞および上皮細胞の増殖を特徴とし、これにより尿道が圧迫され、下部尿路閉

塞が発症し、その結果、下部尿路症状、尿閉、不完全な膀胱排出による感染症などの臨

床症状が現れる[3]。前立腺肥大症患者における下部尿路症状の治療は、行動療法や α1

遮断薬やホスホジエステラーゼ 5 阻害剤などの薬物療法により行われるが、30mL 以上

の前立腺腫大を伴う場合は、5α 還元酵素薬、過活動膀胱症状が認められる場合は、抗コ

リン薬やアドレナリン β3 受容体遮断薬といった治療オプションが選択可能である。一

方、長期にわたる未治療の状態は、排尿筋の長期的な変化（排尿筋過活動と収縮力の低

下の両方）につながる可能性がある。特に、収縮不全型排尿筋過活動という病態は、蓄

尿時には排尿筋過活動、排尿時には低活動となる非常に複雑な病態であることから、し

ばしば既存の薬剤による治療が困難である（図 1）。すなわち、収縮不全型排尿筋過活動
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を呈する患者の下部尿路症状における蓄尿障害（排尿筋過活動）に対して処方される抗

コリン薬は、膀胱閉塞を悪化させることがあり、アドレナリンα1 受容体遮断薬（α1-

AR blocker）は、残尿量に対して効果が不十分である。また一方で、排尿障害（排尿筋

低活動）に対して処方されるコリンエステラーゼ阻害薬は、十分に排尿を改善しないこ

とが報告されている[4]。収縮不全型排尿筋過活動は、相反する 2 つの病態が同時に存在

することから、それらを同時に改善しうる臨床上有効な治療薬が存在しない。 

また、高齢化に伴うもう一つの男性固有の疾患として、前立腺癌が挙げられる。前立

腺癌と診断された後の初期治療として、「手術（外科治療）」、「放射線療法」などの局所

治療に加えて、前立腺癌が、男性ホルモン（アンドロゲン）依存的に増殖する癌である

という特徴を有することから、アンドロゲンの分泌や機能を抑える「内分泌療法（精巣

摘出術を含む）」が選択される。しかし、内分泌療法による効果は永久に持続するもの

ではなく、約 3 年で抵抗性を示すようになり、アンドロゲンレベルが低く抑えられてい

るにも関わらず、再び癌が増殖（再燃）し始める。再燃した癌は、去勢抵抗性前立腺癌

と診断され、やがて骨やリンパ節、肝臓、肺などへの転移を起こし、それぞれの臓器に

特徴的な症状を引き起こす。転移性去勢抵抗性前立腺癌と診断された場合、5 年生存率

は、わずか 30%となり、致命的である[5]。去勢抵抗性前立腺癌の治療には、エンザルタ

ミドや酢酸アビラテロンなどのアンドロゲン受容体シグナル阻害剤（第二世代抗アンド

ロゲン剤）が用いられ、どちらも去勢抵抗性前立腺癌の治療に有効である。しかしなが
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ら、これらの第二世代抗アンドロゲン剤による治療中に、ほとんどの患者は、これら阻

害剤に対する耐性を獲得し、しばしば他の第二世代抗アンドロゲン剤に対する交差耐性

を示す（図 2）。この難治性の病態への新たな治療オプションの提供やアンメットニーズ

の充足は急務であるが、いまだ有効な治療薬がない。 

臨床試験における開発候補化合物の有効性を示す期待値の高い創薬を進める上で、病

態の解明と、それに続く臨床への外挿性の高い病態モデル系（in vitro, in vivo）を作製お

よび、それら開発候補化合物の評価は、極めて重要である。しかしながら、非臨床で使

用可能な収縮不全型排尿筋過活動モデルあるいは、去勢抵抗性前立腺癌におけるアンド

ロゲン受容体シグナル阻害剤耐性モデルで、臨床外挿性の高いモデルはない。 

上記の背景を踏まえ、本研究では、第一章では、収縮不全型排尿筋過活動の病態の発

症機序、第二章では、去勢抵抗性前立腺癌における第二世代抗アンドロゲン剤耐性機序

について既存情報を基に整理し、それを模した病態モデル及び評価系を構築することを

目的とした。また、各疾患の難治性病態発生の機序に着眼した新薬候補化合物を用い

て、構築した病態モデル系で評価することにより、各評価系の妥当性を確認した。 

近年、臨床および非臨床の知見をもとに、膀胱壁における神経脱落と下部尿路症状と

の関連性が示唆されており、膀胱壁における神経障害が蓄尿症状あるいは排尿症状両方

を引き起こしていると可能性が示唆されている[6](図 3)。非臨床研究においては、膀胱

の神経脱落を示す下部尿路症状の実験モデルとして下部尿路閉塞ラット動物モデルがし
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ばしば用いられている[7]。しかしながら、非臨床研究において、神経脱落と各排尿機能

パラメータとの関連性を検討した報告はない。本研究では、下部尿路閉塞動物モデルで

認められる膀胱壁の神経脱落と排尿機能障害の関連性に着目し、第一章前半では、神経

脱落介在性排尿機能低下モデルとしての下部尿路閉塞モデルの有用性を評価した。次

に、本研究では、非臨床研究における下部尿路閉塞モデルの収縮不全型排尿筋過活動モ

デルとしての有用性、すなわちその病態における排尿筋収縮力低下の有無を判断するた

めに、下部尿路閉塞モデルの排尿筋収縮力の評価方法に着目した。臨床における収縮不

全型排尿筋過活動の診断は、膀胱内圧・尿流同時測定にて、蓄尿時の排尿筋過活動と排

尿時の排尿筋収縮不全（ノモグラム解析が有効）の確認により実施する。そこで、第一

章後半では、臨床のノモグラム[8]解析を参考にして、下部尿路閉塞モデルを用いた新た

な排尿筋収縮力の評価方法を検討することで、収縮不全型排尿筋過活動モデルとしての

下部尿路閉塞ラットモデルの有用性を評価した。また、in vitro/in vivo にて神経突起伸長

作用を有するシクロヘキセン脂肪アルコール誘導体として、TAC-302 が見出された[9-

11]。第一章では、収縮不全型排尿筋過活動ラットモデルの新規構築に加え、同モデルを

用いて TAC-302 の効力を評価し、同モデルの妥当性を確認した。 

臨床における第二世代抗アンドロゲン剤耐性腫瘍は、異種細胞集団で形成され、その

耐性機序は複雑である。近年、臨床研究では、特にアンドロゲン受容体過剰発現、変異

アンドロゲン受容体や、リガンド結合部位を欠くアンドロゲン受容体スプライシングバ
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リアントの出現、代替 AR 経路の活性化などが第二世代抗アンドロゲン剤の耐性に寄与

することが報告されている（図 4）[12, 13]。非臨床研究においては、LNCaP-abl、C4-

2b、22Rv1 など、アンドロゲン遮断やアンドロゲン受容体シグナル阻害剤に対する抵抗

性メカニズムを反映するさまざまな細胞株が開発されているが、各耐性機序の研究に適

した汎用性の高い細胞株や研究ツールはない[14-16]。第二章では、これまでに得られて

いる臨床情報をもとに、これらの第二世代抗アンドロゲン剤耐性機序を模した非臨床モ

デルを構築し、第二世代抗アンドロゲン剤の感受性を評価することで、第二世代抗アン

ドロゲン剤耐性モデルとしての有用性を検討した。第二世代抗アンドロゲン剤耐性機序

を克服するために、アンドロゲン受容体発現量を低下させる作用を併せ持つ新規抗アン

ドロゲン剤（TAS3681）を合成開発した。第二章では、去勢抵抗性前立腺癌耐性の病態

を模した非臨床病態モデルを構築することに加え、同モデルにおける TAS3681 の効力を

評価することで、去勢抵抗性前立腺癌の先行抗アンドロゲン剤耐性モデルの妥当性を確

認した。 
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図 1  下部尿路症状（LUTS）と収縮不全型排尿筋過活動 （DHIC） 

 

 

 

図 2 前立腺癌の治療経路とアンメットメディカルニーズが残る治療ライン 

[17]一部改変 
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図 3 下部尿路症状（LUTS）の発症メカニズム仮説 

 

 

図 4 耐性前立腺癌の機序  

アンドロゲン受容体, AR; 変異型アンドロゲン受容体, mAR  
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第一章 新規排尿障害治療薬の創製を目的とした下部尿路閉塞ラッ

トの収縮不全型排尿筋過活動モデルとしての有用性検討 

 

1. 背景及び目的 

国際失禁学会の用語集における定義によると、下部尿路症状は蓄尿症状、排尿症状、排尿

後症状の 3 つのカテゴリーに分類される[18]。平均寿命が延びるにつれて、下部尿路症状の

病態生理を研究することは、高齢患者の生活の質を改善し、医療費を削減するために重要で

ある。下部尿路症状は、特に加齢、メタボリックシンドローム（糖尿病など）、前立腺肥大

症などによって引き起こされる。近年、慢性虚血や膀胱の酸化ストレスによって引き起こさ

れる部分的な神経脱落が、下部尿路症状の原因として注目されている[6]。 

 実際、薬理学的研究により、膀胱出口閉塞を伴う排尿筋過活動患者の排尿筋切片は、ア

セチルコリン（Ach）に対して過敏であり、神経介在性収縮力が低下していることが明らか

にされ、膀胱における Ach 作動性神経脱落の存在が示唆された [19] 。また、組織学的研究

でも、下部尿路閉塞患者の膀胱で神経脱落が認められた[20]。しかし、下部尿路症状と膀胱

の神経脱落との関係については不明な点が多い。 

下部尿路閉塞モデル動物では、膀胱の充満期に無排尿性収縮がみられ、臨床例の排尿筋

過活動と類似している [7]。さらに、下部尿路閉塞は残尿量の増加を引き起こす [21]。また、

下部尿路閉塞は、膀胱における神経密度を低下させる[7]。したがって、基礎研究において
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は、膀胱の神経脱落を示す下部尿路症状の実験モデルとして下部尿路閉塞動物モデルがし

ばしば用いられている。 

そこで、本章では、下部尿路閉塞ラットモデルを用い、膀胱機能を蓄尿症状のパラメー

タである無排尿収縮と、排尿症状のパラメータである残尿量に切り分け、それぞれのパラメ

ータと膀胱の神経脱落との相関を評価した。さらに、下部尿路閉塞ラットモデルにおける排

尿機能パラメータを基に算出した排尿筋収縮力を評価することで、本モデルの収縮不全型

排尿筋過活動モデルとしての有用性を検討した。 

トリメチルシクロヘキセン酸長鎖脂肪アルコールである TAC-302 は、培養中枢神経細胞

において cell viability の改善作用（神経保護作用）および神経突起伸長作用を示し[9]、TAC-

302 の腹腔内投与は、ラットの脳における神経細胞死を予防し、神経変性疾患の筋萎縮性側

索硬化症トランスジェニックマウスモデルにおいて運動能力の保護効果を示す新規化合物

である[10]。また、齋藤らは、TAC-302 を投与した下部尿路閉塞ラットの膀胱における神経

線維束の密度が、非投与の下部尿路閉塞ラットに比べて多かったことを報告している[11]。

本研究では、新薬候補化合物である TAC-302 をツール化合物として用い、本病態モデルで

認められる神経脱落の改善と、排尿機能の各パラメータ値の改善との相関性、および排尿筋

収縮力の改善について評価し、本モデルの収縮不全型排尿筋過活動モデルとしての妥当性

について確認した。 
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2. 方法 

2.1  実験動物 

動物実験は、大鵬薬品工業株式会社の施設動物倫理委員会が定めたガイドラインに従っ

て実施した。大鵬薬品工業株式会社 本試験では、Wistar または Sprague-Dawley の雌性ラ

ット（日本チャールス・リバー、神奈川県）を使用し、餌と水を自由に摂取できるよう

に制御された環境（24±1℃、12 時間の明暗サイクル）で飼育した。 

2.2  化合物 

TAC-302（(3-(15-hydroxypentadecyl0-2,4,4-trimethyl-2-cyclohexen-1-one)）は大鵬薬品工業

株式会社（つくば市、日本）により合成された（Fig. 1-1）。α1-AR blocker であるタムス

ロシン塩酸塩は、シグマアルドリッチ合同会社より購入した。 

 

