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研究成果の概要（和文）：本研究は前立腺がんの進展におけるタンパクコード遺伝子および長鎖非コードRNA
(LncRNA)を含め網羅的な転写産物の発現解析を行った。正常、限局性の前立腺がんおよびCRPCの組織よりRNAを
抽出し次世代シークエンサーによる解析を行いCRPCに特異的な遺伝子群を同定した。CRPCで発現上昇するタンパ
クコード遺伝子はミトコンドリアに関わる因子が濃縮していた。一方ARプログラムはCRPC化に伴い変化してい
た。CRPC に特異的なAR-regulated lncRNAを同定、CRPC-Lncsと名付けてその腫瘍増殖における役割、ARのスプ
ライスング因子の調節に関わる新たなメカニズムを同定するに至った。

研究成果の概要（英文）：The molecular and cellular mechanisms of development of castration-resistant
 prostate cancer (CRPC) remain elusive. Here, we analyzed the comprehensive and unbiased expression 
profiles of both protein-coding and long non-coding RNAs (lncRNAs) using RNA-sequencing to reveal 
the clinically relevant molecular signatures in CRPC tissues. For protein-coding genes upregulated 
in CRPC, we found that mitochondria-associated pathway, androgen receptor (AR), and spliceosome 
associated genes were enriched. Moreover, we discovered AR-regulated lncRNAs, CRPC-Lncs, that are 
highly expressed in CRPC tissues. Notably, silencing of two lncRNAs inhibited CRPC tumor growth, 
showing repression of AR and AR variant expression. Mechanistically, subcellular localization of the
 splicing factor, U2AF2, with an essential role in AR splicing machinery was modulated by CRPC-Lnc #
6. Thus, our investigation highlights a new cluster of lncRNAs which could serve as AR and 
epigenetic regulators in CRPC.

研究分野： 内分泌学

キーワード： アンドロゲン　エピゲノム　非コードRNA　トランスクリプトーム　前立腺がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により治療抵抗性に陥った前立腺がんにおいて重要な新規の非コードRNA群を網羅的に報告することがで
きた。またその役割としてARのスプライシングの調節によるエピゲノムの制御機構を見出した。この結果により
がんの悪化における新たな非コードRNAの役割を明らかとした。新たな難治性がんの治療や診断マーカーの同定
につながる可能性を有し、患者数の増加する前立腺がんへの対処法の確立へ貢献する意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エピゲノム修飾は転写因子のゲノム上への結合に関わり遺伝子発現を制御する機構であり、癌、
発生、老化など様々な生物学的な現象において重要な働きをしている。エピゲノムにはヒスト
ンタンパク質のアセチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化などの修飾や DNA のシトシ
ンに置けるメチル化(5-mC)やそのヒドロキシル化 (5-hmC)などが知られている。ヒストン修飾
はそれぞれの修飾パターンにより転写活性化への関与が決まっている。例えばヒストンタンパ
ク H3 のリシン残基のアセチル化は遺伝子発現を正に制御するのに対して DNA の 5-mC は転写
因子の結合を抑制し転写が負に制御されることが知られている。 
 前立腺癌は男性ホルモンであるアンドロゲンによる刺激を受けて増殖、進行を起こすことが
知られている。アンドロゲン受容体(AR)はリガンド依存的な転写因子群である核内受容体スー
パーファミリーに属しており男性ホルモンであるテストステロンおよび還元化された
Dihydrotestosterone (DHT)をリガンドとして結合する。AR は通常細胞質内に発現しているがリ
ガンドとの結合により核内へ移行し androgen response element(ARE)と呼ばれる特異的な結合配
列を有する領域に結合しその応答遺伝子群の発現を活性化する。AR により制御を受ける
lncRNA CTBP1-AS は CTBP1 遺伝子のアンチセンス領域にアンドロゲン依存的に発現が上昇し
CTBP1 を負に制御する。また CTBP1 は新規の AR の転写抑制因子であることを見出し、アン
チセンス鎖の誘導によりエピゲノム変化を引き起こしCTBP1の抑制からARの機能を活性化す
ることを報告した。臨床サンプルによる検討でも CTBP1-AS は PSF とともに実際の前立腺癌で
高発現していることを明らかにし、我々の研究により前立腺癌におけるアンドロゲン応答性
lncRNA 群がエピゲノム制御を通して癌の進展に重要であることが示された。これらの研究よ
り新たなエピゲノム作用による前立腺癌悪性化メカニズムの解明が求められていた。 
２．研究の目的 
本研究では癌の進展に関与するエピゲノム制御メカニズムの同定と臨床応用への検討を目標

