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研究成果の概要（和文）：治療抵抗性を呈した前立腺癌で活性化している分子経路の探索を行う為、去勢抵抗性
前立腺癌（CRPC）転移巣、正常前立腺、未治療前立腺癌からRNAを抽出し、次世代シークエンサーを用いた解析
を施行した。バイオインフォマティクス解析により遺伝子発現を比較し、CRPCにおいて特異的に発現変動するマ
イクロRNAの探索を行った。その結果、miR-221/222がCRPCにおいて有意に発現低下していることがわかった。さ
らに、ゲノム科学的手法により、マイクロRNAが制御する、CRPCにおける新規癌遺伝子の探索を行った。その結
果、miR-221/222が直接制御する遺伝子としてEcm29を見出した。

研究成果の概要（英文）：Understanding the molecular mechanisms of the androgen-independent and 
metastatic signaling pathways underlying castration-resistant prostate cancer (CRPC) using current 
genomic approaches would help to improve therapies for and prevention of the disease. We sequenced 
small RNA libraries isolated from normal prostate tissue, prostate cancer (PCa) tissue and CRPC 
tissue. 267 miRNAs were significantly downregulated in CRPC compared with normal prostate specimen. 
miR-221/222 cluster was significantly downregulated in CRPC specimen. Gene expression data and in 
silico analysis demonstrated miR-221/222 regulated Ecm29 gene, which was highly expressed in CRPC 
specimen. 
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１．研究開始当初の背景 
 前立腺癌は欧米で罹患率 1 位、死亡率 2 位
の癌であり、近年、本邦においても急激に罹
患率、死亡率ともに上昇している癌である。
いずれ国内の前立腺癌患者数は、全癌種のう
ち肺癌に次いで罹患率 1位になる事が予測さ
れている。前立腺癌は男性ホルモン依存性に
増殖することから、当初はホルモン療法によ
り治療効果が望める。しかしながら、徐々に
治療に対する耐性機構を獲得し、血清低テス
トステロン値でも進展可能な去勢抵抗性前
立腺癌（CRPC）となることが知られている。 
近年、CRPC に対する新規治療薬が次々と

開発されているが、予後延長効果は限定的で
ある。この現状に対して、世界中で前立腺癌
のホルモン非依存的な増殖の分子メカニズ
ムの解明を試みているが、未だその分子機構
は不明である。 
 ヒトゲノム解析研究の成果として、ゲノム
中には蛋白をコードしないノンコーディン
グ RNA が多数存在する事が判明した。その
中で、わずか 19 塩基～22 塩基の 1 本鎖 RNA
分子はマイクロ RNA と呼ばれる。マイクロ
RNA は配列依存的にタンパクコード遺伝子
の 3’UTR に結合し、その遺伝子の発現を制
御すると考えられている。癌を含む様々な疾
患で、マイクロ RNA の異常発現がタンパク
コード遺伝子の発現異常にもたらし、疾患を
惹起すると考えらえている。１つのマイクロ
RNAが数千種の蛋白コード遺伝子を制御し、
また、逆にタンパクコード遺伝子の半数以上
がマイクロ RNA の制御を受けているとの報
告もある。この事は、基点となるマイクロ
RNA を見出し、その制御する遺伝子群を網
羅的に解析する事で、新たな分子ネットワー
クが見出せる可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、様々な治療に抵抗性を示した
CRPC 検体について、網羅的マイクロ RNA
発現解析を行ない、その結果を基に制御機構
を解析することで、新たな CRPC 進展機構を
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） 次世代シークエンサーを用いた CRPC
で特異的に発現変動する新たなマイクロ RNA
の探索 
様々な治療に抵抗性を示したCRPC剖検検体
3 症例 4 検体について、RNA を抽出し、次世
代シークエンサーを用いて網羅的RNA解析を
行なった。さらに、同時に、経直腸前立腺針
生検で得た正常前立腺組織ならびに未治療
前立腺癌組織についても、5 検体ずつ、RNA
を抽出した。これら計 14 検体について、低
分子の RNA 分画から cDNA ライブラリーを作
成後、次世代シークエンサーを用いた解析を
施行した。これら 3グループ、14 検体のデー
タを比較し、治療抵抗性 CRPC において有意
に発現が変動するマイクロ RNA を抽出し、解

析の候補とした。 
（２）CRPC 増殖・進展に関わる新規マイクロ
RNA ネットワークの解明 
治療抵抗性 CRPC において特異的に発現変

動するマイクロ RNA を探索した。特に、CRPC
において発現低下するマイクロRNAを抽出し、
独自に「去勢抵抗性前立腺癌・マイクロ RNA
発現プロファイル」を作成した。特に CRPC
で発現低下するマイクロ RNA に注目した。こ
れらマイクロ RNA は CRPC における癌抑制型
マイクロ RNA の候補であると考えられた。候
補となったマイクロRNAについては非癌前立
腺組織、前立腺癌組織、CRPC 組織で発現レベ
ルの確認を行った。さらに、マイクロ RNA を
それぞれ前立腺癌細胞に核酸導入し、それぞ
れのマイクロRNAについて機能解析を行なっ
た。 
 