Fig. 1-1 TAC-302 の構造 

 

2.3  病態モデルの作製 

下部尿路閉塞は、以前に報告されたように、イソフルラン麻酔下で 9 週齢の雌性 Sprague-

Dawley ラットの尿道近位部を結紮することにより作製した(4)。すなわち、イソフルラ
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ン（2-3％吸入）麻酔下で、下腹部正中線切開により膀胱と尿道近位部を露出させた。試

験 1（下部尿度閉塞モデルによる神経脱落と排尿機能障害の関連性の確認）においては、

直径 1.20 mm、試験 2（下部尿度閉塞モデルによる神経脱落と排尿筋収縮力の関連性の

確認）では、直径 1.57 mm のステンレス鋼の棒を尿道と平行に置き、3-0 絹の結紮具を

尿道近位部と棒の周囲に結んだ。ロッドを抜去後、腹部切開を閉鎖し、術後感染を予防

するためにセファゾリンナトリウム（7 mg/kg、皮下）を全ラットに投与した。偽手術ラ

ットは、尿道の結紮以外は同様の処置を受けた。試験 1 においては、手術翌日、下部尿

路閉塞ラットを 3 群に分け、2% Tween80®含有のヒドロキシメチルセルロース（溶媒）

または TAC-302（3, 30 mg/kg）を 1 日 2 回経口投与し、膀胱測定を行うまで 4 週間続け

た（Fig. 1-2A）。試験 2 においては、手術の 2 週間後、下部尿路閉塞ラットを 3 群に分

け、6％ Gelucire® 44/14（溶媒）（Gattefossé 社、Saint-Priest、フランス）または TAC-302

（3, 10 mg/kg）を 1 日 2 回経口投与し、膀胱測定を行うまで 4 週間続けた（Fig. 1-2B）。

偽手術ラットには溶媒を 1 日 2 回経口投与した。尿道結紮の解除は膀胱測定の 1 日前ま

で行わなかった。試験 2 においては、上記と同様の手順で作製した下部尿路閉塞ラット

を用いて、膀胱測定時にタムスロシン（3.0μg/kg、生理食塩水にて溶解）を静脈内投与

した。 
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Fig. 1-2A 試験 1 の TAC-302 投与スケジュール 

 

 

Fig. 1-2B 試験 2 の TAC-302 投与スケジュール 

 

2.4  排尿機能評価方法（シストメトリー法） 

試験 1 においては、閉塞の 4 週間後、試験 2 においては、閉塞の 2 週間後または 6

週間後に、イソフルラン麻酔下で PE-160 カテーテルを膀胱に留置した。手術後、麻

酔の投与を中止し、ラットを拘束ケージ（山下技研、徳島、日本）に入れた。膀胱内

カテーテルは、三方活栓を介して膀胱内圧を記録するための圧力変換器（DX-360；日

本光電、東京、日本）と膀胱内に生理食塩水を注入するためのシングルシリンジポン

プに接続した（Fig. 1-3A）。電子天秤（GX-200；A&D 社、東京、日本）を拘束ケージ
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の下に設置し、排尿量を測定した。膀胱内圧および排尿量は PowerLab システム

（ML870；AD Instruments 社、オーストラリア、キャッスルヒル）を用いて記録し、

データは Chart 5（ver. ver. 5.5.6; AD instruments）を用いて解析した。ラットの膀胱容

量のばらつきはこのモデルの典型的な特徴であるため、生理的食塩水を 3 mL/hr で膀

胱内に注入し、馴化した後に、生理的食塩水の注入速度を 1～24 mL/hr に調整し、ラ

ットの膀胱収縮間隔を約 15 分とした。一定の膀胱収縮間隔が観察された後、生理食

塩水の注入を停止し、カテーテルを通して膀胱内液を重力で引き抜いて残尿量として

測定した。残尿を回収した後、生理的食塩水を再び膀胱内に連続注入した。膀胱容量

は、排尿量と残尿量の合計として算出した。排尿効率は［（排尿量/膀胱容量）×100］

として算出した。無排尿収縮は、蓄尿期のベースライン圧から 5 cmH2O 以上の膀胱収

縮と定義した。膀胱内圧（基礎値、閾値、最大値）はシストメトログラムから求めた

（Fig. 1-3B）。最大尿流率（Qmax）は、排尿時の重量変化を微分し算出した。また、

個々のラットから得られる排尿機能パラメータ値は、3～5 回の排尿サイクルの平均

化により算出した。試験 2 においては、タムスロシン (3.0 μg/kg, i.v.) 投与群では、

個々のラットから得られる投与前値は、2～3 回の排尿サイクルの平均化により算出

した。タムスロシンを静脈内投与し、膀胱測定を繰り返し、投与後の排尿機能パラメ

ータを測定し、投与前値と比較した。 
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Fig. 1-3A 排尿機能評価方法（シストメトリー法）の模式図 

 

 

Fig. 1-3B シストメトリー評価における各種膀胱内圧パラメータ 

2.5  排尿機能筋収縮力の in vivo 評価方法 

2.4 項で得られたシストメトログラムをもとに、各群の最大尿流率を膀胱容量で除

した値を Y 軸に、最大尿流率時の膀胱内圧を膀胱容量で除した値を X 軸にプロット
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し、プロットの交点から原点までの距離を測定し、排尿筋収縮力の群間の比較を行っ

た。 

2.6  組織学的解析 

排尿機能測定後、すべてのラットをペントバルビタール（50 mg/kg、i.p.）で深く麻

酔し、冷 PBS で左心室から灌流後、膀胱を摘出した。膀胱を正中に沿って割断し、半

分を 4％パラホルムアルデヒドを用いて、4℃にて終夜浸漬固定した後、膀胱体部の横

断面が評価できるように 3 つに分割した。固定標本は段階的エタノールで脱水し、パ

ラフィンワックスに包埋した。膀胱の中央部から横断切片（厚さ 3μm）を作成した。

神経細胞の細胞質に存在する主要タンパク質であるタンパク質遺伝子産物 9.5（別名: 

ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素アイソザイム L1）を汎ニューロンマーカ

ーとして用いた。すなわち、膀胱切片をタンパク質遺伝子産物 9.5（1:10000、Ultraclone 

Ltd.、Isle of Wight、UK）に対する抗体と 4℃で一晩インキュベートし、続いて Alexa 

488 を結合させた二次抗ウサギ IgG 抗体（1:400、Invitrogen、Carlsbad、CA）を用いて

室温で反応させ、可視化した。膀胱筋層における神経線維の総数または密度を定量的

に解析するために、蛍光顕微鏡（BX60、オリンパス、東京、日本）と Leica Application 

Suite Version 3.3.0（オリンパス）を用いて、ラット 1 匹につき 7 カ所（対物レンズ倍

率 20 倍）を撮影した（Fig. 1-4）。撮影箇所は、膀胱体部の外輪筋側から両端を含む、

およそ均等な間隔の 7 カ所としたが、それぞれの一が近傍と極端に異なる場合は、そ
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の周囲の平均的な像とした。膀胱筋層の神経線維密度を半定量的に解析するために、

膀胱平滑筋面積に対するタンパク質遺伝子産物 9.5 陽性の範囲の比率で定義される 3

つのスコアグレードを用いて神経分布範囲をスコア化した。スコアグレード1～3は、

以下の通り、定義した。 

(基準) 

神経分布範囲スコア１：広範囲に神経分布がない筋層の領域が全体の 50～100％ 

神経分布範囲スコア２：広範囲に神経分布がない筋層の領域が全体の 20～50％、 

神経分布範囲スコア２：広範囲に神経分布がない筋層の領域が全体の 0～20％ 

各膀胱の神経分布範囲スコアは、7 フィールドのスコアグレードの合計から算出した。 

 

 

Fig. 1-4 膀胱組織（体部）と撮影部位  

膀胱の断面図（半分に割断したもの）と相対的な撮影位置（□）を示す。 

 

2.7  統計解析 

データは各群3～20匹の平均値±標準誤差で示した。排尿パラメータについては、

偽手術群と下部尿路閉塞-溶媒群間および各下部尿路閉塞群間の比較は、対応のない

Student の t 検定または Wilcoxon 検定を用いて行った。免疫組織化学的研究では、以
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下の比較を行った。偽手術群と下部尿路閉塞投与群間および各下部尿路閉塞投与群間

の比較は、Wilcoxon 検定を用いて評価した。P 値が、5％未満を有意とした。  
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3. 結果 

3.1 下部尿度閉塞モデルによる神経脱落の確認と TAC-302 の蛋白遺伝子産物

9.5 陽性領域への影響（試験 1） 

汎ニューロンマーカーである蛋白遺伝子産物 9.5 に対する抗体（抗蛋白遺伝子産物

9.5 抗体）を用いた免疫組織化学染色において、蛋白遺伝子産物 9.5 陽性領域は、下部

尿路閉塞後 4 週間の偽手技ラットの膀胱平滑筋層に広く、高密度に分布していた。し

かし、下部尿路閉塞溶媒投与ラットの膀胱平滑筋層では、蛋白遺伝子産物 9.5 陽性領

域の密度は明らかに低かった。下部尿路閉塞溶媒投与の膀胱平滑筋層では、偽手術ラ

ットと比較して蛋白遺伝子産物9.5陽性領域の密度が明らかに低かった（Fig.1-5A, B）。

下部尿路閉塞溶媒投与群の神経線維密度値は、偽手術ラット群で観察された値の 25％

に有意に減少していた。蛋白遺伝子産物 9.5 陽性領域は、偽手術ラットの膀胱平滑筋

層に広く高密度に分布していた（Fig. 1-5A）。しかしながら、下部尿路閉塞溶媒投与ラ

ットの膀胱平滑筋層では、蛋白遺伝子産物 9.5 陽性領域の密度は、偽手術ラットに比

べて明らかに低かった（Fig. 1-5B）。下部尿路閉塞溶媒投与群の神経分布範囲スコア

は、偽手術群に対して約 60％であり、偽手術群と下部尿路閉塞溶媒投与群の間で有意

差が認められた（Fig. 1-6）。TAC-302 が in vivo で末梢神経細胞に対して保護作用を有

するかどうかを調べるため、TAC-302 を 4 週間投与したラットから摘出した膀胱を用

いて、神経分布範囲スコアに対する TAC-302 の効果を評価した。膀胱における蛋白遺
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伝子産物 9.5 の免疫組織化学的染色は、TAC-302 の経口投与が下部尿路閉塞誘発の膀

胱における神経脱落を予防することを示した（Fig. 1-6 C, D）。特に、TAC-302 を投与

した下部尿路閉塞群では、下部尿路閉塞溶媒投与群よりも神経分布範囲スコアが有意

に高かった（Fig. 1-6）。 

 

 
 

Fig. 1-5 Immunohistochemical staining for protein gene product 9.5 (PGP9.5) in bladders 

from A, sham, B, Bladder outlet obstruction (BOO) vehicle rats (BOO vehicle), C, 3 mg/kg 

TAC-302-treated BOO rats, and D, 30 mg/kg TAC-302-treated BOO rats. The criterion of 

innervation area in the bladder was defined as three grades (scores 1-3) according to the ratio 

of the PGP9.5-positive area to the detrusor smooth muscle area: A, score 3, 50-100%; B, 

score 1, 0-20%; C, and D, score 2, 20-50%. Scale bars represent 100 μm.  
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Fig. 1-6 Average innervation area score in the bladder of sham, BOO vehicle, BOO T3, and 

BOO T30 rats (score range: 0-21). Data are shown as mean ± SE. ***P < 0.001 versus sham 

group, #P < 0.05, ##P < 0.01 versus BOO vehicle group. The number of rats in each group: 8 

in sham, 16 each in BOO vehicle and BOO T3, and 15 in BOO T30. Each diamond represents 

the score of an individual rat.  

