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研究成果の概要（和文）：本研究では前立腺癌において重要なアンドロゲン受容体(AR)の標的遺伝子を解析し、
p53の翻訳後の機能制御に重要な遺伝子について解析した。その結果,G3BP2がp53に結合しp53の核外輸送を促す
ことを発見した。その分子機構としてRanBP2を介したSUMO化がアンドロゲン処理、G3BP2依存的に起きているこ
と、SUMO化を促す複合体形成に新たな因子TRIM25が必要であることを見出した。またG3BP2は脱ユビキチン化酵
素USP10により蛋白レベルで正に制御されることも観察した。以上、p53のアンドロゲンによる翻訳後制御が
G3BP2を中心に引き起こされる新たな癌の悪性化メカニズムを見出した。

研究成果の概要（英文）：The androgen receptor (AR) has a central role in prostate cancer 
progression. Loss of the p53 tumor suppressor contributes to malignancy. We identified G3BP2 as a 
novel AR target involved in p53 signals by integrative sequence analysis. We then explored how G3BP2
 modulates p53 activity and revealed that RanBP2, SUMO-E3 ligase, and TRIM25 are promising 
G3BP2-associating proteins in addition to known USP10. Mechanistically, translocation of p53 to 
cytoplasm was promoted by androgen-dependent sumoylation mediated by RanBP2. TRIM25 was 
indispensable for this complex formation and translocation of p53 to cytoplasm. Furthermore, G3BP2 
expression is regulated at protein level through USP10-mediated inhibition of G3BP2 
polyubiquitylation. Thus, G3BP2 has a repressive effect on p53 signaling through systematic 
interaction with RanBP2/TRIM25/USP10.

研究分野：内分泌　前立腺癌　アンドロゲン

キーワード： Prostate　p53　Androgen　Nuclear export　G3BP2　TRIM25　USP10
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１．研究開始当初の背景 
アンドロゲン受容体(AR)はリガンド依存
性の転写因子として機能し、男性ホルモンで
あるアンドロゲンと結合することで核内に
おける遺伝子発現を制御する。前立腺癌では
AR が高発現し、その増殖、病気の進行に不
可欠なシグナルを制御している。そのため前
立腺癌の治療には ARを阻害するホルモン療
法が最も効果的である。しかしながら長期の
治療に伴いホルモン療法に抵抗性を示す
Castration-resistant prostate cancer 
(CRPC)に進行することが知られている。
CRPCにおいては ARの高発現、ARシグナ
ルの活性化が報告されており ARの下流シグ
ナルを解析することは CRPC へ至る分子機
構の解明、治療法の開発に有用である。 
よく知られている癌抑制遺伝子である p53
の欠損、機能不全は癌の発生において重要で
ある。p53の欠失によってDNA損傷の修復、
アポトーシスの抑制、悪性細胞への変化をも
たらす。過去の報告では p53 のリン酸化、
SUMO化、アセチル化、ユビキチン化などの
翻訳後修飾は細胞内の p53局在、転写活性化
において重要である。たとえば p53のリン酸
化、アセチル化は核内での転写活性化能を上
昇させ細胞増殖の抑制、アポトーシスの促進
を促す。細胞内の局在は p53のユビキチン化
の程度で制御されることも報告されている。
モノユビキチン化は核外への輸送に重要で
あり、ポリユビキチン化は蛋白分解へ通じる。
また p53の SUMO化ははっきりとした結論
はでていないものの転写活性化を抑制、活性
化するなどの報告がなされている。ユビキチ
ン化と SUMO 化の割合が重要であるが十分
な解析がなされていない。 
２．研究の目的 
本研究ではアンドロゲンによる ARを介した
p53の翻訳後修飾の制御について解析を行っ
た。そのため p53の細胞内局在に重要な因子
を siRNA スクリーニング、ならびに前立腺
癌細胞における RNA-seq および AR の
Chromatin immunoprecipitation and 
sequence (ChIP-seq)によって AR の下流シ
グナルを解析する手法と組み合わせて解析
する。また得られた ARの標的遺伝子につい
ては質量分析器を用いた結合タンパク質の
同定を通じてp53の修飾、特にユビキチン化、
SUMO化の観点から検討していく。本研究に
より p53とARの蛋白レベルでの制御メカニ
ズムを同定することを目的とする。 
３．研究の方法 
結合タンパク質の同定には LC-MS/MS / a LTQ 
Mass Spectrometer (Thermo Scientific)を
用いた。Flag-tag を N 末端に結合させた AR
標的遺伝子のタンパク質を前立腺癌細胞
LNCaP 細胞において高発現させ細胞抽出液を
採取した。Flag 抗体によって免疫沈降を行い
Flag 結合タンパク質を遊離させ質量分析に
より内容物を同定する。一方空ベクターを発
現させた細胞と比較して特異的なタンパク

