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研究成果の概要（和文）：アンドロゲン依存性LNCaP細胞では、MID1発現量に相関してAR転写活性が増強したことから
、MID1はARコアクチベーターである事が示唆された。アンドロゲン非依存性LNCaP-AI細胞で高発現しているCRYABもMID
1と同様に、LNCaP細胞の浸潤能を促進することが明らかとなった。LNCaP-AI細胞におけるMID1をknockdownすると、CRY
ABの発現も低下するが、蛍光免疫染色では両者の核内における会合・結合を示唆する像はみられなかった。これらの結
果から、MID1による前立腺癌浸潤能亢進機能は、CRYABを介したものである事が示唆されたが、その制御は直接的では
ない事が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have established an androgen-independent (AI) subline from androgen-dependent 
LNCaP cells, and examined genes differentially expressed between LNCaP and LNCaP-AI by microarray 
analysis. We thereby found midline 1 (MID1) to be an upregulated gene in the latter. Knockdown of MID1 
expression in LNCaP-AI cells resulted in significant suppression of invasion, and enforced expression of 
MID1 in LNCaP promoted an invasive capacity in the Matrigel chemoinvasion assay. MID1 also promoted AR 
transcriptional activity in gene dosage-dependent manner by luciferase reporter assay. CRYAB, one of 
upregulated gene in LNCaP-AI cells, promoted invasive ability and knockdown of it led to suppress 
invasion of prostate cancer cells in the same as MID1. However, interaction between MID1 and CRYAB did 
not confirmed by immunocytochemistry. These results suggest that MID1 is an AR coactivator and deeply 
involved in prostate cancer progression via CRYAB with an indirect manner.

研究分野： 病理学

キーワード： 前立腺癌　MID1/TRIM18
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１．研究開始当初の背景 
 前立腺癌はホルモン依存性癌であり、
1941年のHuggins＆Hodgesの報告以来半世
紀以上経過した今日においても、アンドロ
ゲン除去を中心としたホルモン療法はヒト
の前立腺癌治療の主流となっている。転移
のある進行性前立腺癌でも初期のホルモン
療法が 80%以上の症例で有効であるが、そ
の半数以上は５年以内にホルモン非依存性
となり再発することが知られている。アン
ドロゲン非依存性形質を持つ去勢抵抗性前
立腺癌（castration-resistant prostate 
cancer, CRPC）になると予後不良であり、
あらゆる治療に抵抗性で再燃後数年以内に
ほとんどの症例が死亡する。現在までの前
立腺癌の基礎的研究、新薬・治療法の開発
にもかかわらず、CRPC の予後はほとんど変
化せず、前立腺癌治療において大きな問題
となっている。前立腺癌においても現在ま
でにアンドロゲン非依存性形質獲得に関わ
るメカニズムとしてアンドロゲン受容体
(AR)遺伝子点突然変異、AR 遺伝子増幅、AR
関連コアクティベーター発現、AR プロモー
ター領域の高メチル化、IL6 高発現、HER2
高発現などが報告されている。しかしこれ
らの現象だけでは大多数の症例を説明する
ことはできず、未だ解明されていない他の
メカニズムが存在すると考えられている。
我々は新たなメカニズムを探求する目的で、
剖検により得られた CRPC 組織と前立腺摘
出術から得られた限局性前立腺癌組織の２
つをサンプルとして cDNA サブトラクショ
ンの１つである cDNA-Representational 
difference analysis (RDA)法を行った。そ
の結果、CRPC で特異的に発現が低下してい
る 遺 伝 子 と し て Lsm1,XBP-1 お よ び
Prostasin の３遺伝子を検出し、Lsm1 発現
低下は浸潤能、転移能を促進し、XBP-1, 
Prostasin 発現と組織異型度は逆相関する
ことが明らかにした（Takahashi S et al, 
Down-regulation of Lsm1 is involved in 
human prostate cancer progression. Brit 
J Cancer, 86:940-946, 2002; Takahashi S 
et al, Down-regulation of human X-box 
binding protein I expression correlates 
with tumor progression in human prostate 
cancers. Prostate, 50:154-161, 2002, 
Takahashi S et al, Down-regulated 
expression of prostasin in high-grade or 
hormone refractory human prostate 
cancers. Prostate, 54:187-193, 2003）。
しかしアンドロゲン非依存性形質獲得メカ
ニズムの一旦を担うような機能はこれらの
遺伝子に見出すことはできず、むしろ比較
した癌組織の組織分化度の差異を反映した
結果となった。このように個体差の激しい
ヒト臨床検体を使用した場合には両者間の
発現プロファイルがあまりにも異なるため
に、アンドロゲン非依存性能獲得に関わる
本質的な遺伝子を見極めることは非常に困

難であると推測された。このような問題点
を克服するためにはアンドロゲンに対する
反応性以外は極力近似した形質を示すサン
プルを用いることが重要であることが示唆
された。 
 
