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要 旨

ドラッグ・リポジショニングはすでに前臨床試験から早期臨床試験が済み安全性評価
が終了している薬剤が対象のため，開発費用および時間が大幅に削減される。我々は，
高尿酸血症の治療薬であるフェブキソスタットの他疾患への効果を検討してきたが，去
勢抵抗性前立腺がん治療薬としての可能性を検討するため，去勢抵抗性前立腺がん細胞
株PC-3を生理的濃度のフェブキソスタットで刺激してマイクロアレイによる網羅的な
分子レベルの解析を行った。具体的には，PC-3をヒト去勢抵抗性前立腺がんのin vitro
モデルに見立ててフェブキソスタットのPC-3における応答遺伝子群をマイクロアレイ
によって検索し，発現レベルの変化の大きい遺伝子の抽出を行った。その結果，JAK2
遺伝子の発現が著明に抑制された。同遺伝子阻害薬の去勢抵抗性を含む進行性前立腺が
んへの効果がすでに示されており，フェブキソスタットのJAK2遺伝子を介した系での去
勢前立腺がんへの治療効果については今後検討する価値があると考えられる。また，先
行実験では，転写因子NF-κBの転写能を調節することが確認されており，フェブキソ
スタットのがん進展抑制効果に関しては検討の余地が十分にあると考えられた。

ドラッグ・リポジショニングを目的とする 
トランスクリプトミクスを利用した 
去勢抵抗性前立腺がん治療薬探索の試み

鈴 木  康 裕1，2 
太 田  昌一郎1

1：福島県立医科大学 看護学部 生命科学部門
2：奥羽大学 薬学部
責任著者連絡先： 福島県立医科大学 看護学部 生命科学部門 太田昌一郎 

〒960-1295 福島市光が丘1
キーワード：ドラッグ・リポジショニング，去勢抵抗性前立腺がん，フェブキソスタット

原 著



40

── 新薬と臨牀 J.  New Rem. & Cl in .  Vol .73 No.5 2024 ──

（456）

Our Attempt to Search for Therapeutic Agents for Castration-resistant Prostate Cancer  
Using Transcriptomics for Drug Repositioning

Yasuhiro Suzuki 1, 2 and Shoichiro Ohta1

1：Division of Human Life Science, School of Nursing, Fukushima Medical University
2：School of Pharmaceutical Science, Ohu University

Corresponding author： Shoichiro Ohta 
Division of Human Life Science, School of Nursing, Fukushima Medical University 
1 Hikariga-oka, Fukushima City 960-1295, Japan

 は じ め に

ド ラ ッ グ・リ ポ ジ シ ョ ニ ン グ（drug 
repositioningまたはrepurposing）とは，ヒ
トでの安全性・体内動態がわかっている既存
薬，または開発中止品を別の疾患の治療薬と
して開発することであるため，すでに前臨床
試験から早期臨床試験が済み安全性評価が終
了しており開発費用および時間が大幅に削減
される。薬理学的な効果や安全性のプロファ
イルが既知であるという点で，上市されてい
る薬剤のドラッグ・リポジショニングであれば，
開発期間の短縮，臨床開発費の削減により，医
薬品の薬価の抑制に大きく貢献できる。この
ことは昨今社会的問題となっている国民医療
費の抑制にも大きく寄与する。一方で物質特
許の点から開発企業が敬遠することも事実で，
これまでは疾患モデルが作成しにくい難治性
疾患を対象に承認されてきた。直近では，新
型コロナの流行に対して喫緊の治療開発が社
会的に求められ多くの既存薬を利用したドラッ
ク・リポジショニングが規制緩和により試み
られている。エボラ出血熱の治療薬として開
発されたレムデシビルや抗リウマチ薬である
バリシチニブが新型コロナ治療薬として本邦
でも承認されたことは記憶に新しい。

いままで我々1)は脂質異常症に適応のない薬
剤の炎症性因子をターゲットとした新しい脂

質異常症治療薬としての可能性を探索してき
た。従来から本来の適応以外の疾患に作用を
発揮する薬剤は散見されている。例えば最近，
高尿酸血症患者における高尿酸血症治療薬に
よる脳心腎血管関連イベント発現抑制効果に
ついて（FREED試験2)）のデータが明らかと
なった。これは日本国内で行われた臨床試験
で，これまで尿酸値を低下させることで予後
を検討した前向き試験は世界的にもほとんど
なく，フェブキソスタットを投与することで，
脳心腎血管関連イベント発現の抑制効果を検
討するために行われた臨床試験である。結論
として，フェブキソスタットによる尿酸値の
低下は，高尿酸血症を有する高齢患者におい
て，動脈硬化が原因となる脳心腎血管関連イ
ベントを減少させることが明らかとなった。
フェブキソスタットがどのような機序で動脈
硬化が原因となる脳心腎血管関連イベントを
減少させるのかは，ほとんど明らかとなって
いない。

