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研究成果の概要（和文）：アンドロゲン受容体（AR）は前立腺がん細胞の増殖や進行に関与す

る遺伝子の発現を調節する。本研究では AR コアクチベーターとして低酸素誘導因子-1
（HIF-1）とカテニンが低酸素下で恊働的に作用して AR の機能を亢進することを明らか

にした。さらに HIF-1と-カテニンによる AR 活性化機構を解明し、その分子機構を利用し

てアンドロゲン/抗アンドロゲン様物質を探索するバイオアッセイ系を酵母で構築し、食品成分

の抗アンドロゲン活性を評価した。 
 
研究成果の概要（英文）：Androgen receptor regulates the expression of some genes involved 
in proliferation and progression of prostate cancer. In the present study, we identified 
hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a) and b-catenin as cooperative AR coactivators under 
hypoxic conditions and demonstrated the molecular mechanisms by which these 
coactivators enhanced AR transactivation. Furthermore, we constructed a rapid yeast 
bioassay for androgenic and anti-androgenic compounds based on the molecular 
mechanisms and analyzed anti-androgenic activity of food components. 
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１．研究開始当初の背景 
 欧米諸国の男性の罹患するがんのうちで
肺がんに継いで２番目に死亡率の高いがん
は前立腺がんである。欧米諸国に比べて低か
った日本での前立腺がんの罹患率は近年上
昇傾向にある。前立腺がんは高齢者での発症
率が高いことから、高齢化が進む日本を含む
先進国で重要な問題である。前立腺がんの罹

患率は、欧米に在住の男性では人種に関わら
ず高いが、日本人男性では植物エストロゲン
の大豆イソフラボン類の血中濃度が高い程、
低い傾向にある。これらのことから前立腺が
ん発症の主要な原因として生活習慣、特に食
習慣の違いに注目が寄せられているが、前立
腺がん予防にイソフラボン類が有効である
のか、欧米諸国で前立腺がんの発症を促進す
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る食品成分が摂取されているのかは不明で
ある。よって食事と前立腺がんの関係に関す
る詳細な情報を得るために、前立腺がん増殖
の分子機構の解明が必須である。男性ホルモ
ン（アンドロゲン）のジヒドロテストステロ
ン（DHT）と結合したアンドロゲン受容体
（AR）は受容体型転写因子として、前立腺が
んの増殖と進行に関与する遺伝子のアンド
ロゲン応答配列に結合し、それらの遺伝子の
発現を亢進する。それゆえ去勢（アンドロゲ
ン除去療法）による血中アンドロゲン濃度の
低下によって前立腺がんは一旦小康状態と
なる。しかし 2~3 年後に去勢抵抗性前立腺が
んとして再発し、死亡率を上昇させる要因と
なるが、その詳細な分子機構は不明である。
AR が転写因子として機能する際、コアクチ
ベーターが動員され、AR の転写活性化能を
促進する。AR 転写活性の促進の程度は動員
されるコアクチベーターに依存する。コアク
チベーターには多くの組織で発現するタイ
プと組織特異的に発現するタイプが存在す
ることから、前立腺がんで特異的に発現の亢
進するコアクチベーターは前立腺がんの進
行を左右すると予測される。よって前立腺が
んの増殖と進行を分子レベルで解明するた
めに、前立腺がんで特異的に AR 転写活性を
調節するコアクチベーターの同定とその機
能解析が急務である。 
 
２．研究の目的 
 前立腺がんを含む固形がんの生育環境は
低酸素であり、がん細胞は生存するために低
酸素誘導因子（HIF）を介して、血管内皮増
殖因子、グルコース輸送担体、解糖系酵素の
ような低酸素応答遺伝子の発現を転写レベ
ルで促進する。HIF は常酸素下で分解され、
低酸素下で安定に発現するサブユニットと
恒常的に発現するサブユニットのへテロダ
イマーから構成される。サブユニットには
２つのホモログが存在し、急性の低酸素応答
には HIF-1、慢性の低酸素応答には HIF-2
が対応する。解糖系酵素のグリセルアルデヒ
ド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）が
低酸素で HIF-1 を介して誘導発現されるこ
と、前立腺がんで発現の亢進する GAPDH が
AR のコアクチベーターとして機能すること
を発見し、「前立腺がんの生育環境である低
酸素が誘導発現するタンパク質による AR の
転写活性調節系」の存在を証明したので、こ
れらの研究成果を発展させ、低酸素応答遺伝
子の転写因子であるHIFがAR転写活性化に
及ぼす効果を検討した。HIF-1は単独では
AR 転写活性に影響はないが、前立腺がんで
発現の亢進する既知の AR コアクチベーター
の-カテニンと共存すると相乗的に AR 転写
活性を促進することを発見した。これらの結
果は、前立腺がん特異的なコアクチベーター