２．研究の目的 
 我々はアンドロゲン依存性形質のみが異
なる前立腺癌細胞を得るために、アンドロ
ゲン依存性増殖を示すヒト前立腺癌細胞
LNCaP を、チャコール処理してアンドロゲ
ンなどのステロイドホルモン全般を除去し
た血清を含む培地と通常用いるアンドロゲ
ン含有培地とを交互に処理することにより、
アンドロゲン非依存性増殖能を獲得した
LNCaP 細胞(LNCaP-AI)を 4 株確立した。こ
れらの LNCaP-AI 細胞はいずれも AR 発現、
ジヒドロテストステロン(DHT)に対する反
応性が保持されており、アンドロゲン含有
培地で維持した場合には LNCaP 細胞と同様
の増殖速度を示すのに対し、浸潤能は有意
に亢進していることを明らかにしている。
また、LNCaP, LNCaP-AI 細胞から抽出した
RNA を用いてマイクロアレイによる網羅的
解析を行い、特異的に発現変動を示す遺伝
子群をすでに同定しているが、それらの
個々の遺伝子がアンドロゲン非依存性能獲
得あるいは浸潤能亢進にどのように関連し
ているかについては不明な点が多い。現在
我々はLNCaP細胞に比較してLNCaP-AI細胞
で 13 倍高発現している Midline 1 (MID1)
遺伝子に注目している。MID1 は TRIM ファ
ミリーに属する RING finger タンパクの１
つで、E3 ユビキチンリガーゼ活性を有して
おり、先天異常である Opitz/BBB 症候群の
責任遺伝子として知られている。今回の研
究では MID1 がアンドロゲン非依存性形質
獲得、浸潤能亢進にどのように関与してい
るかについてその分子メカニズムを解明し、
去勢抵抗性前立腺癌治療の標的分子として
の可能性について検討した。 
 
３．研究の方法 
＜抗体＞ 
使用した抗体は以下の通りである。AR 
(Santa Cruz Biotechnology), PSA (DAKO), 
MID1 (Sigma), CRYAB (Stressgen), Actin 
(Sigma), Lamin A/C (Cell Signaling 
Technology). 
＜ベクター構築＞ 
pcDNA3.1-myc-His バックボーンベクター
に MID1/TRIM18 あるいは CRYAB 遺伝子の
ORF を組み込み、それぞれの発現ベクター
を構築した。また、TIP60, p300 について
は、OriGene Technologies から発現ベクタ
ー と し て そ れ ぞ れ pCMV6-KAT5, 
pCMV6-EP300 およびその対照として pCMV6 
entry を購入した。 
＜レポーター・アッセイ＞ 
レポーター遺伝子として PSA 遺伝子プロモ



ー タ ー (6kb) を 組 み 込 ん だ pGL3-PSA 
promoter、導入効率をみるための内部コン
トロールとして phRLTK を LNCaP あるいは
LNCaP-AI 細 胞 に Nucleofector (Lonza 
Cologne AG)を用いて elecetroporation 法
で遺伝子導入した。遺伝子導入後はチャコ
ール処理した培地を用いて 96 ウェルで培
養し、24 時間後に DHT を添加する群としな
い群を設けた後、24 時間後に Dual 
luciferase reporter assay system 
(Promega Co.)を用いて AR 転写活性に対す
る影響を検討した。 
＜CRYAB 発現安定株の樹立＞ 
pcDNA3.1-myc-His-CRYAB を LNCaP 細胞に
electroporation 法を用いて導入し、
neomycin で selection 後に ring cloning
法で細胞を単離した。 
＜ケモインベージョン・アッセイ＞ 
Biocoat Matrigel Invasion Chamber 
(Corning Inc.)を用いてアッセイを行った。
チャンバー上層には 0.1% BSA 含有
RPMI1640 培地中に 5x105個の遺伝子導入細
胞を、下層には fibronectin (10microg/ml)
含有培地を入れ、48 時間後に浸潤細胞数を
計測した。 
＜ウエスタン解析＞ 
LNCaP あるいは LNCaP-AI 細胞を RIPA バッ
ファー（150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium 
deoxycholate, 0.1% SDS, 50mM Tris-HCl 
(pH8.0), 0.2mM sodium orthovanadate, 
protease inhibitor (Complete cocktail)）
に溶解後、SDS-PAGE に展開し、ニトロセル
ロースメンブレンに転写し、種々の抗体を
用いて解析した。核成分、細胞質成分の分
画には Nuclear/cytosol fractionation 
kit (BioVision)を使用した。 
＜蛍光免疫染色＞ 
培養したLNCaPあるいはLNCaP-AI細胞を培
地を除去後、ホルマリンにて固定し、Tween 
20 による permeabilization を行った後、
各種抗体を用いて染色を行った。染色後は
Keyence BZ-9000 を用いて検討した。 
＜組織アレイを用いた免疫組織染色＞ 
無治療状態のヒト前立腺癌 48 例を搭載し
た組織アレイを、パラフィンブロック専用
アレイヤー装置（KIN-1 型、株式会社東屋
医科器械）を用いて作成した。MID1 抗体を
用いた免疫染色は、自動免疫染色装置
（BondMax, Leica）を用いて染色した。 
 
