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研究成果の概要（和文）： SPA-1の発現量が転移性前立腺癌組織において発現が亢進している

ことをもとに、SPA-1の発現抑制によってヒト前立腺癌細胞の転移能が低下すること、また逆

に SPA-1の発現亢進によってヒト前立腺癌細胞の転移能が増強されることを見出した。さらに、

Spa-1がRap1シグナルの不活化による接着機能低下とBrd4の局在変化によるECM遺伝子群

の発現変化によって、複合的に転移亢進に寄与していることを見出した。 
研究成果の概要（英文）：The expression of SPA-1, one of the Rap1GAPs, was increased in 
metastatic tissues of human prostate cancer, compared with the primary sites. Based on 
the results, we found that SPA-1 protein promotes the invasion and metastasis of prostate 
cancer, by down-regulation of attachment to ECM through Rap1’s inactivation and by 
suppressing transcription of ECM-asscociated genes through translocation of Brd4. 
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研究分野：前立腺癌 

科研費の分科・細目：泌尿器科学、腫瘍学 
キーワード：前立腺癌、Rap1、Spa-1、転移 
 
１．研究開始当初の背景 

本邦における前立腺癌罹患率と死亡率は
年々増加しているが、特に死亡率を低下させ
るためには前立腺癌の浸潤･転移機序を明ら
かにすることが重要である。 
 
2005年 10月号のNature Genetics誌にお

いて、Ras family である small G protein 
Rap1 の GTPase を負に調節する蛋白をコー
ドする遺伝子 SPA-1 の遺伝子多型が乳癌マ
ウスモデルの転移に関与し、実際に同遺伝子
を RNA 阻害すると肺転移数が減少すること
が報告された。SPA-1は共同研究者である湊

らによって 1995 年にクローニングされた遺
伝子であり、今回我々はヒト前立腺癌におい
て解析を行ったところ転移性前立腺癌組織
においてその発現の上昇を認め、SPA-1遺伝
子を過剰発現させたヒト前立腺癌細胞株で
は転移能の亢進を、また同遺伝子を RNA 阻
害すると転移能の低下を認めた。（下図） 
 
本研究代表者である吉村は、前立腺癌の治

療に関する研究を行ってきたが、SPA-1遺伝
子が前立腺癌の転移機構を調節している可
能性が示唆された上記の知見に基づき、今回
SPA-1 蛋白のさらなる解析がその転移機構
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の解明に繋がると想定し、研究費の交付を希
望 し 申 請 す る に 至 っ た 。 こ の よ う に
SPA-1/Rap1 が前立腺癌の転移機構に関与し
ている可能性が示唆されたが、SPA-1蛋白発
現の制御や SPA-1/Rap1を介した転移機序に
関しては未だ解明されていない点が多かっ
た。 
 
SpaSpaSpaSpa----1111発現抑制発現抑制発現抑制発現抑制によるによるによるによる転移抑制転移抑制転移抑制転移抑制    

 
 
 

  SpaSpaSpaSpa----1111強制発現強制発現強制発現強制発現によるによるによるによる転移促進転移促進転移促進転移促進    
 

 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
SPA-1/Rap1 を介したヒト前立腺癌における
転移機序の解明を目的とする。具体的には、 
 
1) SPA-1遺伝子発現制御機構の解明 
2) SPA-1/Rap1下流シグナル伝達経路の解析 
3)前立腺癌患者の末梢血 DNA 遺伝子多型と
臨床病期、特に転移との相関性の解析 
 
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
1) SPA1) SPA1) SPA1) SPA----1111遺伝子発現制御遺伝子発現制御遺伝子発現制御遺伝子発現制御のののの機構機構機構機構のののの解明解明解明解明    
SPA-1蛋白低発現であるLNCaPと SPA-1蛋
白高発現 PC3細胞株における SPA-1 mRNA
の発現は後者で約 8倍の亢進を認めることか
ら転写レベルでの制御を受けている可能性
が示唆された。SPA-1プロモーター領域には
転写因子結合motifが 20種類以上存在する。
両細胞株における各転写因子の発現を
RT-PCR 法で解析したところ ETS-1 の発現
の亢進を認め、ＷＢ法にても同様の結果が得
られた。 
ETS-1 はヒト前立腺癌の cDNA マイクロ

