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研究成果の概要（和文）：AR-V7はARのスプライシングバリアントの一つであり、去勢抵抗性前立腺癌において
恒常的に活性状態にある。我々は、スプライシング因子であるSF3B2がAR-V7の発現に関わる遺伝子であることを
同定し、実際のヒトの前立腺癌検体においてもSF3B2の発現量と癌の悪性度に相関があることを明らかにした。
遺伝子の機能解析から、SF3B2はARを含む標的遺伝子の発現を調節し、また癌の増殖に関わることを明らかにし
た。生体内における癌の進展は、AR-V7の発現を介して行われていることを明らかにした。Pladienolide Bの投
与によって生体内において前立腺癌の進展が抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Androgen receptor splice variant-7 (AR-V7) is a constitutively active AR 
variant implicated in castration-resistant prostate cancers. Here, we show that the RNA splicing 
factor SF3B2, identified by in silico and CRISPR/Cas9 analyses, is a critical determinant of AR-V7 
expression and is correlated with aggressive cancer phenotypes. Transcriptome and PAR-CLIP analyses 
revealed that SF3B2 controls the splicing of target genes, including AR, to drive aggressive 
phenotypes. SF3B2-mediated aggressive phenotypes in vivo were reversed by AR-V7 knockout. 
Pladienolide B, an inhibitor of a splicing modulator of the SF3b complex, suppressed the growth of 
tumors addicted to high SF3B2 expression. These findings support the idea that alteration of the 
splicing pattern by high SF3B2 expression is one mechanism underlying prostate cancer progression 
and therapeutic resistance. This study also provides evidence supporting SF3B2 as a candidate 
therapeutic target for treating patients with cancer.

研究分野： 泌尿器腫瘍

キーワード： 前立腺癌　去勢抵抗性前立腺癌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
去勢抵抗性前立腺癌の薬剤抵抗性マーカーと考えられているAR-V7が発現する原因の一つとして、SF3B2を同定し
た。さらには、遺伝子発現解析やPAR-CLIPなどの最先端の技術を用いて、SF3B2が癌の進展に寄与するメカニズ
ムを明らかにした（スプライシングの調節、遺伝子発現の調節）。またSF3B複合体を抑制する化合物
PladienolideBが、癌の増殖を抑制することが明らかになり、SF3B2が新たな治療標的となりうることが明らかに
なった。

※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 
 
前立腺癌の去勢抵抗性獲得のメカニズムの一つに、アンドロゲンレセプター（AR）の splicing 
variant の出現が挙げられている 。また、この variant の一つである AR-V7 は近年、去勢抵抗
性前立腺癌（CRPC）に対する新規内分泌治療薬への抵抗性に関与していることが報告されてき
ているが、この AR-V7 が発現するメカニズムについては、これまでほとんどわかっていない。
我々はこの AR-V7 が発現するメカニズムの一つとして、スプライシングに関わる RNA 結合タ
ンパクが関与していると仮説を立てた。AR-V7 発現のメカニズムの一端を明らかにできれば、
これが去勢抵抗性前立腺癌の治療の礎になる可能性があると考え、研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
前立腺癌の去勢抵抗性獲得のメカニズムの一つに、アンドロゲンレセプター（AR）の splicing 
variant の出現が挙げられている 。また、この variant の一つである AR-V7 は近年、去勢抵抗
性前立腺癌（CRPC）に対する新規内分泌治療薬への抵抗性に関与して いることも報告されて
きている。しかし、この AR-V7 が発現するメカニズムについては、これまでほとんどわかって
いない。我々はこの AR-V7 が発現するメカニズムの一つとして、スプライシングに関わる RNA
結合タンパクの一つである SF3B2 が関与していることを見出した。CRPC の進展メカニズムの
一つとして SF3B2 の発現上昇が関与していると考え、本申請研究は、前立腺癌における SF3B2
の機能解析と新規治療標的としての妥当性評価を主目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
SF3B2 が AR の pre-mRNA に結合するか次世代シークエンサーを用いて解析したところ、SF3B2 は
直接、AR-V7 に特異的な領域（cryptic exon 3）に結合する予備的な結果を得ているが、この領
域がAR-V7を発現させるために必要か確かめる必要がある。SF3B2が結合する領域をCRISPR/Cas9
でノックアウトすることで、AR-V7 発現が低下するか検討する。この実験では AR-V7 遺伝子の終
止コドンの直前に EGFP をノックインした細胞を用いて、AR-V7 発現をフローサイトメトリーで
解析する。この AR-V7 遺伝子に EGFP をノックインした細胞はすでに樹立済みである。さらに、
AR-V7 が低下した細胞をフローサイトメトリーにて分離・回収し、qPCR にて通常の AR の発現は
維持されていることを確認する。この実験により SF3B2 が結合する cryptic exon 3 領域が AR-
V7 の発現に重要であることを検証する。 SF3B2 の強制発現によって転移性去勢抵抗性前立腺が
ん細胞において AR-V7 の発現が増加する予備的な結果を得ている。また、実際の前立腺がん症例
においても SF3B2 の発現量は AR-V7 発現量と正に相関することを見出している。SF3B2 は AR-V7
以外の遺伝子のスプライシングや発現を制御していると考えられるので、SF3B2 を強制発現した
細胞株とコントロール細胞株から RNA を抽出し、RNA-seq を行うことで網羅的な遺伝子発現解析
を行い、SF3B2 が遺伝子のスプライシングや発現にどのような影響を与えているかを解析する。 
Pladienolide B が AR-V7 の発現を抑制する予備的な結果を得ている。しかし、Pladienolide B
が直接 SF3B2 の機能を抑制するか不明であるので、Pladienolide B が SF3B2 複合体を直接阻害
するかを明らかにする。予備的な実験から、転移性去勢抵抗性前立腺がん細胞において、SF3B2
が SF3B 複合体の一部のタンパク質と相互作用することを見出しているので、タグを付加した
SF3B2 を強制発現させた前立腺癌細胞株を作成し、この細胞株から SF3B2 複合体をタンパク精製
し、この SF3B2 複合体に Pladienolide B を作用させた場合に、SF3B2 複合体から構成因子が解
離するか検討する。 前立腺癌細胞に SF3B2 を強制発現させた場合、去勢下の生体内における腫
瘍の成長に影響を与える予備的な結果は得ている。また、Pladienolide B が転移性去勢抵抗性
前立腺がん細胞において AR-V7 の発現を抑制する予備的な結果は得ているが、Pladienolide B
が生体内で転移性去勢抵抗性前立腺がんに対し抗腫瘍効果を持つか不明である。SF3B2 を強制発
現した前立腺がん細胞株とコントロール細胞株を去勢マウスへ移植し、これらの腫瘍が
Pladienolide B の腹腔内投与によって、退縮するか検討する。 
 