とする。我々は AR, ヒストン修飾などの ChIP-seq、細胞内に発現する非コード RNA を同定す
るため網羅的な転写産物解析を各種前立腺癌細胞で行ってきた。これらのデータを統合解析す
ることで AR により制御される遺伝子群を網羅的に探索・同定する。まず去勢抵抗性前立腺癌
(CRPC)の臨床組織において変化を受ける遺伝子群を網羅的な RNA-sequence (RNA-seq)解析に
より明らかとし、細胞レベルの実験との統合を図る。治療抵抗性の前立腺癌モデル細胞移植腫
瘍に対する治療モデル実験についても検討する。機能解析については非コード RNA の遺伝子
発現に対する影響、RNA 結合タンパク質群との interaction を解析することでゲノムワイドでの
分子メカニズムを解明する。 
３．研究の方法 
腫瘍の悪性化に関連する ncRNA およびアンドロゲン応答性を有する ncRNA の同定を行う。その
ために泌尿器科と一体となり進めている以下のゲノムワイドでの解析データを活用する。 
1) RNA-seq (LNCaP VCaP 前立腺癌細胞およびそれより派生したホルモン療法耐性モデル細胞

の両者に対して Vehicle, DHT 10 nM, DHT + Bicalutamide 10 μM 刺激をしたもの、前立
腺癌腫瘍/周辺正常組織サンプル計12ペアの組織中より抽出したRNAおよびCRPCサンプル
かたの RNA によるもの)  

2) ChIP-seq (AR, histone H3 acetylation, histone H3K4 methylation, histone H3K9 
methylation 22Rv1, LNCaP, VCaP のデータを活用する) 

これらのデータを活用して ncRNA の中から前立腺癌細胞における機能解析を行う RNA を絞り込
む。耐性細胞株において発現が高い。ARの結合部位が近傍にあり直接の応答遺伝子である可能
性が高い。またヒストン修飾、DNA メチル化解析よりエピゲノム修飾を受けておりアンドロゲ
ンによる修飾のパターンに変化があるものに絞り込む。特に治療抵抗性に移行した癌において
高発現しているなど臨床応用への価値の高いことが予想される新たな ncRNA を同定する。 
次に、得られた候補の ncRNA 群について癌細胞に与える影響を解析する。そのために siRNA の
設計を行い lncRNA の発現抑制を行う。細胞増殖は細胞数の計測、MTS assay などの試薬を用い
た化学反応による生細胞の計測などを行う。さらにはアポトーシスの検出をはじめ、これら分
子のメカニズムに迫る実験を行う。次に ncRNA の結合蛋白質を同定する。また、ncRNA の標的
として候補になる因子が新たに同定されれば、それらとの結合を生化学的に、ならびにイメー
ジング法により確認する。さらに、臨床応用を目的とした治療標的としての可能性を検証する
ために、動物（ヌードマウス）にホルモン療法耐性モデルの細胞を皮下移植して動物レベルで
ncRNA の機能を解析する。マウスには精巣摘出手術を施行して、アンドロゲン枯渇状態として
ホルモン虜法への耐性を有するかどうかも合わせて観察する。腫瘍の縮小効果を認めれば、前
立腺癌の治療標的としての効果を検証できたこととなる。またさらに効果を検証するため他の
細胞株、たとえば DU145 などの AR陰性細胞や他の AR陽性細胞である 22Rv1, VCaP 細胞なども
用いて検証する。 
また in vivo での臨床的な効果を検証するために ncRNA による腫瘍内での作用を解析する。そ
のため腫瘍の RNA を採取し ncRNA の発現量について定量的 RT-PCR により検証する。また腫瘍の
組織切片を固定して保存し、必要に応じて ISH 法や免疫組織染色などによる発現や局在の解析
を行う。 
４．研究成果 
 



前立腺癌の進展に伴い重要な因子を同
定するため、手術および生検により入手
した臨床検体を用いた網羅的な遺伝子
発現の解析を試みた。そのため前立腺癌
による前立腺全摘組織より得た限局性
前立腺癌(Pca, N=8)、その周囲の良性前
立腺(BPH, N=6)、およびホルモン療法耐
性となった前立腺癌組織（Castration 
resistant prostate cancer : CRPC, 
N=7）より RNA を抽出し次世代シークエ
ンサーを用いた RNA-sequence を施行し
た。シークエンスされた配列をヒト全ゲ
ノムへのマッピングを行い(Tophat)得
られたマッピング情報から遺伝子デー
タベース RefSeq、NONCODE、GENCODE に
登録された遺伝子領域への集積タグ数
を計算し reads per kilo base per 
million (RPKM)を算出し各遺伝子の発現
量として比較に用いた。BPH, Pca, CRPC
の間で Mann-Whitney U 検定を施行し P < 
0.05を有意差のカットオフ値としてPca
から CRPC への進展で上昇する遺伝子 
(Type_A)、BPH から Pca, CRPC で上昇し
ている遺伝子(Type_B)と定義しそれぞ
れの遺伝子群を抽出した。Type_A 遺伝子
群の中には androgen receptor(AR)や
EZH2, F0XM1, PCAT1, UBE2C, TRIM25 な
ど既に CRPC で高発現することが知られ
ている遺伝子群が含まれていた (図 1)。
また Type_B には我々が同定報告してい
る CTBP1-AS (Takayama et al. EMBO J 
2013), COBLL1 (Takayama et al. PNAS 
2018)などの遺伝子に加え AMACR などの
アンドロゲン応答遺伝子群、ARLNC1 など
最近報告されているアンドロゲン応答
性の長鎖非コード RNA も含まれていた。