質の同定を行う。得られた結合パートナーに
ついては免疫沈降により確認した。SUMO 化の
同定には N-ethylmaleimide 入りの SDS バッ
ファーにより denature 状態で細胞を回収し
NP40 入りの lysis バッファーで希釈し
anti-SUMO 抗体もしくは p53 抗体により目液
沈降する。 
AR の標的遺伝子は次世代シーケンサーによ
り同定された AR 結合部位およびアンドロゲ
ン応答性の転写産物のゲノムワイドでのデ
ータより絞り込む。それらに対し siRNA を設
計しp53の細胞内局在に影響を与えるかスク
リーニングを行う。 
また発現抑制により AR 標的遺伝子の細胞モ
デルでの機能を解析する。増殖能、浸潤能、
細胞周期、アポトーシスについて検討する。
さらに細胞レベルのデータを下に in vivo、
臨床への応用への検討まで発展させる。その
ために、まず臨床データを用いた検討を行う。
臨床サンプルにおける発現レベルを免疫組
織染色を用いて解析する。さらに動物への癌
細胞移植モデルを用いたin vivo での腫瘍増
殖への影響について siRNA を用いて検討し、
癌治療への応用が可能であるかを検討する。
また細胞内の蛍光免疫染色により細胞内タ
ンパク質の局在を解析した。また免疫組織染
色により p53 の組織内の局在も解析した。 
４．研究成果 
(1) p53 の細胞内局在を制御する AR標的遺伝
子 G3BP2 の同定 
前立腺癌細胞 LNCaP 細胞を用いて p53の細胞
内局在の変化を担う AR 標的遺伝子を解析し
た。まず dihydrotestosterone (DHT)刺激に
よりp53は核内から細胞質への移行が観察さ
れた。次に AR 結合部位をプロモーターに有
する遺伝子、かつ RNA-seq によりアンドロゲ
ン刺激により発現上昇する遺伝子群を絞り
込んだ。それらの遺伝子群のなかで細胞内輸
送に関与する遺伝子を選択し 10 遺伝子を候
補として見出した。siRNA による発現抑制を
行い DHT刺激により p53の細胞質への移行が
阻害される siRNA を選び出した。以上のスク
リーニングにより AR の直接的な標的遺伝子
として G3BP2 を同定した。 
 G3BP2 の発現抑制は前立腺癌細胞の増殖、遊
走能を抑制した。In vivo における検討では
ヌードマウスへ移植された腫瘍増殖につい
てG3BP2の発現抑制を行うことで腫瘍増殖の
低下を観察した。さらに発現上昇により抗ア
ポトーシス能の亢進を観察し定量的 RT-PCR
ならびに Western blot 法により p53 シグナ
ルの抑制も見出した。よって G3BP2 は p53 の
核外輸送によりアポトーシスや腫瘍増殖を
制御する因子であることが考えられた。 
(2) G3BP2 の SUMO 化を介する p53の核外輸送
制御機構の同定 
さらに G3BP2 の p53 核外輸送のメカニズム
を解析するためG3BP2の結合タンパク質を解
析した。質量分析器を用いて G3BP2 と結合す
る蛋白群を網羅的に同定、陰性コントロール