 
 

3.2 下部尿度閉塞モデルによる神経脱落と排尿機能障害の関連性の確認（試験 1） 

Table 1-1 および Fig. 1-7 に、下部尿路閉塞後 4 週間の膀胱機能パラメータをまとめた。

下部尿路閉塞 は、無排尿収縮（蓄尿期における排尿を伴わない排尿筋収縮）を有意に増加

させたが、偽手術ラットではこの現象はみられなかった。無排尿収縮の振幅と頻度は、下部

尿路閉塞溶媒投与ラットでは偽手術ラットに比べて有意に増加した（Fig. 1-7）。さらに、下

部尿路閉塞ラットでは、偽手術ラットと比較して、排尿量、膀胱容量、残尿量が有意に増加

し、排尿効率が低下した。TAC-302 は下部尿路閉塞溶媒投与群と比較して体重に影響を与

えなかった（平均値±SD、下部尿路閉塞溶媒投与群 255.5 ± 5.9g、下部尿路閉塞 TAC-302
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群 255.6 ± 4.5g）。下部尿路閉塞は、偽手術群と比較して膀胱重量の有意な増加を誘導し、

下部尿路閉塞溶媒投与群と下部尿路閉塞 TAC-302 群との間で膀胱重量に有意差が認めら

れた（Table 1-1）。TAC-302 を投与した下部尿路閉塞ラットでは、偽手術ラットと同様に無

排尿収縮がわずかに観察されたのみであった（Fig. 1-7）。さらに、TAC-302 は下部尿路閉

塞溶媒投与群と比較して有意に残尿量を減少させ、排尿効率を増加させた。無排尿収縮や残

尿量は、神経分布範囲スコアと弱いながら相関を示し、有意かつ逆相関であった（例えば、

無排尿収縮の頻度あるいは、残尿量の偽手術群と下部尿路閉塞溶媒投与群間の相関係数は、

それぞれ-0.80 と-0.78 であった）（Fig. 1-8）。これらのことから、膀胱における神経脱落が

排尿機能障害に関連していることが示唆された。 
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Fig. 1-7 Typical cystometrogram recording charts of A, sham, B, vehicle-treated BOO rat, and 

C, 30 mg/kg TAC-302-treated BOO rat. IVP, intravesical pressure 
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Table 1-1 Cystometric parameters in sham, bladder outlet obstruction (BOO vehicle), and TAC-302-

treated BOO groups 

Parameters  Sham 

 

BOO 
Vehicle 

BOO TAC-302 
3 mg/kg 

BOO TAC-302 
30 mg/kg  

Bladder capacity, mL 1.05 ± 0.11 4.57 ± 0.51* 3.72 ± 0.45 4.26 ± 0.37 
Voided volume, mL 1.00 ± 0.11 4.21 ± 0.47* 3.49 ± 0.43 4.03 ± 0.35 

Residual urine volume, 

mL 
0.05 ± 0.01 0.36 ± 0.04* 0.23 ± 0.03** 0.23 ± 0.03** 

Voiding efficiency, % 95.6 ± 0.4 91.9 ± 0.5* 93.8 ± 0.7** 94.6 ± 0.5** 
Baseline pressure, 

cmH2O 
4.9 ± 0.5 4.2 ± 0.3 4.5 ± 0.4 4.5 ± 0.3 

Threshold pressure, 

cmH2O 
11.4 ± 0.7 13.9 ± 1.0 14.1 ± 1.3 16.3 ± 1.7 

Maximum pressure, 

cmH2O 
23.7 ± 1.1 34.4 ± 1.5* 33.2 ± 2.5 38.3 ± 1.8 

Amplitude of NVC, 

cmH2O 
1.85 ± 0.76 7.20 ± 0.64* 5.66 ± 0.60 6.37 ± 0.17 

Frequency of NVC, 

times/min 
0.12 ± 0.07 1.56 ± 0.14* 1.29 ± 0.19 1.06 ± 0.13** 

Bladder weight, mg 142.9 ± 7.9 644.8 ± 30.2* 503.1 ± 40.4** 534.1 ± 21.8** 
Body weight, g 255.5 ± 5.9 255.6 ± 4.5 256.1 ± 4.6 258.9 ± 6.1 

Data are shown as the mean ± SE. *p < 0.05 versus sham group. ** p < 0.05 versus BOO vehicle 

group. NVC, non-voiding contraction; T3, 3 mg/kg TAC-302; T30, 30 mg/kg TAC-302. 
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Fig. 1-8 Correlation plots between the innervation area score and cystometric parameters in 

sham, Bladder outlet obstruction (BOO) vehicle, BOO T3, and BOO T30 rats. 

The symbols representing each group are as follows: open diamonds, sham group; open 

triangles, BOO vehicle group; x, BOO T3 group; closed circles, BOO T30 group. T3 = 3 

mg/kg, TAC-302. T30 = 30 mg/kg TAC-302. The number of rats in each group: 8 in sham, 16 

each in BOO vehicle and BOO T3, and 15 in BOO T30. The correlation coefficients of the 

frequency of NVC and RUV were evaluated among the sham, BOO vehicle, BOO T3, and 

BOO T30 groups. RUV: 残尿量、NVC: 無排尿収縮 
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3.3 下部尿度閉塞ラット排尿障害モデルにおける排尿筋収縮力の評価（試験 2） 

次に、膀胱における神経脱落と排尿筋収縮力の関連性を in vivo で評価するため、下部尿

路閉塞モデル作製から 6 週後（TAC-302 あるいは溶媒を、モデル作製後 2 週~6 週の間投

与）においてシストメトリーを実施した。3.2 で得られた結果と同様に、TAC-302 を投与し

た下部尿路閉塞ラットでは、偽手術ラットと同様に無排尿収縮がわずかに観察されたのみ

であった。さらに、TAC-302 は下部尿路閉塞溶媒投与群と比較して有意に残尿量を減少さ

せ、排尿効率を増加させた（Fig. 1-9, Table 1-2）。一方、α1-AR blocker であるタムスロシ

ンは、投与前値に比べ、有意に無排尿収縮の頻度を低下させるものの、残尿量は改善しなか

った (Table 1-3)。本研究では、排尿筋収縮力を評価するために、取得した膀胱機能パラメ

ータをもとに、最大尿流率を膀胱容量で除した値あるいは、最大尿流率時における膀胱内圧

を膀胱容量で除した値を抽出し、それぞれの値を Y 軸および X 軸にプロットしたところ、

原点からの距離は下部尿路閉塞溶媒投与ラットで有意に減少した（Fig. 1-10A）。さらに、

下部尿路閉塞 TAC-302 群における原点からの距離は、下部尿路閉塞溶媒投与群に比し有意

に遠く、偽手術群に近かった。しかし、タムスロシン投与群では、原点からの距離は投与前

と変わらなかった（Fig. 1-10B）。 
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Fig. 1-9 The effects of TAC-302 on cystometric parameters in sham-operated rats compared to 

BOO vehicle rats and BOO TAC-302 rats. (A) residual urine volume, (B) voiding efficiency, (C) 

amplitude, and (D) frequency of NVCs. Data are shown as means + SEM. Number of rats in each 

group: 9 in sham and BOO vehicle groups, and 8 in the BOO TAC-302 group. # p < 0.05 versus 

sham group, * p < 0.05 versus BOO vehicle group 
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Table 1-2  閉塞 6 週後の偽手術群、下部尿路閉塞（BOO）溶媒投与群および BOO TAC-
302 群の膀胱機能パラメータ 

Parameters Sham group 
BOO vehicle 

group 
BOO TAC-302 group 

Bladder capacity, mL 0.92 ± 0.34 5.53 ± 1.83** 3.65 ± 2.24 

Voided volume, mL 0.88 ± 0.34 4.94 ± 1.62** 3.37 ± 1.94 

Baseline pressure, cmH2O 4.4 ± 1.4 3.0 ± 1.5 6.1 ± 2.7* 

Threshold pressure, 

cmH2O 
11.3 ± 4.8 13.8 ± 3.8 12.9 ± 3.9 

Maximum pressure, 

cmH2O 
29.0 ± 7.6 28.9 ± 5.7 36.2 ± 9.3 

Bladder weight, mg 119 ± 17 956 ± 300** 645 ± 296* 

Data are shown as means ± SD. Number of rats in each group: 9 in sham and BOO 
vehicle groups, 8 in the BOO TAC-302 group. * p < 0.05 versus BOO vehicle group. 
** p < 0.05 versus sham group. 
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Table 1-3 BOO 誘発膀胱機能障害に対するタムスロシン静注の効果 

Parameters Pre Post 

Bladder capacity, mL 7.90 ± 2.49 8.56 ± 2.62 

Voided volume, mL 7.31 ± 2.40 7.92 ± 2.47* 

Residual urine volume, mL 0.59 ± 0.16 0.64 ± 0.19 

Voiding efficiency, % 92.2 ± 2.0 92.4 ± 1.6 

Baseline pressure, cmH2O 4.4 ± 1.2 4.2 ± 1.3 

Threshold pressure, cmH2O 21.4 ± 6.7 17.7 ± 5.9* 

Maximum pressure, cmH2O 39.1 ± 14.3 30.0 ± 7.9* 

Amplitude of NVCs, cmH2O 8.4 ± 1.9 8.6 ± 2.3 

Frequency of NVCs, times/min 1.9 ± 0.6 0.7 ± 0.8* 

Bladder weight, mg 753 ± 134 - 

NVCs, non-voiding contractions. Data are shown as means ± SD. The number of rats is 6.  

* p < 0.05 versus pre value. 
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Fig. 1-10 Pressure/flow relationship (A) in sham-operated rats (□), BOO vehicle rats 
(△), and TAC-302-treated rats (○), (B) pre (○) and post (◇) values in tamsulosin-
treated BOO rats. The each closed symbol represents the mean value of each group. 
Number of rats in each group: 9 in the sham and BOO vehicle groups, 8 in the BOO 
TAC-302 group, and 6 in the BOO Tamsulosin group. #p < 0.05 in the distance from the 
sham-operated rats, * p < 0.05 in the distance from the BOO vehicle. Qmax: 最大尿流

率、BC:膀胱容量、IVP at Qmax: 最大尿流率時の膀胱内圧 
 

4. 考察 

第一章の研究においてでは、臨床における収縮不全型排尿筋過活動の病態を模した

非臨床動物モデルを作製するために、前立腺肥大症で認められる下部尿路症状（蓄尿

症状、排尿症状）と神経傷害に着目した。下部尿路閉塞作製 4 週間後における下部尿

路閉塞ラットの膀胱において、偽手術ラットの膀胱に比べて、神経分布範囲スコアが

有意に減少することを示した。さらに、下部尿路閉塞モデルラットでは、偽手術ラッ

トと比較して、無排尿収縮の振幅と頻度の増加（蓄尿症状）が認められた。同一個体
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から得られた神経分布範囲スコアと蓄尿パラメータを用い、相関関係を評価すること

で、膀胱における神経脱落と蓄尿パラメータ間に関連があることを明らかにした。 

 まずは、膀胱における神経脱落と蓄尿パラメータの関連性について考察した。臨床

では、下部尿路閉塞を伴う排尿筋過活動や特発性排尿筋過活動の患者の膀胱サンプル

では、神経脱落が起こっていることが報告されている[19, 20, 22]。排尿筋過活動を有

する患者に認められるこの現象は、下部尿路閉塞を伴う膀胱平滑筋のアセチルコリン

に対する感受性亢進が原因となっていると説明されている。すなわち、下部尿路閉塞

排尿筋において、後シナプスにおける Ach の感受性の増加が観察されている[19]。一

方、下部尿路閉塞動物モデルの排尿筋を用いた検討においても、同様に膀胱における

神経脱落と排尿筋の Ach の感受性亢進が観察されている[23-25]。したがって、排尿筋

過活動を有する下部尿路閉塞患者と下部尿路閉塞動物モデルの病態が類似している

と考えられる。 

次に、膀胱における神経脱落と排尿パラメータの関連性について考察した。今回、ラ

ット下部尿路閉塞モデルでは、偽手術ラットと比較して残尿量の増加（排尿症状）が

認められた。同一個体から得られた神経分布範囲スコアと排尿パラメータを用い、相

関関係を評価することで、膀胱における神経脱落と排尿パラメータ間に関連があるこ

とを明らかにした。一般的に、前立腺肥大および下部尿路閉塞患者のほとんどにおい

て、排尿機能障害は尿道抵抗の増大によって引き起こされる。しかし、患者の 3 分の
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1 は閉塞部位の解除手術後も排尿症状が持続する[26]。したがって、尿道閉塞のみが、

