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研究成果の概要（和文）：ChIP-sequence法を用いたゲノムワイドなARシグナル解析により同定したアンドロゲ
ン応答遺伝子（Androgen responsive gene: ARG）に着目し機能解析を行った。ARGはアンドロゲン依存的に発現
上昇し前立腺癌細胞の増殖能及び遊走能を亢進させていた。さらにARG配列特異的なsiRNAにて発現抑制するとそ
の増殖能や遊走能は抑制された。また臨床病理検体の免疫組織化学染色によりARGは正常前立腺組織と比較して
癌組織内で有意に高発現であることが示された。これらの結果よりこのARGは前立腺癌の増殖や進展に重要な因
子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Functional analyses were performed focusing on the androgen responsive gene 
(ARG) identified by genome-wide AR signaling analysis using the ChIP-sequence method. ARG was 
upregulated in an androgen-dependent manner and promoted prostate cancer cell proliferation and 
migration. Furthermore, siRNA targeting CLDN8 suppressed its growth and migratory ability. In 
addition, immunohistochemical analysis of clinical pathological specimens showed that ARG was 
significantly high immunoreactivity in cancerous tissues compared to benign prostatic tissues. These
 results suggested that ARG is an important role of proliferation and progression of prostate 
cancer.

研究分野： 前立腺癌
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は欧米では非常に罹患率の高い

癌で、本邦においても近年の食生活の欧米化
や高齢化社会の到来などにより急速に増加
傾向にある。 
前立腺癌は男性ホルモン（アンドロゲン）を
介したシグナルの活性化により発症・進展す
ることが知られており、細胞内において核内
受 容 体 で あ る ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体
（Androgen Receptor：AR）が転写因子とし
て重要な役割を果たしている。AR はリガン
ドであるアンドロゲンと直接結合して複合
体を形成すると核内に移行し、アンドロゲン
応答配列（androgen response element : 
ARE）に結合して下流の標的遺伝子を発現さ
せる。このようにして転写・活性化されたア
ンドロゲン応答遺伝子群の中には前立腺癌
の発症や進展を促すものがある。そのためア
ンドロゲンを阻害する内分泌療法は前立腺
癌に対する確立された治療法の一つである
が、しばしば治療中に癌が再燃しアンドロゲ
ン非依存的に増殖する去勢抵抗性前立腺癌
（ castration resistant prostate cancer：
CRPC）へと進行する。現在 CRPC に対する
確立した治療法は非常に少なく、タキサン系
抗癌剤を用いた抗癌化学療法は CRPC に対
して有効性が示されているが、実際の臨床に
おいては CRPC へ至り抗癌化学療法にも抵
抗性を獲得した前立腺癌患者が増加してお
り大きな課題となっている。 
こうした背景の中、前立腺癌研究が盛んに行
われさらなる新規治療薬の開発や治療抵抗
性獲得機序の解明に注目が集まっている。非
常に興味深いことに近年の研究により
CRPC 細胞内においてもアンドロゲン濃度
は上昇しており、CRPC への進行や細胞増殖
に AR の活性化やアンドロゲン応答遺伝子の
発現亢進が依然として重要であることが明
らかとなった。そのため、前立腺癌の発症及
び進展に重要な役割を果たしているアンド
ロゲンの標的遺伝子に着目した研究が盛ん
に行われるようになった。 
我々は新規アンドロゲン応答遺伝子を同定
する手法としてクロマチン免疫沈降法（ChIP 
assay）に DNA チップを組み合わせた
ChIP-chip 法を応用して、これまでに網羅的
な AR シグナル解析を行い報告してきた
（ Takayama K et al. Oncogene 26: 
4453-4463, 2007）。さらに新たな手法として
ChIP assay に次世代シークエンサーによる
ゲ ノ ムシー ク エンス を 組み合 わ せ た
ChIP-sequence 法によりゲノムワイドに AR
結合領域（ Androgen Receptor Binding 
Sites：ARBS）を同定した。これまでに同定
されたアンドロゲン応答遺伝子を機能解析
することで前立腺癌の増殖や治療抵抗性獲
得に関するいくつかの報告をしてきている
（ Takayama K et al. EMBO J 32: 
1665-1680, 2013）。これらの方法により得ら
れるゲノムデータを解析し、いくつかのアン

ドロゲン応答遺伝子候補を絞り込み、さらに
詳細な機能解析により前立腺癌の増殖や治
療抵抗性獲得機序の解明を目指した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ChIP-sequence 法を用いてゲノムワイド
にヒト前立腺癌細胞内における AR 結合領域
を解析し、新規アンドロゲン応答遺伝子を同
定する。 
 
(2) 応答遺伝子の機能解析を行うことで去勢
抵抗性獲得機序を明らかにし、将来の新規診
断マーカーや新規前立腺癌治療薬の開発を
目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ChIP-sequence 法より得られた全ゲノム
データを解析し ARBS を同定する。様々な遺
伝子のエンハンサー・プロモーター領域に
ARBSが存在する遺伝子を候補遺伝子として
抽出する。同定された転写開始点近傍の
ARBS を 含 む 約 1kb を 抽 出 し
Luciferase-construct を作製する。AR 陽性前
立腺癌細胞株（LNCaP, VCaP）にトランス
フ ェ ク シ ョ ン さ せ vehicle 処 理 群 と
dihydrotestosterone（DHT）処理群に分け、
Luciferase assay によりアンドロゲン応答性
を検証する。 
 