アレイのデーターベース（ONCOMINE）に
おいても転移性前立腺癌において発現の亢
進を認め、ETS-1 が転写レベルで SPA-1 遺
伝子の発現を制御しヒト前立腺癌の転移能
に関与する可能性が示唆された。これらのデ
ータをふまえ、以下の実験を予定した。 
 
①LNCaP と PC3 細胞株において gel shift 
assay 及びルシフェラーゼアッセイにて
ETS-1 の転写レベルでの SPA-1 遺伝子発現
制御機構の解明を行う。 
②PC3 細胞株においては ETS-1 蛋白の発現
を RNA阻害により発現抑制し SPA-1蛋白の
発現を解析する。さらにはマウス移植モデル
で転移能に関して検討を行う。 
③ETS-1 蛋白と SPA-1 蛋白の発現の相関を
前立腺癌の針生検標本を用いて、免疫組織学
的染色により解析する。 
    
2) SPA2) SPA2) SPA2) SPA----1/Rap11/Rap11/Rap11/Rap1下流下流下流下流シグナルシグナルシグナルシグナル伝達経路伝達経路伝達経路伝達経路のののの解析解析解析解析    
既知の Rap1 下流シグナル分子として、
MAPK、細胞接着関連分子及び Rac small 
GTPaseがあり、SPA-1発現がこれらのシグ
ナル分子の発現や活性化状態を制御してい
るかどうかを、それぞれウェスタンブロッテ
ィング法、細胞免疫染色、プルダウンアッセ
イなどで検討する。 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
 
1) SPA1) SPA1) SPA1) SPA----1111 遺伝子発現制御遺伝子発現制御遺伝子発現制御遺伝子発現制御のののの機構機構機構機構のののの解明解明解明解明    
ETS-1 蛋白発現と SPA-1 蛋白発現の相関を

前立腺癌の針生検標本を用いた免疫組織学
的染色で検討した。その結果 ETS-1 蛋白発現
レベルと SPA-1蛋白発現レベルが相関する傾
向を認めた。 

そこで、LNCaP と PC3 細胞株において gel 
shift assay 及びルシフェラーゼアッセイに
て ETS-1 の転写レベルでの SPA-1 遺伝子発現
制御機構の解明を行ったが、有意な結果を得
ることが出来なかった。 

また、LNCaP 細胞に対する ETS-1 蛋白の強
制発現や、PC3 細胞株における ETS-1 蛋白の
発現を RNA 阻害による knock down において
も、SPA-1 蛋白の発現の変化は見られず、
ETS-1 が SPA-1 遺伝子発現の調節に関与して
いる可能性は低いと考えられた。今後、他の
候補遺伝子についてさらに検討を行う予定
である。 
    
    
2) SPA2) SPA2) SPA2) SPA----1/ Rap11/ Rap11/ Rap11/ Rap1 下流下流下流下流シグナルシグナルシグナルシグナル伝達経路伝達経路伝達経路伝達経路のののの解解解解
析析析析： 
Rap1下流シグナルのうちSpa-1発現と細胞

－ECM 接着性の変化を見出した。MAPK、細胞-
細胞接着、Rac1 活性化については Spa-1 発現
による変化を認めなかった。Rap1 を介さない、
SPA-1 の下流シグナルとして、染色体結合因
子のひとつである Brd4 がある。Brd4 は Spa-1
と結合すると Spa-1 の RapGAP 活性を増強す
ることが知られている。今回、免疫染色の結
果から、過剰量の Spa-1 により Brd4 の局在
が細胞質に偏ることを認めた(下図)。 

 
 

 
 
 

 
また、Brd4 により転移に関係する ECM 関連遺
伝子の発現が変化するとの報告があったた
め、ECM関連遺伝子を対象とした PCRarray を
行ったところ、SPA-1導入により数多くの ECM
関連遺伝子が変化することが確認できた。
（下図） 

 
 

 
 
Spa-1がRap1シグナルの不活化による接着機
能低下と Brd4 の局在変化による ECM 遺伝子
群の発現変化によって、複合的に metastasis 
亢進に寄与しているということが示唆され
た。 
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