
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

アンドロゲン応答性ナチュラルアンチセンスRNAを標的とした前立腺癌の診断と治療

Analysis of androgen-regulated natural antisense RNA for the diagnosis and 
treatment of prostate cancer

５０５０８０７５研究者番号：

高山　賢一（Takayama, Ken-ichi）

東京大学・医学部附属病院・助教

研究期間：

２５６７０６７８

平成 年 月 日現在２７   ６   １

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：前立腺癌においてアンドロゲン受容体（AR）により制御されるLong non-coding RNAのなか
でもアンチセンスRNAの役割を解析した。まずCTBP1 遺伝子のアンチセンス領域に発現するアンドロゲン応答性non-cod
ing RNAを同定しCTBP1-ASと名付けた。CTBP1-ASはアンドロゲン依存的に核内への集積が認められ、エピゲノム制御に
より前立腺癌悪性化を促進した。またdirectional RNA-seqによるゲノムワイドの解析によりARに制御されるアンチセ
ンスRNAをいくつか同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of antisense RNA, expressed in the 
antisense direction of protein coding gene, among long non-coding RNAs regulated by androgen receptor 
(AR) in prostate cancer. First, we identified a novel androgen-inducible non-coding RNA situated in the 
antisense region of CTBP1 gene, and then we named it as CTBP1-AS. We found the androgen-dependent 
accumulation of this antisense RNA in the nucleus of prostate cancer cells and the epigenetic mechanism 
for prostate cancer progression by CTBP1-AS. We also identified additional antisense RNAs regulated by 
androgen using directional RNA-seq analysis in prostate cancer cells.

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
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
内へと移行し転写因子として機能する(Debes 
JD et al. N Engl J Med 351, 1488-1490, 2004)。
AR のシグナルを抑制する治療法は前立腺癌
の増殖抑制を引き起こすが、一定時間経過す

るとホルモン療法耐性を獲得し癌が再燃す

ることが臨床上の克服すべき課題となって

いる。これまでの報告から、耐性癌において

も AR のシグナルは亢進していることが知
られ(Chen CD et al. Nat Med 10, 33-39, 2004)、
ホルモン療法耐性癌への進展においては AR 
の変異、増幅、リン酸化などの修飾による

AR の過敏性の獲得が報告されている(Guo Z 
et al. Cancer Cell 10, 309-319, 2006)。したがっ
て、この課題の解決には AR のシグナルの解
析が特に重要と考えられる。申請者はこれま

で、クロマチン免疫沈法(ChIP)を利用し AR 
の結合部位を同定して、それら近傍の応答遺

伝子に着目した(Takayama K et al. Biochem 
Biophys Res Commun 374, 388-393, 2008; 
Takayama K et al. Mol Endocrinol 26, 748-761, 
2012)。さらに、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、AR の結合するゲノム領域の同
定を世界に先駆け行った。申請者らの解析に

より AR の結合領域の近辺にアンドロゲン
標的遺伝子群を発見し、癌の増殖、悪性化に

関わることを示した (Takayama K et al. 
Oncogene 26, 4453-4463, 2007; 30, 619-630, 
2011)。特に、従来前立腺癌では解析されてい
なかった新規の応答遺伝子や miRNA 群
(Takayama K et al. Oncogene 26, 4453-4463, 
2007; Takayama K et al. Cancer Res 69, 137-142, 
2009; Murata T, Takayama K et al. Prostate 
Cancer Prostatic Dis 13, 356-361, 2010; Obinata 
D, Takayama K et al. Int J  Cancer 130, 2240- 
2248, 2012; Murata T, Takayama K et al. Clin 
Can Res 18, 5617-5627, 2012)を同定し、これら
遺伝子の中に前立腺癌の増殖、悪性化、患者

の予後と相関し、癌診断・治療の分子標的と

なる因子を見出している。また miRNA のみ
ならず遺伝子間領域、遺伝子のアンチセンス

領域にもホルモン依存性に転写調節を受け

る Non-coding RNA が存在することをゲノム
ワイドの解析により同定した。 
 

２．研究の目的 
 本研究では Non-coding RNA、特にナチュラ
ルアンチセンス RNA に着目し、その AR で
の制御機構、前立腺癌での発現、ホルモン療

法抵抗性の前立腺癌増殖への関与、ならびに

増殖制御における作用メカニズムを明らか

にし、臨床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
 前立腺癌細胞株を用いて Non-coding RNA 
の発現抑制による癌細胞の性質の変化を多

