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研究成果の概要（和文）：前立腺癌の悪性化、増殖に影響を与えている前立腺癌特異的融合遺伝子TMPRSS2-ERGの発現
を抑制する化合物を作製し検討した。遺伝子配列特異的に結合し、生体内での安定性が高いピロールイミダゾールポリ
アミドを用いた。アンドロゲン刺激や放射線照射などの遺伝子ストレスによってのみTMPRSS2-ERGが発現することが知
られている前立腺癌細胞株LNCaPに対しアンドロゲン刺激と共に作製したポリアミドを投与したところ、有意に融合遺
伝子の発現が抑制され、細胞増殖能、遊走能が抑制されていた。またアンドロゲンレセプターの活性に影響を与えてい
る転写協調因子が結合する配列特異的ポリアミドの設計を行った。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel compounds, which controls a prostate specific fusion gene TMP
SS2-ERG. By using Synthetic pyrrole-imidazole (PI) polyamides, that recognize and attach to the minor groo
ve of DNA with high affinity and specificity, we examined the effects of a TMPRSS2-ERG translocation break
points-targeted PI polyamide on prostate cancer. Human prostate cancer cell line LNCaP which has TMPRSS2-E
RG by DHT stimulation or genotoxic stress was used for analysis. Treatment of this polyamide showed the re
pression of chromosomal translocation and TMPRSS2-ERG expression in LNCaP. In addition, this polyamide dec
reased cell growth rate and cell migration.
Moreover, we designed polyamides targeting for androgen receptor coregulator binding motif.
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌の発癌課程において染色体再配列
によりアンドロゲン応答遺伝子TMPRSS2と癌
原遺伝子 ETS family が融合し、細胞の癌化、
または癌の悪性度およびアンドロゲン感受
性が変化することが報告され、注目されてい
る(Tomlins SA et al, Science, 2005)。こ
れは、前立腺細胞において、AR が TMPRSS2 お
よび ETS family 内にある AR 結合配列(ARE)
と結合する際に、遺伝子が ARE に隣接する共
通の塩基配列で切断され、そこで互いに結合
すること（遺伝子転座）により発生すること
が報告されている (Lin C et al, Cell 
139:1047-1049, 2009)。AR はリガンド依存性
核内受容体である。AR はリガンド（アンドロ
ゲン）と結合後核内に移行し、AR 転写補助因
子と協調しながら標的遺伝子のプロモータ
ーおよびエンハンサー領域内のAREに結合し、
標的遺伝子の発現を調節する。AR 転写補助因
子は GATA2, Oct1, FoxA1 があるが、この中
で私は、Oct1 が AR の転写活性を増強させ、
前立腺癌の予後に影響を与えることを報告
した(Obinata D et al, Int J Cancer, 2011 
in press)。つまり、Oct1 等の転写補助因子
は AR の感受性/転写活性を増強させ、アンド
ロゲン除去療法下の低アンドロゲン状態に
おいても、AR依存性の癌原遺伝子を発現させ
る働きがあると推測される。 
PI ポ リ ア ミ ド は 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 
N-methylpyrrole および N-methylimidazole
で構成される分子であり、多様な配列の DNA 
に配列特異的に結合することが報告されて
いる（Cho J et al. PNAS, 1995）。Im/Py ペ
アは G・C を、Py/Py ペアは T・A および A・
T を認識する。PI ポリアミドと DNA への結
合は、DNA 結合蛋白と DNA の結合に相当する
親和性を持ち、組み合わせ次第で、多様な配
列の DNA に結合させることができる。この PI
ポリアミドを各遺伝子のプロモーター領域
の転写因子結合部位に結合させることで、遺
伝子特異的な発現抑制が可能である。siRNA
に比べ、安定性が優れ、分子標的治療薬とし
て大きく期待される化合物であり、腫瘍で高
発現している遺伝子を標的とした PI ポリア
ミドが抗腫瘍効果を持つ事が複数の細胞株
にて確認されている(Wang,et al, Cancer Sci, 
2010)。 
 
 
２．研究の目的 
(1)融合遺伝子発現に関わる上記の共通塩基
配列に特異的に結合する PI ポリアミドを開
発し、融合遺伝子生成の抑制を試みることに
より、前立腺癌における新規治療薬としての
可能性について検討する。 
 
 
(2)AR転写協調因子結合配列特異的PIポリア
ミドを設計する。 
 

３．研究の方法 
(1)前立腺癌特異的融合遺伝子 TMPRSS2-ERG
発現に関わるARE近傍の共通塩基配列に結合
する特異的 PI ポリアミドを作製し、同配列
への結合能を Gel mobility shift assay に
て検討した。 
 