排尿症状の原因ではなく、膀胱の排尿能力の低下が関与していると考えられている

[27]。他の調査では、前立腺肥大症による下部尿路閉塞患者では、排尿筋収縮力が低

下すると残尿量が増加することが示されている[28]。したがって、排尿筋収縮力の低

下は、前立腺肥大症患者における残尿量の増加を部分的に説明できる可能性がある。

これまでの研究において、下部尿路閉塞後に起こる排尿筋収縮力低下機序を説明する

報告として、下部尿路閉塞患者由来の排尿筋切片を用いた薬理学的な研究において、

電気フィールド刺激後の収縮反応が低下する報告がある[19]。また、臨床においても

排尿筋収縮力が低下した患者の膀胱標本は神経脱落を示している報告がある[29]。一

方、下部尿路閉塞動物の排尿筋を用いた検討においても、排尿筋における神経数が減

少し、神経介在性収縮が低下し、神経由来の Ach 遊離量が減少する報告がある[24, 25]。

したがって、排尿筋収縮力が低下した下部尿路閉塞患者と下部尿路閉塞動物モデルの

病態が類似していると考えられる。 

臨床診断においては、排尿筋収縮力は、膀胱から尿を排出するのに必要な尿道内圧

（最大膀胱内圧）や最大尿流率などの膀胱内圧パラメータ（Schafer のノモグラム）を

用いて推定される。一方、従来の研究において、ラット下部尿路閉塞モデルのシスト

メトリー試験結果を元に、排尿筋収縮力を評価した報告はない。そこで、第一章後半

では、下部尿路閉塞ラットにおける排尿障害を考察するために、新たな手法で排尿筋
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収縮力を評価し、下部尿路閉塞モデルで収縮力低下（収縮不全）が認められるかを評

価した。下部尿路閉塞モデルから単離した排尿筋を用いた電気フィールド刺激試験に

おける知見から、下部尿路閉塞では電気フィールド刺激に対する排尿筋の収縮力が低

下し、コリン作動性神経からの Ach の遊離量が減少することから、神経脱落を伴う排

尿筋の収縮機能障害が起こっていることを報告したグループもある[24]。しかしなが

ら、in vivo 研究では、下部尿路閉塞モデルにおいて排尿筋収縮力は障害されないこと

が報告されており、これは、単位排尿筋重量あたりの収縮力の低下を意味する[30]。

さらに、正常ラットと下部尿路閉塞ラットでは膀胱容量が劇的に異なる。すなわち、

下部尿路閉塞ラットの膀胱容量は偽手術ラットの 5-6 倍である。また、最大流量は膀

胱容量と排尿量に依存することが知られている[31]。膀胱容量が膀胱内圧および最大

尿流率に及ぼす影響を考慮すると、下部尿路閉塞ラットでは最大尿流率および最大尿

流率時における膀胱内圧を膀胱容量で補正するのがよいであろうと考えた。この新た

な方法による解析の結果、下部尿路閉塞ラットのプロットの原点からの距離は、偽手

術ラットよりも下部尿路閉塞溶媒投与ラットでは、原点からのプロットの距離が偽手

術ラットよりも短く、このことは下部尿路閉塞ラットでは偽手術ラットよりも有意に

排尿筋収縮力が弱いことを示していると考察した。したがって、本モデルが、排尿筋

収縮力が低下した排尿筋過活動の病態を模したモデルであると考えられた。 
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前立腺肥大症患者で認められる排尿障害の薬物治療の第一選択薬であるα1 遮断薬

（タムスロシン）は、臨床において、前立腺あるいは尿道平滑筋への作用を介した排

尿症状の改善を示すだけでなく、膀胱への作用による蓄尿症状の改善作用も示す[32]。

一方、本研究において、下部尿路閉塞モデルでは蓄尿症状を改善したが、排尿症状を

改善しなかった。一般的に、排尿筋収縮力が低下した患者における排尿症状にはタム

スロシンの有効性は期待されない。このような臨床での知見は、本研究における解析

の結果、タムスロシンが排尿筋収縮力を改善しなかった結果と矛盾しない。また、一

般的に、排尿筋収縮力が低下した患者には、コリンエステラーゼ阻害薬（ジスチグミ

ン）が使われる。ジスチグミンは、排尿時に排尿筋に投射する神経終末におけるアセ

チルコリン量を増加させることで排尿筋収縮力を高めることが知られている。しかし

ながら、ジスチグミンは、排尿時の尿道抵抗の上昇作用を有しており、排尿を十分に

改善しない[4, 33]。 

収縮不全型排尿筋過活動の治療を考える上で、下部尿路閉塞の過程で起こる神経傷

害が、下部尿路機能障害を引き起こしている可能性があることを課題として捉え、in 

vitro/in vivo で神経突起伸長作用を示す TAC-302 の有効性を評価した。その結果、TAC-

302 は、神経分布範囲スコアの低下を改善し、排尿筋過活動と排尿筋低活動が混在し

た複雑な病態に対しても有効性を示した。また、下部尿路閉塞モデルにおける TAC-
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302 の投与は、原点からの距離を偽手術群に近づけたことから、神経脱落の改善が排

尿筋収縮力の改善に繋がる可能性を示した。 

前述の通り、TAC-302 は、培養神経細胞の cell viability の低下を改善する作用（神

経保護作用）と、神経突起伸長作用を有する[9]。本研究において、TAC-302 はラット

下部尿路閉塞モデルで認められる神経脱落の改善作用を示した。この作用は、TAC-302

による神経保護作用あるいは神経突起伸長作用が、下部尿路閉塞モデルで認められる

神経傷害の改善に寄与し、結果的に下部尿路機能症状の改善に繋がったことを示して

いると考えられる。また、前述のように下部尿路閉塞を有する患者由来の排尿筋切片

を用いた薬理学的実験において、電気フィールド刺激下における収縮力が低下してい

ることから、膀胱を支配する節後副交感神経軸索からの Ach 遊離量が低下しているこ

とが推察されるが、TAC-302 の投与により、ラット下部尿路閉塞膀胱における神経由

来の Ach 遊離量低下が抑制されるデータも得られている[24]。このような非臨床試験

データを元に、排尿筋低活動および過活動膀胱有する患者を対象にした TAC-302 の

有効性と安全性を評価する臨床試験が計画された。主要評価項目は、膀胱収縮力指数

（Bladder Contractility Index ; BCI）であり、TAC-302 投与群とプラセボ投与群の各群

においてベースライン（投与前）と投与後 12 週目の BCI 値を比較した。その結果、

プラセボ投与群では、投与前後の BCI 値間で変化を認めなかったものの、TAC-302 投

与群では、有意な改善を示した[34]。BCI は、ラット下部尿路閉塞モデルの排尿筋収
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縮力の算出に用いたシストメトリーパラメータと同様に、最大尿流率と最大尿流率時

の排尿筋圧から算出される。臨床において TAC-302 が BCI を改善したことは、今回

TAC-302 がラット下部尿路閉塞モデルで算出した排尿筋収縮力を改善した結果と一

致する。また、副次評価項目として、ベースラインの排尿効率に対する投与後 12 週

目の排尿効率を変化率で算出し、TAC-302 投与群とプラセボ投与群間で比較した。そ

の結果、ベースラインに対する投与後 12 週目の排尿効率の変化率は、プラセボ投与

群の変化率と比べ有意に高値を示した[34]。この知見は、今回 TAC-302 がラット下部

尿路閉塞モデルにおいて残尿量の改善に伴い排尿効率も改善した結果と一致する。こ

れらの TAC-302 の臨床および非臨床試験の結果から、本研究において構築したラッ

ト下部尿路閉塞モデルが、臨床外挿性が高いモデルである可能性があることを示して

いる。 

正常な排尿機能において、膀胱へ投射する副交感神経だけなく、膀胱からの求心性

神経の機能も重要である[35]。一部の研究者は、下部尿路閉塞が膀胱からの知覚神経

の障害にもつながることを示している[36, 37]。すなわち、下部尿路閉塞ラットでは、

膀胱機械受容器からの求心性駆動が低下するため、膀胱が空になる前に排尿反射が失

敗に終わり、結果的に残尿量が増加することを示している。今後、臨床における収縮

不全型排尿筋過活動の病態の更なる解明と、今回構築した下部尿路閉塞モデルにおけ

る求心性神経（知覚神経）の変化、膀胱-尿道の協調性の解析により、新たな考察が可
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能となり、収縮不全型排尿筋過活動モデルとしての臨床外挿性の観点で、本モデルに

ついての新たな知見が得られるものと考えられる。 

 

5. 小括 

男性特有の組織である前立腺が肥大して起こる下部尿路閉塞が、既存の治療薬で対

処困難とされている収縮不全型排尿筋過活動の原因になりうる。本研究では、収縮不

全型排尿筋過活動の臨床病態に類似した症状を示すラット下部尿路閉塞モデルを用い

た一連の研究により、排尿筋における神経脱落と下部尿路機能の関連性を明らかにし

た。さらに、同モデルにおける排尿機能パラメータから得られる新たな排尿筋収縮力

評価方法の提案により、同モデルにて排尿筋収縮力の低下を捉えることで、ラット下

部尿路閉塞モデルの収縮不全型排尿筋過活動モデルとしての新たな有用性を提示し

た。加えて、in  vitro および in vivo にて神経突起伸長作用を有する TAC-302 をツール

化合物として用いた結果、本病態モデルにおいて排尿筋収縮力の改善を確認できたこ

とから、本病態モデルの収縮不全型排尿筋過活動モデルとしての妥当性が確認され

た。 
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第二章 新規去勢抵抗性前立腺癌治療薬の創製を目的とした各種ア

ンドロゲン受容体活性化モデルの有用性検討 

 

1. 背景及び目的 

    前立腺癌は、世界中で男性が罹患する 2 番目に多い悪性腫瘍であり、年間 141 万

人が新たに罹患していると推定され、その頻度は、最も多い悪性腫瘍である肺癌に近

づいている [1] 。前立腺癌の発症と進行は、アンドロゲン受容体の活性に依存してい

る。進行した前立腺癌に対する標準治療は、アンドロゲン除去療法であり、アンドロ

ゲン受容体の転写活性を抑制する。アンドロゲン除去療法は、ほとんどの患者で 1-2

年の寛解をもたらすが、去勢抵抗性前立腺癌の出現により、癌細胞は抵抗性を示すよ

うになる[38]。過去 10 年間で、第二世代の抗アンドロゲン剤であるエンザルタミドと

CYP17A1 阻害薬であるアビラテロンが、去勢抵抗性前立腺癌患者の生存期間を延長

させる効果が証明され、これらの薬剤は、去勢抵抗性前立腺癌の標準治療となった 

[39, 40]。これらの成功にもかかわらず、去勢抵抗性前立腺癌ではアンドロゲン受容体

を標的とした治療法に対する耐性が生じる [41, 42] 。アンドロゲン受容体を介したシ

グナル伝達は、抗アンドロゲン療法による治療が行われているにもかかわらず、いく

つかのメカニズムを介して起こる可能性がある[43]。これらのメカニズムには、アン

ドロゲン受容体の増幅、アンドロゲン受容体のリガンド結合ドメインの変異、アンド
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ロゲン受容体のスプライスバリアント 7 の発現、代替アンドロゲン受容体パスウェイ

の活性化などが含まれる。 

近年、転移性去勢抵抗性前立腺癌患者から採取した cell free DNA の解析から、アン

ドロゲン受容体の増幅が第二世アンドロゲン受容体シグナル阻害剤に対する抵抗性

に関連することが示された[44-47]。 これらの知見と一致して、アビラテロンやエン

ザルタミドを含むアンドロゲン受容体シグナル阻害剤による治療後の前立腺癌細胞

におけるアンドロゲン受容体の発現増加が in vitro および in vivo モデルで報告されて

いる[48, 49]。例えば、エンザルタミドの長期暴露によって樹立された 2 つのエンザル

タミド耐性亜株（LAPC4 細胞と DuCaP 細胞）では、アンドロゲン受容体が過剰発現

し、エンザルタミドに対する感受性が低下していた[50]。 

また、アンドロゲン受容体シグナル阻害剤に反応するリガンド結合部位におけるア

ンドロゲン受容体の変異は、治療抵抗性の基礎となるよく知られたメカニズムである。

アンドロゲン受容体のリガンド結合部位の変異は、非転移性の去勢感受性患者ではほ

とんど観察されないが、前治療の多い転移性去勢抵抗性前立腺癌患者で頻繁に検出さ

れ、このことは、アンドロゲン受容体のリガンド結合部位の変異が、クローン増殖に

有利であることを示唆している[51]。 

アンドロゲン受容体バリアント 7 は、全長アンドロゲン受容体の構造の中でリガン

ド結合部位を欠き、アンドロゲン非依存的に恒常的に活性化され、予後不良と相関す
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る。アンドロゲン受容体バリアント7は、原発性前立腺癌ではほとんど発現しないが、