方面にわたって検討する。まず、候補となる

Non-coding RNA 群、特にナチュラルアンチ
センス RNA 群を次世代シークエンサーによ
り同定されたアンドロゲン応答性の転写産

物のゲノムワイドでのデータより絞り込む。

それらに対し siRNA を設計し発現抑制が細
胞モデルで機能するかを検討する。増殖能、

浸潤能、細胞周期、アポトーシスについて検

討する。さらに細胞レベルのデータを下に in 
vivo、臨床への応用への検討まで発展させる。
そのために、まず臨床データを用いた検討を

行う。臨床サンプルにおける発現レベルを

ISH, qPCR を用いて解析する。さらに動物へ
の癌細胞移植モデルを用いた in vivo での腫
瘍増殖への影響について siRNA を用いて検
討し、癌治療への応用が可能であるかを検討

する。 
 
４．研究成果 
(1) アンドロゲンにより応答する Non-coding 
RNAの同定を網羅的に行った。以前の報告の
中で、前立腺癌細胞株 LNCaP 細胞において
ゲノムワイドの AR 結合部位の解析(ChIP- 
chip)、ならびに転写開始点を次世代シークエ
ンサーにより網羅的に同定するCAGE法(Cap 
analysis of gene expression)によりアンドロゲ
ンに応答する全転写産物をゲノム中に同定

している。その中で遺伝子のアンチセンス方

向に転写されるNon-coding RNAは全体の 9%
程度を占めていた。その中で AR結合部位を
近傍に有しアンドロゲン刺激により発現誘

導を受ける転写産物を絞り込んだ。 
それらの転写産物の中から特に発現誘導

が強く高発現していた CTBP1 (C-terminal 
binding protein1)のアンチセンス領域で転写
される Long non-coding (lnc) RNAに着目した。
この lnc-RNAは約 5 kbの長い transcriptであ



りアンドロゲン刺激に素早い反応を示し発

現が上昇することを見出した。また Northern 
blotや定量的 RT-PCRおよび RNA-FISH法に
より核内、細胞質での局在を解析したところ

核内に集積してくることを見出した。 
(2) CTBP1-AS の発現抑制をする siRNA を設
計した。CTBP1は ARと結合し ARのアンド
ロゲン依存的な転写活性化に抑制因子とし

て機能していることを見出した。CTBP1 は
CTBP1-AS の上昇に伴い発現抑制を受ける。
つまりアンドロゲン依存的に CTBP1 の発現
は抑制され AR は活性化を受ける。
siCTBP1-ASを使用した定量的RT-PCRにより
CTBP1-ASの発現抑制はこのCTBP1のアンド
ロゲンによる転写抑制を解除する機能があ

ることを見出した。 
(3) 前立腺癌組織を使用した CTBP1-AS なら
びに CTBP1 の発現解析を行った(図 1)。
CTBP1はARの転写抑制因子として前立腺癌
細胞の増殖抑制、癌の予後ならびに術後再発

の良好因子となることを示した。一方、

CTBP1-ASの発現は in situ hybridization法なら
びに定量的 RT-PCR法を用いて解析したとこ
ろ、CTBP1の発現と逆相関傾向があり発癌な
らびに転移に伴い発現が上昇していること

を見出した。また ARの発現やグリソンスコ
アとも相関し CTBP1-ASの発現上昇は病気の
進行と相関していることを見出した。加えて

CTBP1-AS は癌の増殖能を促進し、治療標的
となることを示した。 
 

 
図 1. CTBP1-ASは前立腺癌において高発現し
ている。 
 
(4) CTBP1-ASは転写抑制因子として機能する
PSFと結合しエピゲノム作用を通して様々な
遺伝子の発現抑制にアンドロゲン依存的に

機能していることを見出した。特にセンス側

の CTBP1 遺伝子のプロモーターのヒストン
脱アセチル化を促していることを ChIP assay
を用いて示した。まず CTBP1 プロモーター
はアンドロゲン依存的に脱アセチル化を受

けておりHDACならびにSin3Aの集積を認め
る。これらの HDAC 複合体の結合は
CTBP1-AS 依存的であることを示した。さら
に RIP assay や RNA pull down 法により
CTBP1-ASは PSFとの結合を受けることを示
した。PSFは HDAC複合体と結合することが
知られており、それにより転写抑制を誘導す

る。CTBP1-ASは PSFのゲノム中への結合に
働き PSFを介した転写抑制を促していた。 
(5) CTBP1-ASはPSFとの結合によりゲノムワ
イドでの転写抑制に広く効果があることを