我々は高尿酸血症患者に対する高尿酸血症
治療薬による脳心腎血管関連イベント発現抑
制効果に関する結果（FREED試験2)）をヒン
トに従来から高尿酸血症治療薬の動脈硬化予
防効果について，in vitroで検討してきてお
り，ドラッグ・リポジショニングによる高尿酸
血症治療薬が動脈硬化発症に関連深いTNF-α
で誘導されたVCAM-1を抑制し，脂質異常症
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が原因の1つと考えられる動脈硬化を抑制す
る可能性に関してデータを得た1)。

まず同研究において，ヒト臍帯静脈血管内
皮細胞（human umbilical vein endothelial 
cells：HUVEC）を高尿酸血症治療薬の生理
的濃度で刺激した培養上清中の臍動脈硬化性
物質等の濃度を測定したところ，動脈硬化と
関係の深いVCAM-1がいくつかの同効薬で抑
制されることが判明した。また，HUVECを刺
激して，細胞のVCAM-1の蛋白レベルの発現
を検証したところ，フェブキソスタット1µM
以上の濃度でVCAM-1の発現が抑制される傾
向が確認された1)。さらに，フェブキソスタッ
トで前処理後，臍動脈硬化性アディポサイト
カインの1つである生理的濃度のTNF-αで処
理して24時間後，VCAM-1の蛋白レベルの
発現を検証したところ，高尿酸血症治療薬の
濃度依存的にVCAM-1の蛋白発現が抑制さ
れた1)。

今回我々は，前述の方法に従って，フェブ
キソスタットのさらなる可能性を探求すべく，
去勢抵抗性前立腺がん細胞株であるPC-3を生
理的濃度のフェブキソスタットで刺激してマ
イクロアレイによる網羅的な分子レベルの解
析を行い，去勢抵抗性前立腺がんの治療薬と
しての可能性を検討した。具体的には，PC-3
をヒト去勢抵抗性前立腺がんのin vitroモデ
ルに見立ててフェブキソスタットのPC-3にお
ける応答遺伝子群，up-regulateおよびdown-
regulateを検索し，発現レベルの変化の大き
い遺伝子の抽出を行った。さらに，抽出された
遺伝子のがんとの関連性を文献等で検索した。

Ⅰ 方 法

1．培養
細胞は去勢抵抗性前立腺がん細胞株PC-3

（城西大学薬学部臨床病理学 渡辺知恵教授よ
り供与を受けた）を用いた。培地は，5％ウ
シ胎児血清RPMI1640（富士フイルム和光純

薬，大阪）を使用し6wellプレートでサブコ
ンフルエントになるまで培養した。
2．MTTアッセイ

前日に6wellプレートにおいてサブコンフ
ルエントの状態で培養したPC-3を，5％ウシ
胎児血清RPMI1640を使用して，96wellプレー
トに100µLずつ播種した（2500cells/cm2）。翌
日，培地交換を行い，まずPC-3に対する増
殖の影響を検討するため，フェブキソスタッ
ト最終濃度を0µM，10µM，100µMの3点に
設定した。なお，ここでは血清の増殖に与え
る影響を確認するため，5％血清を加える系

（血清ありの系）と加えない系（血清なしの
系）を設定した。フェブキソスタット0µM
の群はvehicleとして，血清ありの系，血清
なしの系いずれもフェブキソスタットの代わ
りに1％ジメチルスルホキシド（dimethyl 
sulfoxide：DMSO，富士フイルム和光純薬，大
阪）を加えたvehicle（DMSO）群とDMSOを
加えないvehicle（water）群を設定した。フェ
ブキソスタット10µM，100µMの群はフェブ
キソスタット刺激群とした。

なお，フェブキソスタットは帝人ファーマ
より提供を受けた。さらに，37℃，5％CO2

条件下にて24時間培養し，培養終了後，顕微
鏡下で細胞の増殖を確認し，MTT（3-｛4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl｝ -2,5-Diphenyltetrazarium 
Bromide）25mgに滅菌したリン酸緩衝生理
食塩水（phosphate-buffered saline：PBS，
ナカライテスク，京都）5mLを加えた試液

（12.01µM）を，各ウェルに20µLずつ加えた。
37℃，5％CO2条件下にて，3時間培養した。培
養終了後，培養液を除去し，滅菌PBS 200µL
で1回洗浄した。マイクロプレートリーダー
で570nmの吸光度を測定した。
3．発現遺伝子の網羅解析