による AR シグナル伝達系の存在を示唆して
いる。前立腺がん細胞は低酸素下では
HIF-1の発現を亢進し、もう一方の因子であ
る-カテニンの前立腺がん細胞での発現レベ
ルは他のがん細胞に比べて高い。本研究では
低酸素下での前立腺がんで作用する AR コア
クチベーターを同定し、その作用機構を解明
すること、食品成分と前立腺との関係を評価
するために今回同定する AR コアクチベータ
ーを含む AR 転写活性測定系をバイオアッセ
イ系として構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究は以下の２つの課題から構成され、
各課題での実験方法を以下に記載する。 
(1) 低酸素下で作用する AR コアクチベー
ターの同定とその作用機構の解明 
① AR 転写活性：アンドロゲン応答配列を組

み込んだルシフェラーゼレポーターベク
ターを構築した(pARE-Luc)。前立腺がん
細胞株 LNCaP に pARE-Luc をトランス
フェクションし、0〜10 nM の DHT 存在
下で低酸素（1% O2）に暴露し、ルシフェ
ラーゼ活性（AR 転写活性）を測定した。 

② siRNA トランスフェクション：LNCaP 細
胞に HIF-1または-カテニン、HIF-1 
に対する siRNA をトランスフェクション
し、さらに pARE-Luc をトランスフェク
ション後、低酸素に暴露した。 

③ 判定量的 RT-PCR：HIF-1または-カテ
ニンの siRNA をトランスフェクションし
た LNCaP 細胞を低酸素に暴露した。
mRNA を単離後、cDNA を合成し、AR
応答遺伝子（NKX3.1, PMEPA1, PSA）に
特異的なプライマーを使って PCR した。 

④ プラスミドトランスフェクション：
HIF-1 siRNAに耐性の組換え HIF-1発
現プラスミド（HIF-1(mut)）を作製した。
HIF-1(mut)を鋳型として、HIF-1の低
酸素応答配列との結合能を欠失した変異
型 発 現 プ ラ ス ミ ド （ HIF-1(A26E), 
HIF-1(R30A)を作製した。LNCaP 細胞
に HIF-1 siRNA をトランスフェクショ
ン後、変異型 HIF-1発現プラスミドをト
ランスフェクションして低酸素に暴露し
た。さらに HIF-1の N 末端側転写活性化
ドメイン（N-TAD）と C 末端側ドメイン
（C-TAD）を欠失したプラスミドを作製
し、-カテニン発現プラスミドとともにト
ランスフェクションしてルシフェラーゼ
活性を測定した。 

⑤ 細胞分画法：低酸素に暴露した LNCaP 細
胞を等張液で破砕し、遠心分離法で細胞質
と核に分画した。各画分での-カテニン、
HIF-1、AR の発現レベルをウエスタン
ブロットで解析した。 

⑥ 免疫沈降法：低酸素下での LNCaP 細胞を



破砕後、AR または-カテニンに対する抗
体と反応後、プロテイン G セファロース
と反応させ、結合タンパク質をウエスタン
ブロットで解析した。 

⑦ クロマチン免疫沈降（ChIP）：低酸素下で
の LNCaP 細胞をパラフォルムアルデヒ
ドで固定した。抗 AR 抗体または抗-カテ
ニン抗体と反応後、DNA を精製し、AR
応答遺伝子（NKX3.1、PSA）に対するプ
ライマーで PCR を行った。 

⑧ 動物細胞 Two-hybrid アッセイ： AR の N
末端ドメイン（NTD）、DNA 結合ドメイ
ン（DBD）、リガンド結合ドメイン（LBD）
をベイトベクターとし、HIF-1または-
カテニンをプレイベクターとして作製し
た。さらに HIF-1の N-TAD と C-TAD
を欠失したプレイベクターを作製した。ベ
イトベクターとプレイベクターを細胞に
トランスフェクションし、相互作用の有無
をルシフェラーゼ活性として測定した。 

(2) 上記(1)に基づく抗アンドロゲン活性
物質探索の酵母バイオアッセイ系の構築 
① プラスミド構築：酵母発現ベクターとして

AR の NTD をベイトベクターとし、LBD
をプレイベクターとして作製した。
HIF-1、-カテニンの酵母発現ベクター
も構築した。GAL 配列を組み込み、レポ
ーター遺伝子として緑色蛍光タンパク質
（GFP）を利用した酵母用のレポーター
ベクターを構築した。 

② 抗アンドロゲン活性評価法：酵母にベイト
ベクターとプレイベクター、AR コアクチ
ベーターとレポーターベクターを形質転
換し、5 nM DHT と食品成分の存在下で
培養した。GFP に由来する蛍光強度（485 
nm の励起波長と 530 nm の蛍光波長）を
測定した。 