(2) DHTにより転写の活性化が認められた領
域について、公共データベースのコンピュー
ター配列解析ソフト TRANSFAC にて AR 結
合配列を解析し、ARE 及び類似の候補配列を
検索する。同定した配列への AR の結合を明
らかにするために、その候補配列にmutation
を入れた Luciferase-vector を作成し、(1)と
同様の方法で Luciferase assay を施行し、ア
ンドロゲン応答性の変化を解析する。さらに
同 定 し た 配 列 へ の AR 結 合 能 を
Electrophoresis Mobility Shift Assay
（EMSA）を用いて評価する。 
 
(3) アンドロゲン応答遺伝子候補に対するプ
ライマーを設計し quantitative RT-PCR 法
により、vehicle 処理群及び DHT 処理群に分
けて発現レベルを定量化し評価する。抗アン
ドロゲン剤（Bicalutamide）を用いてこれら
のアンドロゲン応答性の変化について検討
する。また、それぞれの遺伝子に対する特異
抗体を購入、もしくは作製し Western 
Blotting（WB）法によりタンパクレベルで
のアンドロゲン作用による誘導を検証する。 
 
(4) さらなる詳細な機能解析を行うために遺
伝子特異的な安定過剰発現細胞株（Stable 細
胞）を樹立する。作製した Stable 細胞と
control 細胞を用いて細胞増殖能や遊走能に
与える影響を proliferation assay 及び cell 



migration assay にて検討する。 
 
(5) 各遺伝子に対する特異的な siRNA を用
いて発現抑制系の前立腺癌細胞に与える影
響をqRT-PCR, WB, proliferation assay及び
cell migration assay を用いて検討する。 
 
(6) 臨床病理検体より得られるヒト前立腺癌
組織及び正常前立腺組織を用いて応答遺伝
子の免疫組織化学染色を施行し病理組織学
的な検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
以下より ChIP-sequence 法により同定した
ア ン ドロゲ ン 応答遺 伝 子候補 と し て
Claudin8（CLDN8）遺伝子を例に記述して
いく。 
 
(1) AR 陽性前立腺癌細胞株 LNCaP を用いた
ChIP-sequence法のデータよりCLDN8の転
写開始点近傍に ARBS を同定した。さらに
TRANSFAC の解析によりこの ARBS 内に
は 2 ヶ所の ARE 配列が存在することが確認
された。それらの配列への AR の結合の有無
及び AR の結合により転写が活性化され
CLDN8 がアンドロゲン応答性に発現上昇す
るかを確認するために、上記方法に記載した
とおりに Luciferase-construct を作製した。
LNCaPにトランスフェクションさせvehicle
処理群と DHT 処理群に分け Luciferase 
assay を施行したところ、DHT 処理群におい
て有意に転写の活性化が起きていることを
確認できた。さらにこの候補配列にmutation
を入れた construct を用いて Luciferase 
assay を施行すると mutation を入れること
により DHT による転写の活性化は消失する
ことが確認できた。また同配列への AR 結合
能を EMSA で評価した結果、2 ヶ所の ARE
各々に確かに AR が結合することが明らかと
なり、それぞれの配列への AR の結合がアン
ドロゲン依存的な転写の活性化に重要な働
きをしていることが明らかとなった（図 1）。
また CLDN8 に対するプライマーを設計し
qRT-PCR 法により、vehicle 処理群と DHT
処理群に分けて発現レベルを定量化したと
ころ、アンドロゲン応答性に mRNA の増加
が認められた。さらに抗アンドロゲン剤
（Bicalutamide）処理することにより、この
DHT 依存的な発現上昇は消失し、CLDN8 の
アンドロゲン応答性が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 Luciferase assay を用いたアンドロゲ
ン応答性の検討 
CLDN8 promoter region に 2 ヵ所の ARE を
認め、それぞれが転写の活性化に重要な配列
であった。（vs CLDN8 - Luc. DHT, ＊＊＊: p 
< 0.001） 
 
 
(2) 詳細な機能解析を行うため CLDN8 安定
過剰発現細胞株（以下Stable細胞）をLNCaP
より樹立した。Stable 細胞を用いてまず初め
に細胞増殖能や遊走能に与える影響につい
て検討した。Stable 細胞と control 細胞を
proliferation assay 及 び cell migration 
assay を用いて比較検討したところ、細胞増
殖能ばかりでなく遊走能も Stable 細胞にお
いて有意に亢進していることが見いだされ
た。また CLDN8 に対する配列特異的な
siRNAを用いてCLDN8の発現抑制系におけ
る細胞増殖能や遊走能に与える影響につい
て検証したところ細胞増殖能及び遊走能ど
ちらも有意に抑制されることが確認された
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 細胞増殖能に与える影響 
CLDN8 を特異的に発現抑制することで前立
腺癌細胞の増殖能は抑制された。（＊＊＊: p 
< 0.001） 
 
 
(3) 臨床病理検体（ヒト前立腺癌組織及び正
常前立腺組織）を用いて CLDN8 の免疫組織
化学染色を行い検討した。ヒト前立腺癌組織
における CLDN8 の発現は正常前立腺組織と
比較して有意に高発現であった（P = 0.0039, 
Wilcoxon signed rank test）（図 3）。この結
果は Oncomine data base 上で確認できる解
析結果と同様の結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



図 3 ヒト前立腺組織の免疫組織化学染色 
CLDN8 は有意に癌組織に高発現していた。 
 
 
(4) この CLDN8 のアンドロゲン依存的な発
現上昇は前立腺癌細胞内で有意に認められ、
細胞増殖能や遊走能の亢進に重要な役割を
果たしていることが明らかとなった。これら
の結果から癌の発育、進展や治療抵抗性の獲
得に関わる重要な因子である可能性、また予
後予測因子などの分子マーカーや新たな分
子標的治療薬としての臨床応用の可能性な
どが示唆された。 
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