示した。まず RNA の局在を見るため
RNA-FISH 法を応用し、CTBP1-AS に対する
ラベル化したプローブを作成し細胞内での

CTBP1-ASを観察したところ核内に広く分布 

図 2. CTBP1-ASによる前立腺癌悪性化メカニ
ズム 
 
しており PSFとの共局在も確認された。さら
にマイクロアレイやChIP-seqによりPSFがゲ
ノムワイドでのアンドロゲンシグナルに必

須であり CTBP1-ASと相互作用し共調して転
写の抑制を行うこともわかった。アンドロゲ

ンにより抑制を受ける遺伝子の大部分が PSF
や CTBP1-ASの何らかの効果を受けておりこ
れらの機序を介した転写抑制は前立腺癌の

アンドロゲンシグナルにおいて重要な役割

を果たしていることが考えられた。 
特にPSFの下流遺伝子群のパスウェイを解
析したところ細胞周期因子が特に有意に濃

縮していることを発見した。前立腺癌におい

てアンドロゲンで抑制され細胞周期の抑制

因子として知られている SMAD3や p53など
が含まれており、これらの細胞周期のブレー

キ役を抑制することで増殖を促進するメカ

ニズムを見出した。PSFや CTBP1-ASの抑制

In situ hybridization 

Bar = 100 m 



は FACSを用いた細胞周期の解析でも S期の
細胞の増加に寄与していることが見出され

た。また、本研究により図 2 に示すような
lnc-RNAを介したアンドロゲン依存的な前立
腺癌増殖システムが存在することを見出し

た。Lnc-RNA がアンドロゲンにより細胞内、
生体内ならびに男性の病態で直接的に制御

されていることを世界に先駆けて示すこと

ができた。特に前立腺癌における lnc-RNAの
分子作用メカニズムを解明し、lnc-RNAが癌
の治療と診断へ応用できることを示した点

で、今後の臨床応用にもつながることが考え

られる。また、これまではっきりしなかった

lnc-RNAの内分泌システムにおける役割を明
らかとしたことで、今後の内分泌疾患の研究

発展に新たな経路の可能性を示唆するもの

と考えられる。 
(6) 次に directional RNA-aequenceを利用して
前立腺癌細胞株LNCaPおよびVCaPにおいて
共通してARに制御されるantisense RNAの解
析を行った。両方の細胞株に DHT 10 nMもし
くは Vehicle 刺激を行い 24 時間後に Total 
RNAを回収した。Illumina社の Hiseq2000を
利用して directional RNA sequence解析を行い
それぞれの細胞においてセンス、アンチセン

ス両方向でアンドロゲンにより制御される

Non-coding RNAを同定した。さらに ARの阻
害剤である Bicalutamide 10 M処理もしくは
siAR処理を行い、アンドロゲンによる転写活
性化が抑制されるかを解析した。GENCODE
を用いて lnc-RNAのなかで ARによる制御を
うける転写産物を絞り込んだ。その結果、

LNCaP細胞で 67遺伝子、VCaP細胞において
81 遺伝子が同定された。両者で共通する
lnc-RNAは 9個同定された。また別の database
である Noncode を利用したところ 12 個同定
された。 
(7) 同定された Non-coding RNA 群の中で
ChIP-seqによる転写開始点、プロモーターが
同定される(K4me3, AcH3 活性化のピークを
持つ)ものとして 10 個を同定した。まず
qRT-PCR 法によりアンドロゲンによる制御
をうけることを確認した。さらに siRNAの設
計を行い、それぞれの発現量を減少させるこ

とにより前立腺癌細胞の増殖能への影響を

解析した。siRNAを処理することにより増殖
能、遊走能を抑制することができたものは 3
つ同定された。現在その中の一つに関して機

能解析を行っている。具体的にはこのアンチ

センス RNAは Head-Headでセンスの protein 
coding gene と向かい合い共通のプロモータ
ーを持っている(図 3)。センス側の遺伝子は発
がん性のシグナル伝達物質であり、前立腺癌

の悪性化を促すと報告されている。共通のプ

ロモーターを有しており前立腺癌細胞の増

殖に関与することから、悪性化に寄与する可

能性を考えている。現在、Microarray により
下流シグナルの同定を行っており、遺伝子の

転写制御のメカニズムとともに臨床的な発

現の意義について今後解析予定である。 

 
図 3. RNA-sequencenにより同定された ARに
より制御されるアンチセンス RNAの一例 
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