 
４．研究成果 
 ２つの課題から得られた成果を以下に記
載する。 
(1) 低酸素下で作用する AR コアクチベー
ターの同定とその作用機構の解明 
① LNCaP 細胞を様々な濃度の DHT 存在下

で低酸素に暴露し、低酸素が前立腺がん細
胞で AR の転写活性に影響するか評価し
た。低酸素は去勢抵抗性のステージを模倣
する低い DHT 濃度（0.05 nM、0.1 nM）
で AR 転写活性を促進したが、0.2~10 nM 
DHT では促進しなかった。 

② 低酸素応答遺伝子の主要な調節因子の
HIF-1が低酸素による AR 転写活性の亢
進に関与するか評価した。LNCaP 細胞に
HIF-1 siRNA をトランスフェクション
し、低酸素に暴露したところ、0.1 nM 
DHT 存在下での低酸素による AR 転写活
性の亢進は抑制された。さらに HIF-1を

ノックダウン後、HIF-1(mut)（HIF-1 
siRNA耐性であり、O2非感受性のHIF-1
変異体）を過剰発現させたところ、AR 転
写活性を促進した。一方、常酸素下で
HIF-1を過剰に発現させても AR の転写
活性に影響はなかったことから、低酸素に
よる AR の転写活性化に HIF-1は必要だ
が十分ではなく、低酸素で発現する、ある
いは活性化するような HIF-1とは別の
因子が必要であることが示唆された。 

③ 低DHTレベルで低酸素がアンドロゲン応
答遺伝子（NKX3.1, PSA）の発現に影響
するかを検討するために、LNCaP 細胞を
0.1 nM DHT 存在下で低酸素に暴露した。
プロモーター上にアンドロゲン応答配列
（ARE）を持つが低酸素応答配列（HRE）
を持たない NKX3.1 の mRNA レベルは
0.1 nM DHT 存在下で低酸素によって増
加したが、DHT 非存在下では変化しなか
った。一方、ARE と HRE をプロモータ
ー上に持つPSA のmRNAレベルはDHT
の有無に関わらず低酸素によって増加し
た。さらに NKX3.1 mRNA 発現は DHT
存在下で低酸素によって増加したが、
HIF-1 siRNA によって低酸素が誘導し
た NKX3.1 mRNA 発現が阻害されたこと
から、HIF-1が 0.1 nM DHT 存在下で低
酸素が促進する AR 応答遺伝子の発現に
関与することが判明した。 

④ 低酸素による AR 転写活性促進を HIF-1 
siRNA で阻害した細胞に HRE 結合能欠
失型の HIF-1(A26E)と HIF-1(R30A)
をトランスフェクションしたところ、AR
転写活性化が回復したことから、HIF-1
は HRE を介さずに AR 転写活性亢進に寄
与することが判明した 

⑤ HIF-1は HIF-1とへテロダイマーを形
成して HIF-1 活性を発揮する。HIF-1 
siRNA を LNCaP 細胞にトランスフェク
ションして低酸素に暴露し、低 DHT 下で
の低酸素による AR 転写活性化に HIF-1
が関与するかを検討した。HIF-1のノッ
クダウンは 0.1 nM DHT 下での低酸素に
よる AR 転写活性亢進に影響しなかった
ことから HIF-1は低レベルの DHT 下で
低酸素が亢進する AR 転写活性化には必
要でないことが判明した。 

⑥ 低酸素による AR 転写活性化に HIF-1以
外の他の因子の関与が示唆されたので、
HIF-1結合タンパク質がこの分子機構に
関与すると仮説をたて、既知の AR コアク
チベーターのうち HIF-1結合タンパク
質をデータベースから検索し、-カテニン
を候補タンパク質とした。低酸素に暴露し
た LNCaP 細胞に-カテニン siRNA をト
ランスフェクションして AR 転写活性を
測定したところ、低酸素による AR 転写活



性化は抑制された。-カテニンをノックダ
ウンした LNCaP 細胞を低酸素に暴露し
て AR 応答遺伝子（NKX3.1、PMEPA1）
の mRNA レベルを測定した。NKX3.1 も
PMEPA1 も 0.1 nM DHT 存在下で低酸素
によって mRNA が増加したが、-カテニ
ンのノックダウンによりこれらの mRNA
発現上昇は解除されたことから、低酸素に
よる AR 転写活性亢進に-カテニンが関
与していることが判明した。 

⑦ HIF-1と-カテニンの発現ベクターを細
胞にトランスフェクションして AR 転写
活性を測定し、HIF-1と-カテニンが協
調的に AR 転写活性に寄与するか検討し
た。HIF-1単独では AR 転写活性に影響
しなかったが、HIF-1を-カテニンとと
もに発現させた時、-カテニン単独よりも
AR 転写活性を促進したことから、-カテ
ニンの機能を HIF-1が協調的に亢進さ
せると示唆された。 

