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研究成果の概要（和文）：前立腺癌細胞においてPARP阻害剤の感受性に関与する遺伝子の候補を同定した。PARP
と合成致死を示すことが既知である相同組み換え修復に関連する遺伝子群のみならず、塩基除去修復やDNA複製
に関連する遺伝子の機能抑制によってPARP阻害剤の感受性が増強することが示された。同定した遺伝子の機能抑
制により、前立腺癌細胞のPARP阻害剤によるDNA損傷が有意に増強し、アポトーシスに至ることが示された。ま
た、前立腺癌組織で一定の頻度で変異を認めるTP53の機能不全により、前立腺癌細胞はPARP阻害剤耐性を獲得し
た。TP53機能不全とPARP阻害剤の効果との関連性を臨床検体を用いて検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：We identified candidate genes involved in PARP inhibitor sensitivity in 
prostate cancer cells, and showed that functional repression of genes involved in base excision 
repair and DNA replication, as well as those involved in homologous recombination repair, which is 
known to be synthetically lethal to PARP, enhanced sensitivity to PARP inhibitors. DNA replication. 
Functional suppression of the identified genes significantly enhanced PARP inhibitor-induced DNA 
damage in prostate cancer cells, leading to apoptosis. In addition, dysfunction of TP53, which is 
mutated at a certain frequency in prostate cancer tissues, rendered prostate cancer cells resistant 
to PARP inhibitors, and the relationship between TP53 dysfunction and the effects of PARP inhibitors
 is being investigated using clinical samples.

研究分野： 泌尿器科学

キーワード： 前立腺癌　DNA損傷応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新規アンドロゲン受容体シグナル阻害薬などが使用可能となった現在でも去勢抵抗性前立腺癌の予後は不良であ
る。相同組み換え修復欠損(Homologous recombination deficiency : HRD)症例に対してPARP阻害剤が有効であ
るが、その対象となるのは一部の症例のみであり、対象症例もいずれ治療抵抗性となることが課題である。本研
究により新たに同定されたPARP阻害剤の感受性に関連する遺伝子は、新規治療標的あるいはPARP阻害剤耐性の予
測因子として有望である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
去勢抵抗性前立腺癌(Castration-Resistant Prostate Cancer : CRPC) において DNA 損傷応

答遺伝子の機能不全が高頻度にみられることが明らかとなり、治療への応用が期待されている。
特に、DNA2 本鎖切断に対する相同組み換え修復欠損(Homologous recombination deficiency : 
HRD)症例に対して PARP 阻害剤が新規治療薬として有望である。しかし、臨床試験においてそ
の恩恵が示されているのは相同組み換え修復遺伝子の中でも BRCA1/2 など一部の遺伝子の欠
損症例のみであり、多くの前立腺癌患者のうち少数が適応となっているのが現状である。相同組
み換え修復に関連することが既知の遺伝子以外に PARP と合成致死を示す遺伝子、あるいはそ
の機能不全が PARP 阻害剤耐性の原因となる遺伝子を同定できれば、PARP と同時に阻害する
ことで相乗効果を得ること、PARP 阻害剤耐性を事前に予測することが可能になると考えられ
る。 

 
２．研究の目的 
 前立腺癌において PARP と合成致死を示す遺伝子および機能不全により PARP 阻害剤耐性と
なる遺伝子を同定すること。 
 
３．研究の方法 
 前立腺癌細胞株(DU145, 22Rv1, LNCaP)を使用し、CRISPR/Cas9 システムによる機能喪失型ス
クリーニングを行った。Cas9 タンパクと sgRNA ライブラリーを導入した前述の前立腺癌細胞株
を PARP 阻害剤である olaparib(野生型細胞では増殖に影響しない濃度である 2.5ug/ml)の存在
下で 14 日間培養し、DNA を抽出した。コントロールとして olaparib 非存在下で同様に 14 日間
培養した細胞群と比較して、存在数が増減している sgRNA を同定した。Olaparib 存在下で生存
細胞中の sgRNA が減少している遺伝子を PARP と合成致死を示す遺伝子、すなわち PARP と同時
に阻害することで相乗効果を期待できる治療標的の候補とした。逆に Olaparib 存在下で生存細
胞中の sgRNA が増加している遺伝子を機能不全が PARP 阻害剤耐性の原因となる遺伝子の候補
とした。 
CRISPR 機能喪失型スクリーニングによって得られた、PARP と合成致死を示す遺伝子および機