(2)ヒト前立腺癌細胞株 LNCaP (TMPRSS2 融合
遺伝子を発現していないことで知られてい
る)を作製したPIポリアミドを投与した群と
ネガティブコントロール用に作製した PI ポ
リ ア ミ ド を 投 与 し た 群 に 分 け 、
Dehydrotestosterone(DHT)を用いたアンド
ロゲン刺激を行い、それぞれの群で染色体の
転座が起きる頻度を FISH にて解析し、融合
遺伝子の発現は DNAに対しては PCRを、ｍRNA
に対しては RT-qPCR を用いて検討した。 
 
 
(3) LNCaP を用いて、作製した PI ポリアミド
を投与した群とネガティブコントロール用
に作製した PI ポリアミドを投与した群に分
け、細胞増殖能、遊走能を MTS assay および
Cell migration assay を用いて検討した。 
 
 
(4)設計したPIポリアミドの生体における影
響について、LNCaP を接種したヌードマウス
に同ポリアミドを経静脈的投与し検討した。 
 
(5)配列解析ソフト TRANCFAC を用いて、ある
アンドロゲン応答遺伝子の転写調節領域内
に存在する ARE 近傍にある AR 転写協調因子
結合配列をいくつか抽出し、新たな PI ポリ
アミドを作製する。 
 
 
４．研究成果 
(1)Gel mobility shift assay において、標
的配列と、その配列を変異させた配列を用い
て、結合能を評価した。コントロールと比較
し、設計した PI ポリアミドは標的配列に有
意に結合能を有することを確認した。また変
異配列への結合は認められなかった。以上よ
り設計した PI ポリアミドは配列特異的に標
的配列に結合することが確認できた。 
 
 
(2) DHT 刺激をした LNCaP が融合遺伝子
TMPRSS2-ERG を新規に発現することを、既報
を参考に PCR を行い、その産物をアガロース
ゲルに泳動し、確認した。続いて、染色体転
座の有無を調べるために TMPRSS2, ERG をそ
れぞれ標識した FISH 解析を行った。LNCaP 細
胞に DHT 刺激ならびに、設計した PI ポリア
ミドの投与を行い、48 時間後に解析を行った
結果、PI ポリアミドはコントロール群と比べ
有意に染色体転座を抑制した。さらに、同様
の方法でTMPRSS2-ERG遺伝子の発現を検討し
たところ、コントロール群と比べ有意に減少



していた。PIポリアミドを用いた融合遺伝子
の抑制は国内外ともに初の試みで有り、本成
果は融合遺伝子を抑制させる新規薬剤の開
発に向けて重要なデータと考えられた。 
 
 
(3)TMPRSS2-ERG 融合遺伝子の標的遺伝子で、
前立腺癌の悪性化に関与するERGの発現につ
いて、RT-qPCR を用いて解析した。ERG の発
現は設計したポリアミド投与群において有
意に抑制されていた。続いて、LNCaP のアン
ドロゲン刺激下における細胞増殖能を検討
したところ、有意に抑制されていた。 
Cell migration assay においても設計した
PI ポリアミド投与群では有意に細胞遊走能
を抑制していた。以上より、標的とする配列
は前立腺癌の融合遺伝子発生に重要である
事に加え、細胞増殖能および遊走能に影響を
及ぼすことが認められ、同配列を標的とする
ポリアミドは前立腺癌細胞特有の融合遺伝
子の発現を抑制させ、細胞増殖能および遊走
能を抑制している事が考えられた。 
 
 
(4)雄ヌードマウスの右腋窩に LNCaP を接種
し、一定のサイズまで増大した事を確認後、
週一回経静脈的に PI ポリアミドの投与を行
い、腫瘍サイズを測定した。投与開始から 4
週間後に評価したところ、コントロールと比
べ、有意に腫瘍サイズの縮小が得られた。ま
た、PI ポリアミド投与によるヌードマウスの
死亡は認められなかったことより安全性が
高く、有効な薬剤であることが考えられた。 
上記結果より、設計したＰＩポリアミドは前
立腺癌の予防、治療に有用かつ安全で安定し
たマテリアルになり得る可能性が示唆され
た。 
 
 
(5)AR転写協調因子Oct1が結合するDNA配列
をいくつか候補を挙げ、PIポリアミドを設計。
そのうち、3 種類のポリアミドを作製し、ゲ
ルシフトアッセイにて結合能を認めた。今後
は設計したポリアミドが前立腺癌細胞に与
える影響についてLNCaPを用いて解析する予
定である。 
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