アンドロゲン除去療法後に発現が認められることが多く、アンドロゲン受容体シグナ

ル阻害剤による治療後にはさらに発現が増加する[52]。 

第二章では、第二世代抗アンドロゲン剤（本研究では、エンザルタミド）に対する

各種耐性モデルの有用性を検討するために、臨床にて問題となっているアンドロゲン

受容体の増幅、アンドロゲン受容体リガンド結合ドメインの変異、アンドロゲン受容

体のスプライスバリアント 7 の発現モデルを構築し、先行抗アンドロゲン剤の耐性に

ついて確認することで、その有用性を検討した。 

また、去勢抵抗性前立腺癌で、第二世代抗アンドロゲン剤耐性を克服するために、

アンドロゲン受容体・アンドロゲン受容体バリアントタンパク質の発現量を低下させ

る作用を有する新規抗アンドロゲン剤として、TAS3681 を合成開発した。本研究では、

構築した去勢抵抗性前立腺癌モデルを用いて、新薬候補化合物である TAS3681 の効

力を評価することで、本評価系の妥当性を確認した。 

 

2. 方法 

2.1  細胞 

LNCaP 細胞（変異型アンドロゲン受容体（T878A）陽性ヒト前立腺癌細胞株）は、

微生物化学研究所および微生物化学研究振興財団より入手した。HEK293 細胞（胎児
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腎細胞由来, アデノウイルス 5 型による形質転換株）および VCaP 細胞（野生型アン

ドロゲン受容体陽性ヒト前立腺癌細胞株）は、American Type Culture Collection から購

入した。アンドロゲン受容体バリアント 7 陽性エンザルタミド耐性細胞 SAS MDV No. 

3-14 細胞株は、以下の方法で樹立した[53]ものを用いた。具体的には、LNCaP 細胞を

無傷のヌードマウスに皮下接種した後に、腫瘍が形成されたマウスをイソフルラン麻

酔下で外科的に去勢し、25 mg/kg のエンザルタミドを 3 ヶ月以上投与した。腫瘍体積

が約 2,000 mm3 に達した時点で腫瘍を摘出し、生存組織を去勢前の雄ヌードマウスに

移植した。第二世代の移植異種移植片は、後天性エンザルタミド抵抗性マウスの作製

に用いられた。エンザルタミド持続投与下の再発腫瘍を針生検で採取し、10μM のエ

ンザルタミド存在下で in vitro 培養した。その後 4 ヶ月間、10μM のエンザルタミド

存在下で培養し、SAS MDV No.3-14 細胞を樹立した。 

 

2.2  使用薬剤 

ビカルタミドは、Fidia Farmaceutici S.p.A から入手した。エンザルタミド と TAS3681 

(2-chloro-4-[4-[[5-[2-hydroxypropan-2-yl]pyridin-2-yl]amino]-5,8-dihydropyrido[3,4-

d]pyrimidin-7(6H)-yl]benzonitrile) は、大鵬薬品工業株式会社にて合成したものを使用

した（Fig.2-1）。アパルタミドは、Haoyuan Chemexpress Co. Ltd.から入手した。ダロル
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タミドは、MedChemExpress Co, Ltd.から入手した。ジヒドロテストステロン（DHT）

は Sigma-Aldrich から入手した。 

 

 

Fig. 2-1 TAS3681 の構造 

2.3  実験動物 

 5 週齢の雄性 CB-17/Icr-scid/scidJcl マウス（SCID マウス）を CLEA Japan, Inc.から購

入した。雄性 CB-17/Icr-scid/scidJcl マウス（SCID マウス、日本クレア株式会社, 6 週

齢）を用いた。動物実験は、大鵬薬品工業株式会社の施設動物実験委員会の審査・承

認を受け、同社の動物実験ガイドラインに従って実施した。 

 

2.4  アンドロゲン受容体過剰発現モデルの先行抗アンドロゲン剤耐性モデルと

しての有用性の検討 

2.4.1 アンドロゲン受容体過剰発現モデル系におけるアンドロゲン受容体発現レベルの確
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認とアンドロゲン受容体転写機能に対するエンザルタミドの効果確認 

VCaP 細胞に、Mock ベクターまたはアンドロゲン受容体発現ベクターをトランスフ

ェクトし、エンザルタミド（10μM）で 1 日間処理した。細胞溶解物をアンドロゲン

受容体と GAPDH のウェスタンブロッティングに供し、発現量を確認した。 

野生型アンドロゲン受容体過剰発現 VCaP 細胞のルシフェラーゼレポーターアッセ

イのために、野生型アンドロゲン受容体発現プラスミドとアンドロゲン受容体応答性

ホタルルシフェラーゼレポータープラスミドを Lipofectamine® 2000（Life Technologies 

Corporation）を用いて遺伝子導入し、1 日間インキュベートした。ルシフェラーゼ活

性測定の前に、ステロイド欠乏培地中で、TAS3681 またはエンザルタミドを 3 nM の

DHT とともに指示濃度で 1 日間処理した。ルシフェラーゼ活性は、Bright-Glo®試薬を

用い、製造元の指示に従って測定した（Promega, Japan）。 

 

2.4.2 アンドロゲン受容体過剰発現モデル系における細胞増殖 に対するエンザルタミド

の効果確認 

VCaP 細胞に、Mock ベクターまたはアンドロゲン受容体発現ベクターをトラン

スフェクトした。0.3 nM DHT の存在下、TAS3681 またはエンザルタミドを 3 日間

インキュベートした。生存細胞数（Cell viability）を CellTiter-Glo®試薬を用い、製

造元の指示に従って測定した（Promega, Japan）。 
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2.5  変異型アンドロゲン受容体発現モデルの先行抗アンドロゲン剤耐性モデル

としての有用性 

2.5.1 変異型アンドロゲン受容体発現モデル系のアンドロゲン受容体転写機能に対する先

行抗アンドロゲン剤の効果確認 

アンドロゲン受容体（野生型、L702H、V716M、W742C、W742L、H875Q、H875Y、

F877L、T878A、D891Y、Q903H、H875Y／T878A、F877L／T878A、T878A／S889G、

および T878A／D891H）を発現するベクタープラスミドは、Genewiz 社から入手し

た。HEK293 細胞のルシフェラーゼレポーターアッセイのために、アンドロゲン受

容体応答性ホタルルシフェラーゼレポータープラスミドと野生型アンドロゲン受

容体または変異型アンドロゲン受容体発現プラスミドを FuGENE® HD Transfection 

Reagent を用いてトランスフェクトした。 

各種変異型アンドロゲン受容体発現細胞を RPMI-1640（フェノールレッドフリー）

にて懸濁後、3x103 cells/well で 96 well plate に播種し、CO2 インキュベータで終夜培

養した。翌日、エンザルタミドを含む抗アンドロゲン剤および DHT を各 well に添

加し、CO2 インキュベータで培養した。翌日、ルシフェラーゼ活性を、Bright-Glo®試

薬を用い、製造元の指示（Promega、Japan）に従って測定した。 
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2.5.2 変異型アンドロゲン受容体 （F877L）誘導性細胞増殖に対する先行抗アンドロゲン

剤の効果確認 

LNCaP 細胞（アンドロゲン受容体陽性ヒト前立腺癌細胞）に、レンチウィルスベ

クターを用いて変異型アンドロゲン受容体（F877L）を発現する遺伝子を導入し、変

異型アンドロゲン受容体（F877L）を安定発現する LNCaP 細胞（変異型アンドロゲ

ン受容体発現細胞（F877L））株を作製した。LNCaP 細胞および、変異型アンドロゲ

ン受容体発現細胞（F877L）を RPMI-1640 培地にて懸濁後、3x103 cells/well で 96 well 

plate に播種し、CO2 インキュベータで終夜培養した。翌日、エンザルタミドを含む

抗アンドロゲン剤および DHT を各 well に添加し、CO2 インキュベータで 6 日間培

養した。ルシフェラーゼ活性を、CellTiter-Glo®試薬を用い、製造元の指示（Promega, 

Japan）に従って測定した。  

 

2.6 アンドロゲン受容体バリアント 7発現モデルの先行抗アンドロゲン剤耐性評

価系としての有用性 

2.6.1 アンドロゲン受容体バリアント 7 転写機能の評価（in vitro） 

SAS MDV No.3-14 細胞をアンドロゲンフリー条件下で 1 日間培養した。化合物を

処置後翌日に、細胞から全 RNA を抽出し、cDNA を合成した。SAS MDV No.3-14 細

胞におけるアンドロゲン受容体バリアント 7 下流遺伝子（CDC20, CDK1, CCNA2, and 
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UBE2C）の mRNA 発現を、RT-qPCR 分析により解析した。各標的遺伝子の発現量

は、対応する GAPDH の発現量に対して正規化し、DMSO 処理細胞における相対

mRNA 発現量を 1 とし、相対値として示した。 

2.6.2 全長アンドロゲン受容体およびアンドロゲン受容体バリアント 7 の発現量の評価

（ウェスタンブロッティング） 

細胞中の蛋白を冷 M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent（Thermo Fisher 

Scientific Inc.）を用いて抽出した。核画分と細胞質画分を抽出キット（Promega）の

手順書に従って、抽出した。腫瘍中の蛋白については、プロテアーゼ阻害剤（Sigma-

Aldrich）入りの（T-PER Mammalian Protein Extraction Reagent（Thermo Fisher Scientific 

Inc.）を用いて抽出した。ウェスタンブロッティングは、タンパク質発現を分析する

ために以前報告された標準方法に従って実施した[53]。まず、等量のタンパク質をゲ

ルにロードした。泳動後、タンパク質を膜（Bio-Rad Laboratories, Inc. または Life 

Technologies Corporation, USA）に転写し、抗体とインキュベートした後、化学発光

検出システム（ImageQuant LAS-3000 または ImageQuant LAS-4010, GE Healthcare, 

UK または AmershamTM Imager 600 QC, Cytiva, UK）を使用してタンパク質画像を

取得した。一次抗体として、ヒト AR（clone D6F11, Cell Signaling Technology, USA ま

たは clone N-20, Santa Cruz Biotechnology, USA）、AR-V7（clone RM7, RevMAb 

Biosciences および clone E3O8L Cell Signaling Technology, USA）、ヒトグリセルアル
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デヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH; カタログ#2275-PC-100, Trevigen, USA）、

HDAC1（カタログ#2062）および β-チューブリン（カタログ#2126）を使用した。 

2.6.3 アンドロゲン受容体バリアント 7 driven 細胞増殖能の評価（in vitro） 

SAS MDV No.3-14細胞を、アンドロゲンフリー培地中で、3、5、7、10μMのTAS3681

とエンザルタミドとともに 3、6、9 日間インキュベートした。培養液は 3 日ごとに

交換した。細胞増殖は、CellTiter-Glo®試薬を用いて、処理後 3、6、9 日目に評価し

た。発光は、Multilabel Counter（Wallac Arvo-HTS、Perkin-Elmer 社製）を用いて測定

した。 

2.6.4 アンドロゲン受容体バリアント 7 driven 細胞増殖能の評価（in vivo） 

SCID マウスは 6 週齢で去勢し、SAS MDV No.3-14 細胞を皮下注射した[53]。抗

腫瘍活性を評価するために、SAS MDV No.3-14 細胞異種移植片を有する動物を、

平均腫瘍体積が～130-250 mm3に達した時点で、腫瘍体積に応じて 1 日目に無作為

に割り付け、TAS3681 または溶媒（0.5％ヒドロキシプロピルメチルセルロース；

HPMC）を 1 日 2 回、14 日間経口投与した。腫瘍体積およびマウスの体重を週 2 回

測定した。腫瘍体積（mm3）は、（A×B2）／2 で算出し、定義した。ここで、A お

よび B はそれぞれ腫瘍の最長径および最短径である。15 日目の相対腫瘍体積は、0

日目の腫瘍体積（TV）に対する 15 日目の腫瘍体積の比として算出した。1 日目と

15 日目に顔面静脈から採血し、血清を分離した。血清中の前立腺特異抗原（PSA）
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濃度は、PSA ELISA キット（カタログ# DKK300、R&D systems、米国）を用いて

製造業者の説明書に従って評価し、そのデータを用いて PSA 比を算出した。PSA 比

は、15 日目の各サンプルの PSA 濃度を 1 日目の PSA 濃度で割って算出した。 

 

3. 結果 

3.1  アンドロゲン受容体過剰発現による先行抗アンドロゲン剤耐性モデルの

構築 

アンドロゲン受容体の過剰発現と増幅は、エンザルタミド耐性のメカニズムとして報

告されている[44, 45]。そこで、エンザルタミドがアンドロゲン受容体阻害活性に与える

アンドロゲン受容体過剰発現の影響を調べた。VCaP 細胞（野生型アンドロゲン受容体

陽性ヒト前立腺癌細胞株）に、アンドロゲン受容体タンパク質の発現ベクターを遺伝子

導入した結果、アンドロゲン受容体タンパク質の細胞内発現量が高まることが示された

（Fig. 2-2）。また、アンドロゲン受容体過剰発現 VCaP 細胞では、DHT によるアンドロ

ゲン受容体の転写活性化と細胞増殖が親細胞よりも効率的に促進された（Fig. 2-2, Fig. 

