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研究成果の概要（和文）: 前立腺癌細胞においてアンドロゲンに誘導される miRNA および ncRNA 

(non-coding RNA)の同定を試みた。まずChIP-chipの結果よりAR結合部位を近傍に有するmiRNA

群が同定され、直接的なアンドロゲン誘導を示唆するものであった。また CAGE や Short RNA 

sequence などによりいくつかのアンドロゲン応答性の miRNA や Non-coding RNA を同定した。

特にmiRNA-148aはアンドロゲン誘導性のmiRNAであり前立腺癌細胞において高発現し細胞増殖

を正に促進する因子であることを見出した。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： We tried to identify androgen-regulated miRNAs and 
ncRNAs(Non-coding RNAs) in prostate cancer cell. First, We found several miRNAs are 
situated in the vicinity of AR binding sites we identified by ChIP-chip analysis. We also 
identified androgen responsive miRNAs and ncRNAs by large scale screening such as CAGE 
or short RNA sequence. Notably, we showed miR-148a is a primary androgen regulated miRNA 
strongly expressed in prostate cancer cells. Furthermore, we also found MiR-148a promotes 
prostate cancer cell proliferation.  
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は高齢男性に発生率の高い癌であ
り、その発生、悪性化はアンドロゲンに強く
依存している。アンドロゲンは前立腺上皮に
おいて細胞質中のアンドロゲン受容体 (AR)
と結合後、核内へと移行しゲノム中のアンド
ロゲン応答配列を認識することで転写因子
として機能している (Taplin ME et al. J 
Cell Biochem. 91, 483-490, 2004、Debes JD 

et al. N Engl J Med. 351, 1488-1490, 2004.)。
従って前立腺癌においてアンドロゲンがど
のような転写産物を制御し癌の発生に関わ
っているか解析するためには AR の結合する
ゲノム領域を同定し AR の下流シグナルを解
析することが重要である。 

またマイクロ RNA (microRNA 以下 miRNA
と略す)は 20-30 塩基からなる short RNA で
あり、miRNA と相同性のある mRNA に不完全な



結合をすることで蛋白レベルでの遺伝子発
現を制御している。miRNA は蛋白をコードし
ない non-coding RNA (ncRNA)の一種であり、
近年、発生、分化、増殖において重要な役割
を果たしていることが明らかになっている 
(Chen k, Rajewsky N. Nat Rev Genet 8, 93, 
2007)。 

一方で、最近アンドロゲンによって制御を
うける ncRNA や miRNA として mir-125b が同
定された (Shi XB et al. Proc Natl Acad Sci 
USA 104, 19983-8, 2007)。mir-125b は前立
腺癌の増殖を促進しており、癌の進行に関わ
っている可能性が示唆された。またその近傍
には AR結合領域も同定されており ARによる
直接の制御であることが示された。また別の
報告では前立腺癌における miRNAの発現が確
認されており、125b を初めとしていくつかの
miRNA が癌で発現の上昇または減少している
ことが報告され、前立腺癌の発生には多数の 
miRNA が関わっている可能性が示唆されてい
る(Porkka KP et al. Cancer Res 67, 6130-5, 
2007)。しかしながら、アンドロゲンによる
miRNA や ncRNA の転写制御、また癌への直接
の関与については未だ十分に解明されたと
は言い難く、AR により転写を制御される
miRNA を同定し癌へのメカニズムを解析する
ことが重要であると考えられる。 
２．研究の目的 
我々はクロマチン免疫沈法(ChIP)を利用し
ARの結合部位を同定し近傍の応答遺伝子に
着目し前立腺癌におけるARの標的遺伝子を
解析してきた(Takayama K et al. Biochem 
Biophys Res Commun 374, 388-393, 2008)。
またChIPとゲノムタイリングアレイを組み
合わせるChIP-Chip法を用いることにより
ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)領
域、および染色体 21, 22 領域におけるARの
結合領域を合わせて 68 箇所同定している
(Takayama K et al. Oncogene 26, 4453-63, 
2007)。さらに全ゲノムアレイを用いた全ヒ
トゲノム領域における解析によりおよそ
3000 箇所 (P value<10-5)のAR結合部位を同
定した(Takayama K et al. Oncogene 30, 
619-630, 2011)。 
本研究では、現在までに我々が見出した AR
結合部位のデータを利用して近傍に存在す
る AR で直接制御される miRNA や ncRNA を同
定し、それらの前立腺癌でのターゲットを見
出すことで癌における機能を解析する。前立
腺癌において癌の機能に関わる miRNAおよび
ncRNA を同定しその標的を明らかとすること
で発癌にいたるメカニズム解明を目的とす
る。 
３．研究の方法 
1)AR 結合部位を近傍に持ちアンドロゲンに
より制御される miRNA を Taqman RT-PCR 法を
用いて同定すること 2)それらアンドロゲン