（３）CRPC の増殖・進展シグナル伝達系の
探索 
 次に、マイクロ RNA が制御する分子探索を
行った。公共のデータべースであるターゲッ
トスキャンを用いてマイクロRNAが配列依存
的に制御しうる遺伝子を探索した。さらに、
GEO（Gene Expression Omnibus）データベー
スと、実際に前立腺癌細胞株にマイクロ RNA
を核酸導入後にマイクロアレイ解析を行な
い、これらを組み合わせ、CRPC において発現
亢進する分子群を探索した。また、治療抵抗
性 CRPC における遺伝子群の発現を確認する
ため、免疫染色を施行した。最後に、si-RNA
を用いてこれら遺伝子をノックダウンし、前
立腺癌細胞における効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）CRPC・マイクロ RNA 発現プロファイル
の作成 

CRPC4 検体、未
治療前立腺癌組
織 5 検体、正常
前立腺組織 5 検
体に対してシー
ケンス解析を行
な う と 、
16,085,486 か
ら  22,552,510
個の小 RNA 分子
が 得 ら れ た 。
CRPC と非癌前立

腺組織を比較すると、CRPC において、267 個
のマイクロ RNA が有意に発現低下していた。
これらマイクロ RNA のうち、特に CRPC で発
現の低下が大きかったものを上図に示す。こ
れらは CRPC において発現低下していたもの
である。癌において発現が低下するマイクロ
RNA は、癌遺伝子を標的として働いている可
能性が高いと考えられている。よって、この
リストに挙げたマイクロ RNA が、CRPC におけ
る癌抑制型マイクロRNAである可能性が高い
と考えた。 



これらマイクロRNAのヒト染色体上の位置
を調べると、染色体上の同じ領域に存在する
マイクロ RNA（クラスターマイクロ RNA）が
複数見出された。さらに、これらクラスター
マイクロRNAのパッセンジャー鎖とガイド鎖
の両方が同時に含まれていることが分かっ
た。これまでの報告では、このガイド鎖が標
的分子の３’非翻訳領域に結合し、その標的
分子を制御すると言われ、逆にパッセンジャ
ー鎖は分解され機能しないと考えられてい
た。しかしながら、本プロファイルにはパッ
センジャー鎖も含まれるため、機能未知のパ
ッセンジャー鎖についても機能解析ならび
に標的分子探索を継続することとした。 
 
（２）CRPC 増殖・進展に関わる新規マイクロ
RNA ネットワークの解明 
前 立 腺 癌 細 胞 株 PC3,  DU145 に

miR-221-3p/5p ならびに miR-222-3p/5p を核
酸導入すると、その増殖、遊走、浸潤のいず
れかを抑制し、これらマイクロ RNA は前立腺
癌において癌抑制型マイクロRNAとして機能
し て い る こ と が 分 か っ た 。 次 に 、
miR-221-3p/5p ならびに miR-222-3p/5p の発
現をRT-PCRで臨床検体を用いて確認すると、
非癌組織に比べて、前立腺癌において発現が
低下し、CRPC においてはさらに発現が低下す
ることが分かった。 
 

（３）CRPC の増殖・進展シグナル伝達系の探
索 
 治療抵抗性前立腺癌において発現低下し、
癌抑制型マイクロRNAとして機能しているマ
イクロ RNA は、癌遺伝子を標的とする可能性
が高い。そこで、まず、①データベースを用
いた解析により、マイクロRNAの配列を基に、
標的としうる遺伝子群を探索、次に、②前立
腺癌細胞株に癌抑制型マイクロRNAを実際に
核酸導入した状態で網羅的に遺伝子解析を
行ない、発現低下した遺伝子群を抽出、さら
に、③前立腺癌臨床検体で発現亢進する遺伝
子を抽出した。 
これら前立腺癌における癌遺伝子の候補に
ついて、ルシフェラーゼレポーターアッセイ
を用いて、直接、癌抑制型マイクロ RNA が標
的分子を制御することを証明し、マイクロ
RNA の核酸導入後に標的分子を測定、標的分
子の発現が低下することを確認した。さらに、
si-RNAを用いたノックダウン解析、in silico
解析や、臨床検体における発現確認を行うこ
とで、前立腺癌における癌遺伝子としての機
能を確認し、前立腺癌進展の新規メカニズム
解明を試みた。解析の結果、癌細胞の浸潤・
遊走を抑制する microRNA-221/222 は、これ
まで癌における機能不明であったEcm29を直
接制御し、治療抵抗性前立腺癌臨床検体では
Ecm29 高発現を認める検体が複数認められた。
さらに、si-RNA を用いて Ecm29 をノックダウ
ンすると、癌細胞の遊走と浸潤を有意に抑制
した。この結果から、前立腺癌において、

miR-221/222 の発現低下と Ecm29 の発現亢進
は、癌細胞の遊走、浸潤の亢進に寄与してい
る可能性が示唆された。 
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