 
４．研究成果 
 

アンドロゲン受容体のスプライシングバリアントの一つである AR-V7 の発現は、去勢抵抗性
前立腺癌がアンドロゲン非依存性に増殖できるメカニズムの一つと考えられている。しかしこ
のようなスプライシングバリアントが出現するメカニズムは、これまでほとんど明らかにされ
ていなかった。これを解明することが去勢抵抗性前立腺癌の治療の基盤になると考え、我々は
AR-V7 の発現を制御している遺伝子とそのメカニズムを明らかにしようと考えた。 
我々は、RNA 結合タンパクが AR-V7 の発現に関与しているという仮説のもと、ヒト前立腺癌    

組織検体の遺伝子発現解析のデータを用いて、限局性前立腺癌と去勢抵抗性前立腺癌（CRPC）、
ならびに AR-V7 陽性の前立腺癌と AR-V7 陰性の前立腺癌を比較し、CRPC または AR-V7 陽性前



立腺癌組織において有意に発現が増加している遺伝子として、RNA 結合タンパク 21 種類を同
定した。AR-V7 を発現している前立腺癌細胞株 22Rv1 において、これら 21種類の遺伝子の中か
ら、機能を抑制した場合に AR-V7 の発現が著明に低下するものとして SF3B2 を同定した。    
SF3B2 の機能抑制によって LNCaP95 においても AR-V7 の発現低下が認められるだけでなく、

SF3B2 を強制発現させることによって、22Rv1 と LNCaP95 において AR-V7 の発現が上昇するこ
とが明らかになり、SF3B2 と AR-V7 発現の関与が明らかになった。SF3B2 を強制発現させた前
立腺癌細胞株とコントロールの細胞株を、去勢した免疫不全マウスに移植すると、SF3B2 を強
制発現させた腫瘍の増大が有意に速いことがわかった。また、この腫瘍の増大は AR-V7 の発現
を抑制することで抑えられることから、SF3B2 の腫瘍進展効果は AR-V7 を介したものであるこ
とが明らかになった。さらには TCGA の予後データも含めた解析を行うことにより、前立腺癌
におけるSF3B2の高発現が前立腺全摘後のPSA再発と相関していることが明らかになり、SF3B2
の機能解析に焦点を当てることとした。 
SF3B2 が結合する RNA を次世代シーケンサーを用いて網羅的に解析する手法（PAR-CLIP）を

用いて、SF3B2 の結合 RNA を同定し、そのモチーフ配列を同定した。またその中には、AR-V7 に
特異的な cryptic exon 3 という AR遺伝子内の一領域から発現する RNA が含まれていた。さら
に、この領域をコードする DNA を CRISPR/Cas9 を用いて欠失させると、AR-V7 の発現が消失す
ることがわかり、これらの結果から、SF3B2 が AR の cryptic exon 3 の領域に由来する RNA に
直接結合することで、AR-V7 発現を促進する分子メカニズムが明らかになった。また SF3B2 を
強制発現させた前立腺癌細胞株を用いてトランススクリプトーム解析を行い、前述の PAR-CLIP
解析の結果を合わせて、SF3B2 が AR を含む標的遺伝子のスプライシングを制御し、癌の進展に
寄与していることを遺伝子発現レベルで明らかにした。 
前立腺癌細胞内で SF3B2 が形成するタンパク複合体を標的とする化合物である

Pladienolide B、または溶媒を、去勢した前立腺癌Xenograftモデルマウスに投与したところ、
同化合物の投与によって、有意に腫瘍の増大が抑制されることがわかり、また同化合物は SF3B2
を強制発現させた腫瘍に対して、より強い腫瘍抑制効果を有することがわかった。 
以上より、SF3B2 が AR-V7 を発現させる分子メカニズムや SF3B2 が前立腺癌の進展に関わる

ことが明らかになり、SF3B2 とその複合体を標的とする治療が CRPC に対する有効な治療とな
る可能性が明らかになった。 
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