それぞれの群の遺伝子の機能を GO-term を用いて解析したところ細胞周期やスプライシングな
どの機能に加え新たにミトコンドリアの酸化的リン酸化経路が CRPC において有意に濃縮され
ていることが見いだされた。次に細胞株において AR ChIP-seq, RNA-seq 解析を行い同定された
AR 応答遺伝子群を用いて AR 応答遺伝子の CRPC における発現を解析した。すると AR 依存性に
増殖しホルモン療法感受性の前立腺癌細胞 LNCaP/VCaP 細胞において AR応答遺伝子と同定され
た遺伝子群はPcaにおいて発現上昇しながらもCRPCにおいて発現低下する遺伝子が多く含まれ
ることがわかった。一方で CRPC モデル細胞 22Rv1 細胞における AR の応答遺伝子群は CRPC 組織
で発現上昇する(Type_A)遺伝子群に含まれる遺伝子が有意に多かった。これらより CRPC におい
て AR の応答シグナルは変異していること、22Rv1 細胞のほうがより CRPC に近い AR プログラム
を持つことが見いだされた。22Rv1 の AR 応答プログラムには細胞周期や細胞増殖に関わる遺伝
子が有意に含まれていたほか、ARバリアントの標的である UBE2C に加え CDK1, EZH2 など CRPC
特異的な機能を持つ遺伝子が AR の標的であることが見いだされた。 
次に得られた遺伝子群の中で Long non-coding RNA (lncRNA)に絞ってその機能を解析した。

特に AR結合部位を近傍に持ち、CRPC で発現上昇が著しい新規の lncRNA 群を CRPC-Lncs と名付
けて 15個同定した。その中で CRPC-Lnc#6 はアンドロゲン刺激により抑制を受け、ARの発現抑
制やアンドロゲン枯渇により発現が著しく誘導されることからホルモン療法による発現上昇が
示唆された。またCRPC-Lnc#9はHOX遺伝子のクラスター領域に発現するantisense RNAであり、
アンドロゲンにより CRPC 特異的に誘導される lncRNA であった。まず siRNA を用いて 15 個の
CRPC-Lncs を発現抑制したところ AR陽性の CRPC 細胞、AR 陰性の CRPC 細胞の増殖を有意に阻害
するものが半分以上同定された。特に AR 陽性 CRPC 細胞の増殖抑制効果が著しいため ARの発現
への影響を Western blot や定量的 RT-PCR 法により解析したところ、過半数の lncRNA の発現抑
制により AR の発現が抑制された。ARの機能も抑制を受けていることを Luciferase assay やア
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図１、RNA-seqにより同定されたCRPC特異的な遺伝子クラスター 
およびその機能 



ンドロゲン応答遺伝子のアンドロゲン依存
的な発現上昇の阻害により確認した。また特
に 発 現 抑 制 が 著 し い lncRNA と し て
CRPC-Lnc#4,6,9,11 が同定された。これらの
発現を定量的PCR法でも解析したところCRPC
での発現上昇が別サンプル群でも確認され
た。さらに TCGA(the Cancer Genome Atlas)
における遺伝子発現データベースを用いて
CRPC-Lncs の発現の意義を解析したところ
CRPC-Lnc#6, 9 の高発現は有意にがんの再発
に相関することがわかり、これらの発現上昇
が AR の活性化を通してがんの病期の進行に
寄与していることが推察できた。また
CRPC-Lncs の発現抑制が治療に結びつく可能
性を考えヌードマウスへの CRPC モデル細胞
の移植による in vivo での腫瘍増殖へ与える
影響を解析した。腫瘍へ CRPC-Lnc#6,9 の
siRNA の注入により去勢抵抗性の腫瘍増殖が
有意に抑制を受けた (図 2)。最後に
CRPC-Lncsを介するAR活性化のメカニズムを
スプライシングの観点から解析した。すると
ARのスプライシングにおいて重要なRNA結合
蛋白質 U2AF2 との結合が RNA 免疫沈降および
RNA pulldown assay により確認された。また
RNA FISHによる細胞内での発現の可視化を試

みたところ、両者の結合により U2AF2 の機能を細胞内局在の調整をとおしてコントロールして
いることを見いだし、AR 応答性非コード RNA 群の CRPC における新たな役割を同定することと
なった。 
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