本実験では，遺伝子網羅解析に十分な遺伝
子を収集するために，PC-3は薬物投与前日ま
でに35mm細胞培養ディッシュで5％ウシ胎
児血清RPMI1640を用いてサブコンフルエン
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トになるように培養した。薬物投与は，MTT
アッセイでフェブキソスタットの細胞増殖に
与える影響が少ないと判断された，血清なし
の系のフェブキソスタット10µMに調整した
培地と交換し，交換後，薬剤投与 15 分後，
TNF-α（Human TNF-α，Pepro Tech Inc., 
United States）の濃度が10ng/mLになるよう
培地に加えた。本実験でのvehicle群は，フェ
ブキソスタットおよびTNF-αを添加せず，
培地に1％となるようにDMSOのみを添加し
た群とした。

24 時間後，PBS で 3 回洗浄し，TRIzol® 
Reagent（Invitrogen, CA, USA）を加えて細
胞を溶解させ，スクレイパーでかき取った。ク
ロロホルム（富士フイルム和光純薬，大阪）
200µLを加え，15秒間力強く振り，室温で3
分間放置した。13000rpm，15min，4℃で遠
心分離後，上層にある水層を新しくチューブに
移した。氷冷したイソプロパノール（ナカラ
イテスク，京都）500µLを加え，軽くボルテッ
クス後，室温で10分間放置した。13000rpm，
15min，4℃で遠心分離後，上清を捨て，氷冷
した75％エタノール（ナカライテスク，京都）
1mLを加え，軽くボルテックスした。7500g，
5min，4℃で遠心分離後，上清を捨て，30〜
60秒乾燥させた。最後に，total-RNA濃度測
定のための吸光度測定がしやすいように1×
TE Buffer〔10×TBS（20mM Tris, 0.5M 
NaCl），2NA（EDTA・2Na），pH：7.5〕20〜
30µLを加えた。Nano Drop（NanoDrop Lite 
Spectrophotometer，Thermo Fisher Scientific，
東京）にてtotal-RNAの濃度測定をした。そ
のRNAを用いてマクロジェン・ジャパン社
でBio-chio® 法を用いてvehicle群とTNF-α
下でのフェブキソスタット刺激群で遺伝子の
発現レベルの検討を行った。
4．統計

MTTアッセイのデータに関しては，血清あ
りの系，血清なしの系のvehicle（water）群，
vehicle（DMSO）群，フェブキソスタット

刺激群の10µM，フェブキソスタット刺激群
の100µMの各群の平均±標準偏差を算出し，
vehicle（water）群，および各群間との比較
を行った。

2群比較にはF検定を行い，両群が等分散
であった場合，t検定を行った。3群以上の場
合，ANOVAにて分散分析を行い，post hoc
テストとしてDunnett法で検定を行った。

Ⅱ 結 果

1．MTTアッセイ
血清なしの系の結果は，vehicle群とフェブ

キソスタット刺激群との間で細胞の増殖に有
意差は認めなかった（図1）。各群間でも同様
であった。血清ありの系ではフェブキソスタッ
ト刺激群の10µMで同群の100µMに比較して
有意な増殖活性を認めた（図1）。血清ありの
系のPC-3増殖に関連する遺伝子を抽出する
目的で，フェブキソスタット刺激群の10µM
での遺伝子発現を網羅的に検討した。
2．遺伝子解析結果

フェブキソスタット刺激群の10µMとvehicle
群での遺伝子発現量の比（刺激群/vehicle群）
が低下あるいは増加したそれぞれ上位10遺
伝子を表1に示した。

Ⅲ 考 察

PubMedで，表1に示した遺伝子名とprostate 
cancerをキーワードにして，検索を行った。
上位10遺伝子の中で，前立腺がんの進展に関
連が文献的に示唆される遺伝子について抽出
し検討を行った。

刺激群/vehicle群が低下した遺伝子ではアポ
トーシスの経路では重要な役割を持つJAK2
の阻害薬の去勢抵抗性を含む進行性前立腺が
んへの効果が示唆されている3)4)。国内でも去
勢抵抗性前立腺がんに適応のあるエンザルタ
ミドの治療抵抗性にJAK2/STAT1経路が関
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図1 MTTアッセイ（PC-3細胞）
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MTTアッセイ
血清ありの系において，フェブキソスタット刺激群の10µMでは
100µMに比較して有意な増殖活性を認めた。なお，血清なしの系の
vehicle（water）群の吸光度を100％として各群の比較を行った。図
中の10および100はそれぞれフェブキソスタットの濃度が10µM，
100µMであることを意味する。