2-3）。エンザルタミドは、親細胞では、DHT によるアンドロゲン受容体の転写活性化を

完全に阻害したが、アンドロゲン受容体過剰発現細胞では十分な阻害効果が見られなか

った（Fig. 2-3）。また、エンザルタミドは、親細胞では、DHT により誘導されたアンド

ロゲン受容体細胞増殖を完全に阻害したが、アンドロゲン受容体過剰発現細胞では十分
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な阻害効果が見られなかった（Fig. 2-4）。一方、TAS3681 は、親細胞とアンドロゲン受

容体過剰発現細胞の両方において、DHT によるアンドロゲン受容体転写活性化と増殖

を効果的に阻害した。これらの結果は、TAS3681 で処理したアンドロゲン受容体過剰発

現細胞における AR 発現量の減少と一致していた（Fig. 2-2）。 

 

 
Fig. 2-2 Effect of TAS3681 on AR protein levels in AR-overexpressing VCaP cells. VCaP cells were 

transfected with a mock vector or an AR expression vector and treated with the indicated compounds 

(10 μM) for one day. Cell lysates were subjected to immunoblotting for AR and GAPDH to confirm 

equal loading. Numbers below the AR band indicate AR protein expression relative to that in DMSO 

control cells transfected with a mock vector. A representative experiment (of 3) is shown. Enz: 

enzalutamide 
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Fig. 2-3 Effects of TAS3681 and enzalutamide on AR transcriptional activity in AR-overexpressing 

VCaP cells. VCaP cells were transfected with a mock vector or an AR expression vector, and the 

pGL4.36 luciferase plasmid and incubated for one day. The cells were treated with TAS3681 or 

enzalutamide at the indicated concentrations with 3 nM DHT in steroid-depleted medium for one day 

before luciferase activity measurements. Results are expressed as mean ± SD. ** p < 0.001 versus 

DMSO-treated cells using Wilcoxon test, #p <0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 versus DHT treated cells 

using Dunnett’s test, ♭♭ p < 0.01; ♭♭♭ p < 0.001 by Student’s t-test. 
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Fig. 2-4 Effects of TAS3681 and enzalutamide on the growth of AR-overexpressing VCaP cells. VCaP 

cells were transfected with a mock vector or AR expression vector, followed by incubation for three 

days with TAS3681 or enzalutamide at the indicated concentrations in the presence of 0.3 nM DHT. 

Results are expressed as mean of triplicate wells ± SD. *** p < 0.001 versus DMSO-treated cells 

using Student’s t-test, # p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001 versus DHT treated cells using Dunnett’s 

test, ♭ p < 0.05; ♭♭♭ p < 0.001 by Student’s t-test. Enz: enzalutamide. 

 
 
 

3.2  リガンド結合部位の変異型アンドロゲン受容体発現による先行抗アンド

ロゲン剤耐性モデルの構築 

アンドロゲン受容体の変異は、抗アンドロゲン剤による治療下で進行する患者では、

抗アンドロゲン剤に反応する患者よりも、頻度高く認められる[44] 。本研究では、

T877A、W742C、F877L などのリガンド結合部位変異型アンドロゲン受容体に対する

抗アンドロゲン剤の効果を、アンドロゲン応答性ルシフェラーゼレポーター遺伝子を
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用いた細胞ベースの一過性トランスアクチベーションアッセイを用いて研究した。

DHT 非存在下において、アゴニストモードのトランスアクチベーションアッセイで

は、エンザルタミドが変異型アンドロゲン受容体（F877L）に対してアゴニストとし

て作用し、一方で、ビカルタミドとヒドロキシフルタミドは、それぞれ変異型アンド

ロゲン受容体（W742C）と変異型アンドロゲン受容体（T877A）に対してアゴニスト

として作用した（Fig. 2-5）。しかしながら、TAS3681 は、DHT 非存在下において、試

験したすべての変異型アンドロゲン受容体に対してアゴニスト的プロファイルを示

さなかった。また、DHT 存在下でのトランスアクチベーションアッセイでも同様の結

果が得られ、TAS3681 のみが、試験したすべての変異型アンドロゲン受容体に対して

pure antagonist として機能した（Fig. 2-6）。 

さらに、機能的に特徴付けられたリガンド結合部位の変異型アンドロゲン受容体の

リストを、さらに 10 種類（L702H、V716M、W742L、H875Q、H875Y、D891Y、Q903H、

H875Y/T878A、T878A/S889G、T878A/D891H）まで拡張した[45, 54]。先に試験した 3

つの変異型アンドロゲン受容体に加えて、他の変異型アンドロゲン受容体も同様のプ

ロセスで、各変異型アンドロゲン受容体に最適な濃度を決定するために、DHT の濃度

を増加させたときのこれら 10 種の変異型アンドロゲン受容体の反応を評価した。13

種の変異型アンドロゲン受容体の転写活性化に対する抗アンドロゲン剤（TAS3681、

エンザルタミド、アパルタミド、ダロルタミド）の効果を調べ、IC50 値を算出した（Fig.2-
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7, Table 2-1）。エンザルタミドとアパルタミドは、変異型アンドロゲン受容体

（F877L/T878A）、（H875Y/T878A）および（F877L）に対してアゴニスト作用を示した

（Fig. 2-7）。ダロルタミドは変異型アンドロゲン受容体（V716M）と変異型アンドロ

ゲン受容体（H875Y）に対してアゴニスト効果を示した（Fig. 2-8）。一方で、本研究

において、TAS3681 は、追加の変異型アンドロゲン受容体に対してもアゴニスト作用

を示さなかった。 

次に、変異型アンドロゲン受容体（F877L）を安定に発現する LNCaP 細胞（変異型

アンドロゲン受容体（F877L）発現細胞）の増殖に対するエンザルタミドの有効性を

調べた。エンザルタミドとアパルタミドは、親細胞の増殖を抑制したが、以前に報告

されたように、どの濃度でも変異型アンドロゲン受容体（F877L）発現細胞の増殖を

抑制できなかった（Fig. 2-8）[42]。これらの所見を総合すると、エンザルタミドをは

じめとする抗アンドロゲン剤は、臨床的に関連するリガンド結合部位変異型アンドロ

ゲン受容体に対して一部アゴニストとして機能することが示唆される。次に、変異型

アンドロゲン受容体（F877L）発現細胞の増殖抑制における TAS3681 の有効性を検討

した。DHT 存在下での TAS3681 処理は、親細胞と変異型アンドロゲン受容体（F877L）

発現細胞の両方の増殖を強力かつ用量依存的に抑制した（Fig. 2-8）。これらの知見を

総合すると、TAS3681 は野生型および臨床的に関連するリガンド結合部位変異に対し

てアンドロゲン受容体の pure antagonist として機能することが示唆される。 
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Fig. 2-5  Agonist activities of 10 µM hydroxyflutamide, bicalutamide, enzalutamide, and 3 µM 

TAS3681 against wild-type or mutant ARs; HEK293 cells were transfected with expression vector of 

wild-type or mutant AR and pGL4.36 luciferase plasmid and incubated for one day. To analyze the 

T878A mutant AR, LNCaP cells were transfected with pGLPE luciferase plasmid and incubated for 

one day. Each cell was treated with the indicated compounds in steroid-depleted medium for one day 

before luciferase activity measurements. Results are expressed as mean of sextuplicate wells ± SD. 

#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 versus DMSO-treated cells using Dunnett’s test. 
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Fig. 2-6 Antagonist activities of hydroxyflutamide, bicalutamide, enzalutamide, and TAS3681 

against wild-type or mutant ARs; HKE293 cells were transfected with expression vector of wild-type 

or mutant AR and pGL4.36 luciferase plasmid and incubated for one day. For analysis of the T878A 

mutant AR, LNCaP cells were transfected with pGLPE luciferase plasmid and incubated for one day. 

Each cell culture was treated with the indicated compounds with 1 nM DHT in steroid-depleted 

medium for one day before luciferase activity measurements. Results are expressed as the mean of 

sextuplicate wells ± SD. ** p < 0.01 versus DMSO-treated cells using Wilcoxon test, # p < 0.05; ##p 

< 0.01; ### p < 0.001 versus DHT-treated cells using Dunnett’s test. AR, androgen receptor. 
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Fig. 2-7 Effect of TAS3681, enzalutamide, apalutamide and darolutamide on the transcriptional 

activity of mutated and wild type AR. 
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Fig. 2-7 （continued） Effect of TAS3681, enzalutamide, apalutamide and darolutamide on the 

transcriptional activity of mutated and wild type AR. 

HEK293 cells were transfected with the pGL4.36 plasmids and mutant AR expression vectors and 

then incubated for one day with DMSO or 0.0003, 0.000949, 0.003, 0.00949, 0.03, 0.0949, 0.3, 0.949, 

3, 9.49, 30 µM of TAS3681, enzalutamide, apalutamide, or darolutamide in the presence of DHT. 

Cells were subsequently harvested, and luciferase activity was determined. Results are expressed as 

the mean SD (n= 3). # More than 5% increase of relative luciferase activity (% control) was 
observed at 30 μM compared with that at 10 μM. 
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Table 2-1 IC50 values of AR antagonist against mutant and wild-type AR activation by DHT  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IC50 values were estimated from luciferase activity (% control) using XLfit
®
 version 5.5.0.5 (ID Business Solutions, IC50 

IC50 values were estimated from luciferase activity (% control) using XLfit® version 5.5.0.5 (ID Business Solutions, 

Guildford, UK) . a More than 5% increase in relative luciferase activity (% control) was observed at 30 μM compared 

with that at 10 μM. 

N.D.: not determined 
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Fig. 2-8 Inhibitory effects of TAS3681, enzalutamide and apalutamide on DHT-induced 
proliferation of LNCaP (left panel) and F877L-expressing LNCaP cells (right panel). The 
cells were incubated for six days with various concentrations of TAS3681, enzalutamide, 
and apalutamide in the presence of 0.1 nM DHT. The dashed line indicates cell viability 
in the absence of DHT. Results are expressed as mean of sextuplicate wells±SD. 