⑧ 低酸素下で AR 応答遺伝子の ARE 上に
AR と-カテニンが動員されるのかを
ChIP アッセイで検討した。低酸素下での
PSAと NKX3.1のAREのARと-カテニ
ンは増加したことから、低酸素による AR
転写活性亢進が ARE 上での AR と-カテ
ニンの増加によることが判明した。 

⑨ LNCaP 細胞を低酸素に暴露後、-カテニ
ンの細胞内局在を検討した。低酸素下で核
内-カテニンのレベルが増加した。免疫沈
降法により低酸素下で AR と結合する-
カテニン量が増加したことから、低酸素下
で AR・-カテニン複合体レベルが増加す
ることが判明した。AR・HIF-1複合体の
存在は低酸素下でのみ検出できた。 

⑩ HIF-1が核内での AR と-カテニンのレ
ベルに影響するかを HIF-1をノックダ
ウンした LNCaP 細胞で検討した。核内-
カテニンレベルは低酸素で増加したが、
HIF-1のノックダウンで低下した。さら
に ChIP 解析は、HIF-1のノックダウン
がPSAとNKX3.1遺伝子のARE上のAR
レベルに影響しないが、-カテニンレベル
を低下させることを示し、低酸素による核
内-カテニンの増加に HIF-1が寄与して
いることが判明した。 

⑪ HIF-1または-カテニンと相互作用する
AR の領域を動物細胞 Two-hybrid 法によ
り解析した。HIF-1は AR の NTD と、
-カテニンはARのLBDと相互作用した。
さらに AR と HIF-1の結合に関して
HIF-1の各転写活性ドメイン(N-TAD と
C-TAD)の関与を検討したところ、HIF-1
の C-TAD が NTD との相互作用に必要で
あることが判明した。一方、HIF-1 活性
に必須な N-TAD は AR の転写活性化に必
要なかった。これらの結果から既知の

HIF-1 活性とは別の機能として低酸素に
よる AR 転写活性の亢進に HIF-1が関与
することが判明した。 

⑫ ARのN末端側のNTDとC末端側のLBD
の相互作用は N-C 相互作用と呼ばれる。
HIF-1と-カテニンがN-C相互作用に関
与するかを検討したところ、これらの AR
コアクチベーターが N-C 相互作用を強め
ることが判明した。 

⑬ 以上の結果をまとめると去勢抵抗性前立
腺がんの増殖する低アンドロゲン環境下
で低酸素によって HIF-1が-カテニンと
核内に移行する。その結果、HIF-1は
NTD と、-カテニンは LBD と結合する
ことで AR の N-C 相互作用を強め、AR の
転写活性を亢進することが判明した(下
図)。これらの結果は、去勢抵抗性前立腺
がんの分子標的として AR 以外に HIF-1
が-カテニンに着目すべきであることを
示している。 

 
(2) 上記(1)に基づく抗アンドロゲン活性
物質探索の酵母バイオアッセイ系の構築 
① AR の N-C 相互作用を測定するバイオア

ッセイ系を酵母Two-hybridシステムに基
づいて作製した。GAL4AD を融合した
NTDとGAL4BDを融合したLBDを発現
するベクター、プロモーター領域に GAL4
応答 GAL2 プロモーター遺伝子を挿入し
た GFP レポーターベクターを導入した形
質転換酵母を作製した（N-C 形質転換酵
母）。さらに HIF-1と-カテニン発現ベ
クターも導入した形質転換酵母も作製し
た（N-C/HIF-bCat 形質転換酵母）。 

② N-C 形質転換酵母と N-C/HIF-bCat 形質
転換酵母を様々な濃度のDHT存在下で培
養し、GFP を測定したところ、N-C 形質
転換酵母に比べて N-C/HIF-bCat 形質転
換酵母はDHT濃度に対する感受性も応答
性も高いことが判明した。 

③ N-C/HIF-bCat 形質転換酵母で 5 nM 
DHT 存在下で抗アンドロゲン効果を評価
した。フルタミド（抗アンドロゲン剤）は
本評価系で抗アンドロゲン活性を示した。



食品成分であるゲニステイン、レスベラト
ロール、アピゲニンは AR 転写活性を抑制
することが報告されているので、これら食
品成分の抗アンドロゲン活性を本評価系
で測定した。ゲニステインでは抗アンドロ
ゲン活性は示されなかったが、レスベラト
ロールとアピゲニンは抗アンドロゲン活
性を示したことから、は本評価系が既知の
抗アンドロゲン物質と異なる性質の物質
探索に利用できることが示唆された。 

④ これらの結果をまとめると、前立腺がん細
胞で見いだした新規の AR 転写活性化機
構を利用した酵母バイオアッセイ系を構
築できたといえる。 
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