＊：P＜0.05（Turkey）

表1� 発現遺伝子の網羅解析において遺伝子発現量の変化が大きい遺伝子群 
（刺激群/vehicleの比で表示）

遺伝子名 遺伝子発現低下群 遺伝子名 遺伝子発現増加群

HBA2 0.2345699 USP9X 4.087985276

HBA1 0.2345699 ANKRD30A 2.675298739

RBM26 0.2540809 CFHR2 2.674853726

JAK2 0.3059102 KIAA1456 2.672889136

BCHE 0.3197286 PPFIA4 2.671166675

PCDH19 0.3271988 COL6A6 2.599474495

ATP13A3 0.3372709 MYH9 2.592960088

RNF180 0.3423727 FARP1 2.575602580

PICK1 0.3464549 RDH10-AS1 2.574781486

ZNF689 0.3613152 C9orf135 2.562176746

太字は文献検索上前立腺がんの進展に関連が示唆された遺伝子 数字は発現比
フェブキソスタット刺激群の10µMとvehicle群での遺伝子発現の比（刺激

群/vehicle群）として，この条件で発現が低下あるいは増加したそれぞれ上
位10遺伝子を表に示した。去勢抵抗性を含む進行性前立腺がんへの効果が示
唆されているJAK2遺伝子などのフェブキソスタットでの抑制が確認された。
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与しているとする報告5) もある。ブチリルコ
リンエステラーゼ（butyrylcholinesterase：
BCHE）は肝臓での．蛋白質の合成能をみる
肝機能検査に用いられるが，前立腺がん患者
の血清中BCHE濃度が高いほど手術後の腫
瘍マーカー上昇を基準とした再発が少ないと
する報告6)もある。一方でBCHEの子宮体がん
の組織中での発現が多いほど予後が悪いとさ
れる報告7)もある。PICK1はトランスフォーミ
ング増殖因子β（transforming growth factor-
β：TGF-β）シグナル伝達の抑制因子であ
るが，前立腺がんの骨への転移を抑制する効
果が報告8) されている。

刺激群/vehicle群が増加した群について
は，USP9XはERK遺伝子の経路などを介して
前立腺がんの浸潤能を調節するとする報告9)，
そして前立腺がん患者の血清中のUSP9Xは
Mcl-1遺伝子と協働して前立腺がんの進展や
放射線治療の抵抗性と関連するとする報告10)，
さらには，USP9Xの抑制が前立腺がん細胞
のアポトーシスを誘導するとする報告11) があ
る。PPFIA4は去勢抵抗性前立腺がんを進展
させるとの報告12)がある。MYH9はTUBB4A
のシグナル伝達に関連して前立腺がんの増殖
に関与するとの報告13)があるが，一方でMYH9
はアンドロゲンレセプターを抑制するとの報
告14)もある。MTTアッセイでは，血清ありの
系のフェブキソスタット刺激群の10µMで増
殖能の有意な上昇が認められた。しかしなが
ら，血清なしの系のフェブキソスタット刺激
群の10µMでは，増殖能の上昇は認められな
かった。フェブキソスタット刺激群の10µMの
ほうが100µMよりも生理的であるため1)，あ
えて細胞増殖に関連する以外でがんの抑制に
関与する遺伝子群を検索するために，血清な
しの系のフェブキソスタット刺激群10µMで
網羅的遺伝子解析を施行した。

一方で，この濃度で変化した遺伝子群の中
では，JAK2の発現が著明に低下した。同遺伝
子の阻害薬の去勢抵抗性を含む進行性前立腺

がんへの効果が報告されており，フェブキソ
スタットのこの系の抑止への関与については
今後検討する価値があると考えられる。具体
的にはPC-3でJAK2遺伝子のノックアウト細
胞を作成して分子生物学的手法を駆使して，
JAK2ノックアウトPC-3細胞がどのように変
化したのか，例えば，がん細胞の浸潤能や運
動能を検討する，そして，その細胞を用いた
動物への移植実験などが必要であろう。JAK2
は血液細胞の分化，増殖の調整の役割を担う
遺伝子であり，JAK2阻害薬がリウマチの治
療薬として使用されている。JAK2阻害薬の前
立腺がんへの効果についても今後検討の余地
が大いにありそうである。

JAK2ばかりではなく，この遺伝子の網羅
的解析の結果のみでの薬剤の各疾患に対する
評価を行うには限界がある。まずは，リアル
タイムPCR法などの他の遺伝子発現を検索す
る方法での結果のコンファーム，さらには前
述のとおり，ノックアウト細胞の作製やその
細胞を用いた動物実験が必要になるであろう。
この解析結果はプレリミナリーではあるが，
無数の遺伝子から，疾患に関連する遺伝子を
抽出するにはよい方法であると考えられる。

我々1)の先行実験では，フェブキソスタット
はTNF-α存在下で転写因子NF-κB（nuclear 
factor-kappa B）の転写能を調節することが
確認されている。NF-κBは各種がんの増殖，
転移等進展に大きく関与しており，フェブキ
ソスタットのがん進展抑制効果に関しては検
討の余地が十分にあると考えられた。

今後は細胞増殖以外の，転移にかかわる現
象などへの本剤の影響そしてin vivoの実験へ
と移行して本剤の去勢抵抗性前立腺がん治療
への可能性をさらに深めていきたい。
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