能喪失が PARP 阻害剤耐性の原因となる遺伝子の候補を、スクリーニングに用いた３遺伝子およ
び PC3 細胞を用いて個別にノックアウトし、PARP 阻害剤に対する感受性が親株と比較して変化
するか、細胞増殖 assay により検証した。 
候補遺伝子の機能抑制が前立腺癌細胞の PARP 阻害剤による DNA 損傷に与える影響を Comet 

assay で、アポトーシスに与える影響を Annexin V・propidium iodide 染色により評価した。 
 
４．研究成果 
 機能喪失型スクリーニングにより、SUPT20H,LIG1,EDC4,ZSWIM7,FANCL,RNASEH2C 等が PARP と
合成致死を示す遺伝子の候補として抽出された。また、TP53 機能不全が PARP 阻害剤耐性の原
因となると考えられた。これらの遺伝子のうち、相同組換え修復に関連することや PARP との
合成致死性が既知であるもの除いた遺伝子を個別にノックアウトして PARP 阻害剤感受性に変
化があるか細胞増殖 assay で評価したところ、複数の前立腺癌細胞株で共通して PARP 阻害剤
感受性に有意な変化が確認されたのは、LIG1(ノックアウトにより PARP 阻害剤感受性が増強)
と TP53(ノックアウトにより PARP 阻害剤感受性が低下)であった。 
 これらの 2 遺伝子のノックアウトが前立腺癌細胞株に対して PARP 阻害剤を投与した際の
DNA 損傷に与える影響を Comet assay で評価した。DU145 細胞(TP53 機能不全)において、野生
株への olaparib 投与や LIG1 ノックアウト株への olaparib 非投与では DNA 損傷は誘導されず、
LIG1ノックアウト株にolaparibを投与したときのみDNA損傷が有意に増強することが確認され
た(図 1)。 

図１.DU145 細胞の PARP 阻害剤による DNA 損傷に LIG1 機能抑制が与える影響 



同様の結果は 22Rv1 細胞(TP53 野生型)でも確認されたが、TP53 ノックアウトにより olaparib 投
与による DNA 損傷が有意に減弱するという結果は得られなかった(図 2)。 
 
 

  上記の結果より、TP53 ノックアウトは PARP 阻害剤による DNA 損傷を減弱させないにもかか
わらず、PARP 阻害剤耐性を誘導すると考えられた。TP53 はアポトーシス誘導に関与しているこ
とが知られているため、TP53 をノックアウトすると本来はアポトーシスが誘導される DNA 損傷
が起こってもアポトーシスに至らず細胞が生存しているという仮説を立てた。22Rv1 細胞の LIG1
と TP53 をノックアウトし、olaparib を投与して Annexin V・propidium iodide アッセイにより
アポトーシスに至る細胞の割合を評価した。LIG1 ノックアウトによりアポトーシスに至る細胞
が有意に増えることは確認されたが、Olaparib を 20uM という高濃度で投与しても野生株ではア
ポトーシスは誘導されておらず、TP53 ノックアウトによる変化は観察されなかった(図 3)。 

  

図 3..LIG1,TP53 機能抑

制 が 22Rv1 細 胞 の
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シス誘導に与える影響. 

図 2.22Rv1 細胞の PARP 阻害剤による DNA 損傷に LIG1・TP53 機能抑制が与える影響 



 
 前立腺癌において LIG1 の機能不全は稀であるが、その特異的な阻害剤が開発されれば、PARP
と同時に阻害することで既知の相同組換え修復欠損がない患者にも奏効する可能性がある。ま
た、前立腺癌でも一定の頻度で見られる TP53 変異が PARP 阻害剤の耐性に関連するか、解明が必
要である。 
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