 

3.3 アンドロゲン受容体バリアント 7発現エンザルタミド耐性モデル評価系の構

築とアンドロゲン受容体バリアント 7の機能評価（in vitro） 

 本研究では、LNCaP 細胞を用いて、in vivo 皮下移植とエンザルタミド投与後およびそ

の後の in vivo 継代により、SAS MDV No.3-14 細胞株を樹立した細胞株を用いた[53]。ア

ンドロゲン受容体バリアント 7 は、CDC20, CDK1, CCNA2 および UBE2C など、アンド

ロゲン受容体が調節する遺伝子とは異なる遺伝子発現を調節することが知られており

[55]、SAS MDV No.3-14 でもそれらの遺伝子発現が、上昇していることが確認されてい

る。これら遺伝子発現が、本細胞においてもアンドロゲン受容体による発現調節を受け

ないことを確認するために、アンドロゲン受容体のリガンドである DHT を添加した。
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その結果、CDC20 をはじめ検討した全ての mRNA 発現レベルに影響しなかったことか

ら、アンドロゲン受容体とは異なる制御を受けていることが示された（Fig. 2-9）。 

また、エンザルタミドが、SAS MDV No.3-14 細胞で発現するアンドロゲン受容体バリ

アント 7 の転写機能への影響を確認した結果、CDC20, CDK1, CCNA2 および UBE2C の

遺伝子発現に影響しないことが明らかとなった（Fig. 2-9）。このことから、エンザルタ

ミドは、本細胞においてアンドロゲン受容体バリアント 7 の転写機能を阻害出来ないこ

とが明らかとなった。一方、TAS3681 は、DHT 存在下あるいは非存在下において、アン

ドロゲン受容体バリアント 7 の標的遺伝子発現を顕著に低下させた（Fig. 2-9）。 

次に、全長アンドロゲン受容体およびアンドロゲン受容体バリアント 7 の細胞内発現

への化合物の影響を評価した。その結果、エンザルタミドは、全長アンドロゲン受容体

およびアンドロゲン受容体バリアント 7 の発現には、影響しないことが明らかとなった

（Fig. 2-10, 2-11）。一方、TAS3681 は、全長アンドロゲン受容体だけでなく、アンドロ

ゲン受容体バリアント 7 の発現量を用量依存的に減少させた（Fig. 2-10, 2-11）。 

さらに、全長アンドロゲン受容体およびアンドロゲン受容体バリアント 7 の細胞内局

在への化合物の影響について評価した。全長アンドロゲン受容体は細胞質と核の両方で

検出されたが、アンドロゲン受容体バリアントは既報のように主に核に局在していた

[56]。エンザルタミドはアンドロゲン受容体バリアントの核における発現と全長アンド

ロゲン受容体の細胞質および核における発現に影響を与えなかった（Fig. 2-12）。対照的
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に、TAS3681 は全長アンドロゲン受容体とアンドロゲン受容体バリアントの発現をそれ

ぞれの局在領域で減少させた。 

 さらに、エンザルタミドは、SAS MDV No.3-14 の細胞増殖に影響しなかった（Fig. 2-

13）。先行研究における siRNA を用いたノックダウン実験にて、本細胞の増殖がアンド

ロゲン受容体だけでなくアンドロゲン受容体バリアント 7 にも依存していることが確

認されている[53]ことから、本細胞は、アンドロゲン受容体バリアント 7 発現によるエ

ンザルタミド耐性を示すと考えられた。対照的に、TAS3681 はアンドロゲン受容体バリ

アントの発現量低下作用と同濃度域において、SAS MDV No.3-14 の細胞増殖を抑制し

た。 

3.4 アンドロゲン受容体バリアント 7発現エンザルタミド耐性モデル評価系の構

築と TAS3681の有効性の評価（in vivo） 

アンドロゲン受容体バリアント 7 発現前立腺癌モデルマウスを用いて、エンザルタミ

ドを連日経口投与した結果、エンザルタミドに対する耐性が先行研究の中で確認されて

いる[53]。本研究では、さらに TAS3681 の同モデル系における有効性を評価するため、

SAS MDV No.3-14 細胞を皮下注射した去勢雄性 SCID マウスに TAS3681 を 1 日 2 回、

14 日間経口投与した[53]。マウスにおける TAS3681 の半減期（3.63 時間）を考慮し、

TAS3681 は、1 日 2 回 経口投与した。各 TAS3681 投与群（7.5、15、22.5mg/kg/日）の平

均相対腫瘍体積と溶媒群の腫瘍体積の比（T/C 比、％）は、それぞれ 64％、41％、24％
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であった。すべての投与量において、溶媒群と各 TAS3681 群との平均腫瘍体積の差は統

計学的に有意であった（p ＜0.025）（Fig.2-14）。腫瘍の退縮は、TAS3681 を 15 mg/kg/日

投与したマウス 10 匹中 1 匹、および TAS3681 を 22.5 mg/kg/日投与したマウス 10 匹中

3 匹で観察された（Fig. 2-15）。TAS3681 の投与は、SAS MDV No.3-14 腫瘍を有する去勢

SCID マウスにおいて、用量依存的に血清 PSA レベルの低下を引き起こした。TAS3681

を 15 および 22.5mg/kg/日投与した場合、投与 14 日後のベースラインからの平均 PSA 変

化率の溶媒群と TAS3681 両群との差は統計学的に有意であった（p＜0.025）（Fig. 2-16）。

本研究では、採取した腫瘍（15 日目）における全長アンドロゲン受容体およびアンドロ

ゲン受容体バリアントタンパク質の発現をウェスタンブロット法で解析した。Fig. 2-17

に示すように、異種移植片腫瘍における全長アンドロゲン受容体およびアンドロゲン受

容体バリアントタンパク質の発現は、TAS3681 によって用量依存的に低下した。これら

の結果から、TAS3681 はエンザルタミド耐性前立腺腫瘍に対して、腫瘍中の全長アンド

ロゲン受容体およびアンドロゲン受容体バリアントタンパク質レベルの低下を伴う有

意な抗腫瘍効果を発揮することが示された。 
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Fig. 2-9 Effect of TAS3681 and enzalutamide on AR-V7-related target genes in SAS MDV No. 3-

14 cells. SAS MDV No. 3-14 cells were cultured under androgen-deprived conditions for one day and 

treated with DMSO or 7.5 µM of TAS3681 or enzalutamide in the absence or presence of DHT for 

one day. Total RNA was extracted from the cells, and cDNA was synthesized. The mRNA expression 

of UBE2C in SAS MDV No. 3-14 cells was analyzed by RT-qPCR analysis. The level of each target 

gene was normalized to the corresponding expression of GAPDH, and the relative mRNA expression 

in the DMSO-treated cells with-out DHT was set as 1. Results are expressed as mean of triplicate wells 

± SD. Statistical significance was analyzed by Dunnett’s test, #p < 0.05 versus DMSO-treated cells in 

the absence of DHT; ##p < 0.01 versus DMSO-treated cells in the presence of DHT. CDC20, cell 

division cycle 20; CDK1, cyclin-dependent kinase 1; CCNA2, cyclin A2; UBE2C, ubiquitin 
conjugating enzyme E2 C.   
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Fig. 2-10 Downregulation of AR-FL and AR-Vs protein expression in SAS MDV No. 3-14 cells ex-

posed to TAS3681. SAS MDV No. 3-14 cells were exposed to TAS3681 or enzalutamide for one day 

at the indicated concentrations. Cell lysates were subjected to immunoblotting for AR (N-terminal) 

and GAPDH to confirm equal protein loading. Then, AR-FL and AR-V proteins were detected by 

assessment of luminescence over a short or long period, respectively. A representative experiment (of 

3) is shown. 

 

 

 

 

Fig, 2-11 Downregulation of AR-V7 protein expression in SAS MDV No. 3-14 cells treated with 

TAS3681. SAS MDV No. 3-14 cells were treated with TAS3681 or enzalutamide for one day at the 

indicated concentrations. Cell lysates were subjected to immunoblotting for AR-V7 and GAPDH to 

confirm equal protein loading. Enz, enzalutamide; AR-V7, androgen receptor splice variant 7. 
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Fig. 2-12 Effect of TAS3681 on AR-FL and AR-Vs protein levels in nuclear and 
cytoplasmic fractions. SAS MDV No. 3-14 cells grown in androgen-depleted medium 
were treated with TAS3681, enzalutamide, or vehicle control for one day. Levels of 
cytoplasmic and nu-clear AR-FL and AR-Vs were assessed by WB analysis. WB of the 
nuclear and cyto-plasmic fractions was performed with anti-HDAC1 (nuclear) and anti-
β-tubulin (cyto-plasmic) antibodies to confirm successful cell fractionation. A 
representative experiment (of 3) is shown. 
 
 

 

 

Fig. 2-13 Effects of TAS3681 and enzalutamide on the growth of SAS MDV No. 3-14 cells. 
SAS MDV No. 3-14 cells were treated with enzalutamide (left) and TAS3681 (right) at 
the indicated concentrations for 3, 6, or 9 days in an androgen-free medium. Results are 
expressed as mean ± SD (n = 3). 
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Fig. 2-14 Antitumor effect of TAS3681 in castrated SCID mice implanted with human 
prostate cancer SAS MDV No. 3-14 cells. SAS MDV No. 3-14 cells were implanted 
subcutaneously into the right flank of castrated SCID mice. Vehicle or TAS3681 (7.5, 15, 
or 22.5 mg/kg/day) was administered orally twice a day for 14 days. Results are expressed 
as mean ± SEM (n = 10). *p < 0.025, ***p < 0.0005 versus vehicle group using Williams’ 
test. 
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Fig. 2-15 Individual tumor progression with the administration of vehicle or TAS3681 
in castrated SCID mice bearing human prostate cancer SAS MDV No. 3-14 cells. 
Waterfall plots show tumor progression in each of the mice between days 1 and 15. A 
representative experiment (of 2) is shown. 
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Fig. 2-16 Effect of TAS3681 on serum PSA levels in castrated SCID mice bearing SAS 
MDV No. 3-14 human prostate cancer xenografts. On days 1 or 15, blood was collected, 
and serum was prepared. The PSA ratio indicated a fold change from the baseline after 
14 days of treatment. Results are expressed as mean ± SEM (n=10 mice in each group 
except for vehicle group; n=9). A representative experiment (of 2) is shown. *p < 0.025 
versus ve-hicle group using Williams’ test. 
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Fig. 2-17 Downregulation of AR-FL (left) and AR-Vs protein (right) expression in 
tumors of castrated SCID mice after treatment with TAS3681. Tumors were harvested 
on day 15, and tumor tissue lysates were subjected to immunoblotting for AR-FL, AR-Vs, 
and β-actin. The expression of AR-FL protein or AR-Vs protein in tumor tissue was 
normalized to that of β-actin, and the relative AR-FL and AR-Vs expression in the 
vehicle-treated group was set as 1. Results are expressed as mean ± SEM (n = 10).  
AR-FL, androgen receptor full length; AR-Vs, androgen receptor splice variants. 
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4. 考察 

本研究では、第二世代抗アンドロゲン剤（本研究では、エンザルタミド）に対する各

種耐性モデルの有用性を検討するために、臨床にて問題となっているアンドロゲン受

容体の増幅、アンドロゲン受容体リガンド結合ドメインの変異およびアンドロゲン受

容体のスプライスバリアント 7 の発現モデルを構築し、第二世代抗アンドロゲン剤（エ

ンザルタミド）の耐性について確認した。 

まず、臨床でエンザルタミド耐性を示す前立腺癌の特徴の一つとして、AR 過剰発現

に着眼した。従来の前立腺癌細胞モデル（VCaP 細胞株）は内因性アンドロゲン受容体

増幅を示すが、エンザルタミドやダロルタミドを含む第二世代アンドロゲン受容体シ

グナル阻害剤に対して、感受性を示す[57]。本研究においても、VCaP 細胞株を用いた

アンドロゲン受容体のレポーターアッセイ系および細胞増殖アッセイ系においてエン

ザルタミドが感受性を示した。このことは、先行研究の結果と一致する。そこで、本研

究においては、アンドロゲン受容体過剰発現前立腺癌細胞モデルとして、アンドロゲン

受容体発現ベクターを遺伝子導入した VCaP 細胞を使用した。その結果、エンザルタミ

ドは、VCaP 細胞（親細胞）における DHT 誘発アンドロゲン受容体転写活性化および

増殖を完全に阻害す一方で、アンドロゲン受容体発現ベクターを遺伝子導入したアン

ドロゲン受容体過剰発現 VCaP 細胞ではエンザルタミドが完全に機能を抑制出来なか

った。このことは、アンドロゲン受容体発現量の増加がエンザルタミド耐性の原因の一



74 
 

つであることを示唆している。次に、エンザルタミド耐性癌の課題として、AR 過剰発

現に着眼した。TAS3681 は、細胞内のアンドロゲン受容体タンパク質レベルを低下さ

せ、親細胞およびアンドロゲン受容体過剰発現細胞の両方において、DHT によるアン

ドロゲン受容体転写活性化および細胞増殖を効果的に阻害した。これらの結果は、

TAS3681 がアンドロゲン受容体過剰発現に対して完全に拮抗することを示しており、

アンドロゲン受容体低下作用によりアンドロゲン受容体アンタゴニスト作用を十分に

発揮できたことによる考えられる。 

次に、臨床においてエンザルタミド耐性を示す前立腺癌の特徴の一つとしてエンザル

タミドがアゴニストに変わるリガンド結合部位の変異に着眼した。従来のアンドロゲ

ン受容体のリガンド結合部位の変異を有する前立腺癌細胞モデル（W742C, T878A）に

対して、エンザルタミドは感受性を示した[58]。本研究においても、変異アンドロゲン

受容体（W742C, T878A）を導入した細胞株を用いたレポーターアッセイ系においてエ

ンザルタミドは、アンタゴニスト作用を示した。このことは、先行研究の結果と一致す

る。。近年、臨床において、変異型アンドロゲン受容体（F877L）がエンザルタミドとア

パルタミドをアゴニストに変換するため、エンザルタミドとアパルタミド耐性をもた

らすことが報告された[42, 58]。さらに、エンザルタミドは変異型アンドロゲン受容体

（F877L）に対しては弱いアゴニストとして作用し、二重変異型アンドロゲン受容体

（F877L/T878A）に対しては、強いアゴニストとして作用することが報告されている[58, 
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59]。 そこで、本研究においては、アンドロゲン受容体のリガンド結合部位の変異モデ