で制御される miRNAの前立腺癌での増殖にお
ける役割を解析する 3)miRNAにより発現が抑
制されるターゲット遺伝子を同定し miRNA
の癌における作用機構を解明する。4)さらに
transcriptome 解析として CAGE(Cap 
analysis of gene expression)をおこなった。
LNCaP 細胞でのアンドロゲン刺激前後での転
写開始点のシグナルをシークエンスにより
比較し新たに見出されたアンドロゲン応答
性転写開始点より ncRNA を同定する。 
5)ChIP assay を用いて miRNA 近傍の AR 結合
領域ならびにヒストンの修飾（K4me3, K9Ac）
を解析した。 
４．研究成果 
まず AR 結合領域の近傍にある新たなアンド
ロゲン応答性 miRNA, ncRNA の同定を行いそ
れらの前立腺癌細胞株における発現を検証
した。 
ChIP-chipを用いて解析したAR結合領域はヒ
トゲノム上で 2872 箇所（P-value <10-5) 同
定され近傍のmiRNAをmiRBASEにて検索した。
その結果AR結合部位近傍のmiRNAとして
mir-99a, let7c, mir342 をリストアップし
た。まずアンドロゲン応答性のmiRNAの反応
性を見るためTaqman qPCRによって検証した。
LNCaP細胞に対してR1881 10 nMにて刺激を行
い 24, 48 時間後にRNAを回収した。逆転写反
応を行いqPCRによりVehicle刺激での発現量
に対する比を⊿⊿Ct法により解析したとこ
ろmir99aは 24 hで 1.7 Fold, mir342 は 24 h 
で 2.2 Fold, 48 h で 1.98 Foldまたlet7cは
48 hで 6.0 Foldの発現亢進を認めた。以上の
miRNAはアンドロゲン応答性miRNAとして機
能していることが考えられた。 
ncRNA については Ensembl や GENBANK などの
database に登録されている transcript より
AR結合部位近傍のncRNAを検索しいくつかの
Non-coding な transcript, EST を同定した。
それらの transcript の発現抑制により細胞
増殖にも差がでることも同定した。 
またアンドロゲン応答性の miRNAとして同

定された miRNA を transfection することで
LNCaP 細胞に過剰発現する実験を行った。AR
結合領域近傍の miRNA のなかで Short 
RNA-sequence で同定された miR-148a, 141, 
200a が前立腺癌細胞の増殖を促進すること
を見出した。これらの miRNA のアンドロゲン
による誘導の機構として ChIP を用いた実験
により5’側において通常のRefseq遺伝子の
プロモーターとは異なるヒストンの活性化
領域(AcH3, H3K4me3)を有しており、AR 結合
領域も近傍にもつことから AR による直接的
な primary transcript の転写制御をうけて
いることが考えられた。また ChIP-chip によ
り同定された AR 結合領域近傍に存在する新
規のアンドロゲン応答性転写開始点を CAGE
により解析した。約 7%の転写開始点は Refseq



遺伝子の Antisense 領域に存在しており、
GENBANK に存在する ncRNA を参考に絞り込ん
だところ幾つかの遺伝子の antisenseに存在
する transcript が同定され着目した。AS 領
域の transcript は non-coding RNA と考えら
れ、興味深いことにこのように AS にアンド
ロゲン誘導性の transcript が存在する遺伝
子はアンドロゲンにより抑制、もしくは誘導
されるなどの双方向の制御をうけることが
観察された。以上我々はアンドロゲン応答性
の miRNA ならびに non-coding RNA を同定し
アンドロゲンによる発現制御、癌の増殖にお
ける役割を解析した。 
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