と比較し特異的に結合が認められるタンパ
ク質を選択した。分子輸送やユビキチン、ス
モ化に関与する遺伝子群のなかで最もスコ
アの高い因子として Ran binding protein 
(RanBP2)が同定された。RanBP2 はスモ化を促
す E3 ligase として知られていた。よってス
モ化を介するp53の核外移行の検討を行った。 
 興味深いことにアンドロゲン刺激により
p53 はスモ化されていることを見出した。さ
らに RanBP2 の発現抑制はこのスモ化を消失
することに加えp53の核外輸送も抑制するこ
とを見出した。一方RanBP2のoverexpression
系によりp53のスモ化を促すことも確認した。
以上のことより RanBP2/G3BP2 による p53 の
スモ化、アンドロゲン依存的な p53 の核外輸
送によるp53シグナルの抑制機構を明らかと
した。 
(3) G3BP2 結合する TRIM25 の同定 
さらに G3BP2 の結合因子のなかで RanBP2 に
次いでユビキチン、スモ化関連因子として同
定 さ れ た の は Tripartite motif 25 
(TRIM25)/estrogen responsive finger 
protein (Efp)であった。TRIM25 はエストロ
ゲン応答遺伝子としてユビキチン E3 ligase
として機能し乳がんの進展、転移に重要な因
子として知られている。まず p53, TRIM25, 
G3BP2 が複合体を形成していることを免疫沈
降法により明らかとした。さらに TRIM25 の
発現抑制により G3BP2 を介する p53の核外輸
送が抑制されることに加えp53のシグナルが
活性化されることを見出した。したがって
G3BP2のp53抑制にTRIM25も関与しているこ
とが考えられた。TRIM25 は p53 のユビキチン
化酵素である MDM2 の活性を低下させポリユ
ビキチン化に抑制的に働くことが知られて
いる。本研究ではTRIM25の発現抑制はRanBP2, 
G3BP2 と p53 の複合体形成を抑制することが
観察され TRIM25 はユビキチン化を抑制しス
モ化を介したp53の制御を促進する機能を有
することが考えられた。 
(4) USP10 を介する G3BP2 の蛋白レベルでの
発現制御 
さらにG3BP2結合タンパク質として脱ユビキ
チン化酵素である Ubiquitin specific 
protease (USP10)を同定した。USP10 と G3BP2
の結合は知られているほか USP10 と p53 の結
合、p53 の脱ユビキチン化を促すことも知ら
れている。すなわち USP10 は p53 の安定化に
より核内のp53発現を亢進させる機能を有し
ている。しかしながら本研究では新たな
USP10 の機能として G3BP2 にも USP10 が働い
ていることを見出した。まず USP10 の発現抑
制によりG3BP2のタンパク質レベルでの発現
が減少することを見出した。この減少はユビ
キチン系の分解経路を抑制することで回復
する。また USP10 抑制下で G3BP2 のポリユビ
キチン化は亢進することも観察されたこと
からユビキチン化を介する分解であること
が推測された。G3BP2 による p53 への抑制的
な働きはUSP10の発現上昇により顕著となり、

逆に USP10 の発現抑制により G3BP2 依存的な
p53 の抑制、細胞増殖の亢進の減弱を認めた。
以上より USP10 は G3BP2 の発現亢進により前
立腺癌の悪性化を進めるために必須の因子
であり前立腺癌においては癌遺伝子的な機
能を有していることが示された。 
(5) 臨床サンプルを用いたG3BP2を中心とす
るシグナルと p53 局在、予後との関連解析 
さらに臨床検体を用いた前立腺癌におけ
る G3BP2/TRIM25/USP10/p53 の発現解析を行
った。G3BP2 は癌部において発現の亢進が認
められ、特に悪性度の高い癌での発現が高い
ことが見出された。TRIM25, USP10 とは発現
が正相関しており協調的な腫瘍内での作用
が 推 測 さ れ た 。 ま た p53 は
G3BP2/TRIM25/USP10 の高発現にともない細
胞 質 で 優 位 に 発 現 し て い る 。
G3BP2/USP10/TRIM25 の高発現はいずれも前
立腺癌の予後不良に寄与する因子であるこ
とが見出された。 
また NCBI の Gene expression omnibus 
(GEO)や Oncomineなどに登録された公共デー
タベースを用いて遺伝子の発現解析を行っ
た。いずれの因子も癌における高発現が確認
された他、mRNA レベルであるが転移部特異的
に TRIM25 や RanBP2 の高発現が観察され病気
の進行に重要な役割を果たしている可能性
が示唆された。 
(6) 考察、今後の課題 
本研究によりG3BP2はアンドロゲンの直接
的な標的遺伝子として前立腺癌で高発現す
ること、その分子作用の一つとして p53 に対
する抑制的な機能が見出された。さらに
TRIM25 や RanBP2 といった前立腺癌の悪性化
に伴い発現上昇する因子群と複合体を形成
しp53のスモ化を通して核外への輸送を促し
p53 の活性が低下していることが推測される。
ARの標的遺伝子であるUSP10もG3BP2と結合
しG3BP2の蛋白レベルでの発現を保つために
必要であることが考えられる。これまで
USP10 は p53 の安定化による癌抑制的な作用
が報告されてきたが新たな一面を見出すこ
とに成功した。今後の課題としては RanBP2
や TRIM25 の悪性度の高い癌での発現上昇機
構、USP10 とは逆に G3BP2 のユビキチン化に
促進的な因子の同定、TRIM25 が G3BP2 と p53
の結合を促すメカニズムの同定が考えられ
る。 
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