ルとして、アンドロゲン受容体発現のリガンド結合部位の変異（F877L）を遺伝子導入

した細胞を使用した。その結果、変異アンドロゲン受容体（F877L）を導入した細胞は、

エンザルタミドに対して耐性（アゴニスト作用）を示した。また、エンザルタミドは、

変異アンドロゲン受容体（F877L）を導入した前立腺癌細胞（F877L 発現 LNCaP 細胞）

の DHT 依存的細胞増殖を抑制しなかった。エンザルタミド耐性の課題として、

AR(F877L)の変異に対する作用に着眼した。TAS3681 は、エンザルタミドと異なる骨格

を有することで、AR(F877L)に対してアゴニスト作用を示さず、細胞増殖抑制作用を示

した。  

 

臨床において、エンザルタミド耐性を示す前立腺癌の特徴の一つとしてアンドロゲン

受容体バリアント 7を発現する前立腺癌に着眼した。従来の去勢抵抗性前立腺癌 in vivo

モデルは、エンザルタミドに対して感受性を示した[53]。そこで、従来の in vivo 去勢

LNCaP 異種移植腫瘍マウスモデルにエンザルタミドを長期投与する条件下で、増殖す

る腫瘍から細胞株を取得し、得られた細胞株（SAS MDV No.3-14 細胞）が、アンドロ

ゲン受容体バリアント 7 を発現していることを先行研究にて確認した。さらに、SAS 

MDV No.3-14 細胞を in vivo に移植した去勢抵抗性前立腺癌モデルは、エンザルタミド

耐性を示した。これらの所見は、これまでの報告における実験モデルを用いた観察結果
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と一致している。すなわち、アンドロゲン受容体バリアントの発現は、去勢抵抗性前立

腺癌の異種移植モデルにおいて、アビラテロン治療後に有意に上昇し、エンザルタミド

による長期治療後の前立腺癌細胞で観察された[48, 50]。本研究では、アンドロゲン受

容体バリアント 7 発現前立腺癌の研究ツールとして、SAS MDV No.3-14 細胞を用いた。

SAS MDV No.3-14 細胞において、内在性全長アンドロゲン受容体とアンドロゲン受容

体バリアント 7 は、増殖促進因子として機能する。本研究において、エンザルタミド

は、アンドロゲン受容体バリアント 7 の下流因子である UBE2C や CDC20 といった細

胞増殖因子の mRNA 発現を抑制しないことが示され、このことはアンドロゲン受容体

バリアント 7 発現が、SAS MDV No.3-14 細胞におけるエンザルタミド耐性の原因の一

因であることを示している。また、本研究において、SAS MDV No.3-14 細胞の細胞増

殖をエンザルタミドが抑制できなかったことは、SAS MDV No.3-14 細胞を用いた耐性

モデル系において、エンザルタミドが、アンドロゲン受容体バリアント 7 の機能を抑制

出来ないことを示唆する。さらに、先行研究において、SAS MDV No.3-14 細胞を移植

した異種移植片 in vivo モデル評価系においてもエンザルタミドが腫瘍縮小効果を示さ

なかったことから、in vitro で構築した去勢抵抗性前立腺癌モデル系の特徴が in vivo 系

でも維持されていると考えられる[53]。一方、アンドロゲン受容体バリアント 7 の発現

量を低下させる TAS3681 は、SAS MDV No.3-14 細胞において、アンドロゲン受容体バ

リアントの標的遺伝子発現を抑制し、細胞増殖抑制作用を示した。 
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前述の通り、去勢抵抗性前立腺癌患者における第二世代抗アンドロゲン剤耐性を克服

するために合成開発された TAS3681 は、アンドロゲン受容体・アンドロゲン受容体バ

リアントタンパク質の発現量を低下させる作用を有する新規抗アンドロゲン剤である。

本研究において新たに構築した各耐性モデル評価系において、TAS3681 は効果を示し

た。近年、第二世代抗アンドロゲン剤（アビラテロンやエンザルタミド）による治療を

受けた去勢抵抗性前立腺癌患者を対象にした TAS3681 の安全性・忍容性を評価する臨

床試験において、TAS3681 は一定の有効性を示した[60]。これまでの報告によると、

TAC3681 の臨床試験でリクルートされた患者層におけるアンドロゲン受容体の増幅、

アンドロゲン受容体リガンド結合ドメインの変異およびアンドロゲン受容体スプライ

スバリアント 7 発現の出現頻度は、それぞれ約 50%、約 10%（F877L 以外の変異も含

む）および約 25-40%である[12, 61-63]。TAS3681 が上記患者層に対して有効性を示した

ことから、今回 TAS3681 が有効性を示した 3 つのエンザルタミド耐性モデルは、一定

の臨床外挿性があることが示唆された。今後の臨床試験結果の解析において、患者毎の

耐性機序が明らかになり、各種耐性機序への TAS3681 の有効性を考察することで、本

研究にて構築した第二世代抗アンドロゲン剤耐性モデルにおける TAS3681 の有効性に

ついての更なる考察が可能になると考えられる。 

TAS3681 は、これまでの抗アンドロゲン剤と異なる骨格を有し、その薬理学的な特徴

として、本研究にて構築した 3 つのエンザルタミドに対する耐性モデル全てに対して
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有効な点が挙げられる。転移性去勢抵抗性前立腺癌は、患者間および患者内の分子不均

一性が著しく高いことが以前から知られている[64]。すなわち、前立腺癌患者間あるい

は同一患者内で異なる複数の耐性が生じることが示唆される。TAS3681 は、エンザルタ

ミドに対する 3 つの代表的な耐性機序全てを阻害するため、エンザルタミドに対して

耐性となった大部分の患者に対して有効性が期待できる。 

今後の展望として、第二世代抗アンドロゲン剤未治療の患者においても TAS3681 は有

効性が期待できると考えられる。エンザルタミドは、第一世代抗アンドロゲン剤よりも

アンドロゲン受容体に対する結合親和性を高め、第一世代の抗アンドロゲン剤の課題

（W742CやT878Aへのアゴニスト活性）を克服した抗アンドロゲン剤であることから、

現在ファーストラインの去勢抵抗性前立腺癌治療薬として広く使われている[65]。しか

しながら、前述の通りエンザルタミドがアンドロゲン受容体シグナルを強力に、かつ長

期に阻害することでアンドロゲン受容体の過剰発現、新たなアンドロゲン受容体のリ

ガンド結合部位の変異およびアンドロゲン受容体スプライシングバリアントの出現が

生じると考えられる。TAS3681 は何れの耐性機序に対しても有効性を示すことから、仮

にエンザルタミドと同様に TAS3681 を、第二世代抗アンドロゲン剤未治療の去勢抵抗

性前立腺癌患者の治療に用いた場合には、エンザルタミドよりも長く治療効果を維持

できる期待値がある。しかしながら、エンザルタミドとは異なる構造故に TAS3681 独

自の耐性変異が生じる可能性も考えられる。今後の TAS3681 の臨床試験結果の解析か
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ら、エンザルタミド耐性機序を有する去勢抵抗性前立腺癌患者への TAS3681 の有効性

に関する結果が得られることから、それら結果をもって、TAS3681 の有効性が不十分な

耐性機序や新たな固有の耐性機序に対する対策が今後の薬剤開発の観点から重要であ

る。さらに、今後の新薬のための評価モデルの臨床外挿性を高めるためには、臨床検体

を適切な方法で解析し、新たに生じる耐性機序や標的分子の生物学的な特徴を解析し、

その発症機序を理解することが、重要である。 
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5. 小括 

本研究では、男性特有の組織である前立腺を原発相として転移し、かつ既存の抗アン

ドロゲン療法に対して耐性を獲得した去勢抵抗性前立腺癌の臨床病態に着目した。ま

た、本研究では、その病態を模した in vitro 評価系（アンドロゲン受容体過剰発現系、

変異型アンドロゲン受容体発現系および、アンドロゲン受容体バリアント 7 発現系）を

構築した上で、既存アンドロゲン受容体シグナル阻害剤抵抗性との関係性を明らかに

し、それら評価系の有用性を提示した。また、各耐性モデル系において、アンドロゲン

受容体発現量低下作用を併せ持つ新規抗アンドロゲン剤である TAS3681 を評価し、効

果を示すことを明らかにした。第二世代抗アンドロゲン剤による治療後の去勢抵抗性

前立腺癌患者を対象にした臨床試験において TAS3681 が、一定の有効性を示したこと

を考え合わせると、本耐性モデルの妥当性が示唆されたと考えられる。 
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総括 

    本研究では、“前立腺に起因した難治性疾患の新規治療薬創製を指向した各種病態モ

デルの有用性検討”と題して、難治性疾患に関して臨床で得られている知見を基にした

非臨床病態モデルの新規構築を行い、その評価系の特徴を明らかにした。 

 

   第一章では、前立腺肥大で誘発される下部尿路障害とその発症機序に着目し、下部尿

路閉塞ラットモデルにおける排尿障害と神経脱落との関連性を明らかにした。続いて、

下部尿路閉塞ラットモデルにおける排尿筋収縮力を尿流動体測定データに基づいた新

たな切り口で解析することで、同モデルを排尿筋過活動だけでなく排尿筋収縮力低下

を示す収縮不全型排尿筋過活動モデルとして新たに特徴づけた。また、in vitro/in vivo に

て神経突起伸長作用を有する TAC-302 が、本病態モデルの各評価指標を改善し、さら

に臨床試験においても排尿効率および排尿筋収縮力低下を改善したことは、構築した

収縮不全型排尿筋過活動モデルの臨床外挿性があることを示唆する。 

 

第二章では、第二世代抗アンドロゲン剤に対して耐性を示した去勢抵抗性前立腺癌患

者にて認められる様々なアンドロゲン受容体の変化を、非臨床モデル系にて再現し、第

二世代抗アンドロゲン剤に対する耐性を確認することで、第二世代抗アンドロゲン剤

耐性を示す新たな in vitro モデル系を特徴付けた。新たに構築した耐性モデル評価系を
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用いて、アンドロゲン受容体低下作用を有する新規抗アンドロゲン剤である TAS3681

を評価したところ、何れの耐性モデル評価系においても、TAS3681 は効力を示した。

また、TAS3681 が、第二世代抗アンドロゲン剤による治療が行われた去勢抵抗性前立

腺癌患者において、一定の PSA レスポンスを示したことは、新たに構築した耐性モデ

ル評価系の臨床外挿性があることを示唆する。 

 

最後に、各章にて評価した化合物は、いずれも新たに構築したモデル系にて有効性を

示したものの、その有効性は十分ではなかった。したがって、新たに構築した収縮不全

型過活動モデルを用い、障害を受けた神経を標的とした化合物の更なる評価を行うこ

と（第一章）や、各種去勢抵抗性前立腺癌モデル系におけるアンドロゲン受容体および

アンドロゲン受容体バリアントのシグナルを抑制するTAS3681とは機序が異なる新規

化合物の評価（第二章）により、臨床において、高い治療効果を示す化合物の創製が可

能となることが期待される。 

今後、本研究で得られた知見を基にして、前立腺に起因した難治性疾患に対する薬剤

開発が進み、新規治療薬がいち早く患者様のもとへ届けられることを期待したい。 
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