４．研究成果 
 MID1/TRIM18 を LNCaP 細胞に強制発現す
る際に、その発現量を変化させることで AR
転写活性がどのように変化するかを PSA プ
ロモーターを組み込んだルシフェラーゼ発
現ベクターを用いて検討したところ、導入
したベクターDNA量に相関してAR転写活性
が DHT 存在下で増強する事が確認された。
このことからMID1/TRIM18はARのコアクチ
ベーターである可能性が示唆された。

Reymond らの総説（EMBO J, 9:2140-2151, 
2001）では MID1/TRIM18 は細胞質に存在す
るとされていることから、MID1/TRIM18 が
実際に核内に移行する可能性について検討
した。MID1/TRIM18 を強制発現させた LNCaP
細胞の細胞質および核分画タンパクを調整
して MID1/TRIM18 発現をみると、核および
細胞質に MID1/TRIM18 タンパク発現が観察
され、その発現量は両者とも DHT 存在下で
亢進することが観察された。また、蛍光免
疫染色による検討においてもウエスタン解
析と同様に、MID1/TRIM18 タンパクは核、
細胞質に存在し、DHT 存在下では特に核内
MID1/TRIM18 発現量が増強する傾向が認め
られた。以上の結果から、MID1/TRIM18 タ
ンパクは核内に移行することで AR 転写活
性に対して促進的に働き、新規の AR コアク
チベーターである事が示唆された。そこで、 
MID1/TRIM18 と他の転写因子との相互作用
の有無について検討した。過去の報告では、
MID1/TRIM18と同じTRIMファミリー分子で
ある TRIM24, TRIM68 は AR コアクチベータ
ーとしての機能が明らかにされており、ア
セチルトランスフェラーゼ活性を有する
TIP60, p300 と結合することで AR 転写活性
を制御していることが知られている。そこ
で TIP60, p300 の 発 現 ベ ク タ ー 、
MID1/TRIM18発現ベクター, PSAプロモータ
ーレポーターと同時に LNCaP 細胞にトラン
スフェクションし、レポーターアッセイに
より解析した。その結果、MID1/TRIM18 に
よる TIP60, p300 転写活性増強効果は認め
られず、MID1/TRIM18 の AR コアクチベータ
ーとしての機能は転写因子との相互作用に
よるものではない可能性が示唆された。 
 そこで、別のメカニズムを想定し、
MID1/TRIM18 と同様に LNCaP 細胞に比較し
て LNCaP-AI 細胞で高発現（11 倍）してい
る alphaB-crystallin (CRYAB, HspB5)に着
目した。その理由として、AR タンパクが核
内移行する際に重要な役割を演ずる熱ショ
ックタンパクの１つとして Hsp27 (HspB1)
が知られているが、CRYAB は Hsp27 に類似
した構造を有する熱ショックタンパクであ
ることが挙げられる。MID1 と同様に、CRYAB
を LNCaP 細胞に強制発現させることでその
浸潤能は亢進し、LNCaP-AI 細胞における
CRYAB を knockdown させることで、その浸
潤能が抑制されることが明らかとなった。
MID1/TRIM18, CRYAB を高発現している
LNCaP-AI5, -AI8 細胞に siRNA をトランス
フェクションすることにより MID1 を
knockdown すると、それに連動して CRYAB
の発現も低下することが確認された。しか
しながら、これらの細胞において CRYAB 発
現は DHT の存在下、非存在下に関わらず顕
著な変動はみられず、蛍光免疫染色におい
ても DHT 添加による CRYAB タンパクの核内
移 行 は 観 察 さ れ な か っ た 。 ま た 、
MID1/TRIM18 と CRYAB の二重蛍光免疫染色



では両者の会合・結合を示唆する像はみら
れなかった。これらの結果から、MID1 によ
る前立腺癌浸潤能亢進機能は、その下流に
存在する CRYAB を介したものである事が示
唆されたが、その制御は直接的ではなく、
何らかの分子を介したものである事が考え
られた。 
 無治療状態のヒト前立腺癌における
MID1/TRIM18 タンパク発現を免疫組織染色
によって検討した結果、Gleason pattern
が高くなる、すなわち分化度が低くなるに
従って MID1/TRIM18 発現量は有意に増加し
ており、悪性度が高い癌では MID1/TRIM18
発現が亢進していることが明らかとなった。
しかしながらこれらの MID1/TRIM18 陽性像
はいずれも細胞質で観察され、核内におけ
る発現は明らかではなかった。 
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