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研究成果の概要（和文）：前立腺癌におけるアンドロゲン受容体 (AR) を軸としたエンハンサー活性化による遺
伝子発現制御機構から、発癌に寄与するエピゲノム制御共因子としてBRD4が重要な役割を担うことを同定した。
去勢抵抗性獲得においてはAR非依存的な異常エンハンサー活性化機構が深く関与していることを同定し、この異
常活性化をエピジェネティックに制御する治療戦略としてヒストンメチル化酵素DOT1Lの阻害が有用である可能
性を示した。

研究成果の概要（英文）：We focused on androgen receptor (AR) and its transcriptional role through 
enhancer activation. As an epigenetic co-factor of AR, we identified that BRD4 played a critical 
role for prostate carcinogenesis. Furthermore, we identified aberrant enhancer activation, which was
 independent of AR, in acquisition of castration resistance. We showed that inhibition of histone 
methyltransferase DOT1L might be a novel therapeutic strategy through regulating aberrant enhancer 
activation.

研究分野： 泌尿器悪性腫瘍

キーワード： 前立腺癌　がんエピゲノム　去勢抵抗性　アンドロゲン受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
前立腺癌の発癌ならびに去勢抵抗性獲得の分子機構について、エピゲノムの観点から解析を行なった。近年ゲノ
ム解析手法の発達によりゲノムを主軸においた研究が盛んである一方、エピゲノムを主軸に置いた研究は不十分
であり、我々の研究によりエピゲノムの観点から新規知見が得られた点で学術的意義が高いと考えられる。ま
た、エピジェネティック阻害による治療戦略の可能性を示した点では、社会的に克服すべき治療抵抗性病態であ
る去勢抵抗性前立腺癌に対する臨床応用へと繋がる、大きな社会的意義を有していると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 本邦において前立腺癌は男性罹患数上位の癌腫で、長寿大国である本邦において今後も罹患
患者数増加が見込まれる、喫緊の対策が必要な最重要の悪性腫瘍の一つである。前立腺癌はアン
ドロゲン依存性であることが古くから知られており、アンドロゲン除去療法 (ADT) は現在も全
身治療の第一選択である。ADT は初期には非常に有効であるものの、のちに治療抵抗性である去
勢抵抗性前立腺癌 (CRPC) に移行することが臨床的に問題となっている。 
 ADT の作用機序はアンドロゲンの供給阻止、あるいは、アンドロゲンとアンドロゲン受容体 
(AR) との結合阻害であり、いずれもアンドロゲン・AR 間を標的とした治療戦略である。アンド
ロゲンと結合した AR は核内移行し、標的領域のクロマチンに結合し標的遺伝子発現を制御する。
AR・クロマチン結合の際にはパイオニア転写因子 FOXA1 がクロマチンを開くことが知られてい
るものの、FOXA1・AR・クロマチン間で生じている分子機構については十分に解明されていない。
AR・クロマチン間を標的とした発癌分子機構の解を解明することは、ADT の限界を克服する新規
の治療標的の発見につながり前立腺癌に対する新たな治療戦略の礎になることが期待される。 
 また、前立腺癌に関する分子機構の解明においては、ゲノム異常に基づくジェネティックな発
癌・治療抵抗性・予後との関係性は多数報告されているものの、エピジェネティックな制御機構
に関する研究は限定的である。そのため、エピゲノム異常を標的とする分子機構解明は独自性が
高く既存治療とは異なる視点から有効な新規治療戦略につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、FOXA1・AR・クロマチン結合の際に生じているヒストン修飾をはじめとしたエピゲ
ノム変化や、これらを引き起こすエピゲノム修飾因子ならびに転写因子の機能を解明し、前立腺
癌におけるエピジェネティックな発癌分子機構・治療抵抗性獲得機構を同定し、新規治療標的の
発見につなげることを目的とする。臨床的に限界が問題となっている ADT の作用機序よりも下
流の分子機構に着目し、かつ、エピゲノム異常を標的とすることで、臨床応用への基礎をなすこ
とを目指す。 
 
３．研究の方法 
 ADT感受性前立腺癌細胞株として LNCaP、CRPC細胞株として LNCaP派生の LNCaP95を主として
用いた。CRPC細胞株は検証用として VCaP, 22Rv1 も用い、また、神経内分泌前立腺癌細胞株と
して PC3, DU145も検証に用いた。 
 転写因子・共因子 (AR, FOXA1, BRD4)、各種ヒストン修飾 (H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, 
H3K79me2)、ならびに RNAポリメラーゼⅡ (pan-polⅡ, S5P-polⅡ, S2P-polⅡ)に対する ChIP-
seq を上述の細胞株に対してアンドロゲン刺激やエピゲノム阻害剤などの各種薬剤投与前後で
施行した。また、同様の条件下に RNA-seqも施行し、エピゲノム情報とトランスクリプトーム情
報の網羅的な統合解析を行なった。 
 統合解析から発癌あるいは治療抵抗性獲得に関与する、FOXA1・AR 標的あるいは非標的遺伝子
群と近傍の特異的エピゲノム変化を抽出した。抽出された遺伝子群に対して GO解析, GSEA解析, 
pathway解析などの in silico解析を行い候補遺伝子の絞り込みを行なった。またエピゲノム変
化が生じているクロマチン領域に対して motif 解析を行い、同領域に作用する転写因子を探索
した。絞り込みを経た標的遺伝子や転写因子・エピゲノム修飾因子について、shRNA あるいは
siRNA を用いたノックダウンや特異的阻害剤投与による機能解析を行なった。 
 これら in vitro解析を検証するために、公共データベースに登録されている臨床検体を用い
た解析データや、千葉大学医学部附属病院泌尿器科において採取された前立腺組織 (癌部なら
びに非癌部) の解析を加え、臨床的正当性ならびに妥当性の検討を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) FOXA1・AR による発癌分子機構の探索 
LNCaP に対して 5αDHT刺激前後の RNA-seqと、同条件下での AR, H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac

に対する ChIP-seqを実施した。AR 結合領域の大半は H3K4me1 (+), H3K4me3 (-),H3K27ac (+) 
のエンハンサー領域であり、同領域の motif解析からは FOXA1 が有意に抽出された。FOXA1 に対
する ChIP-seqを同条件にて追加し統合解析したところ、AR 結合領域 (n = 41,813) と FOXA1 結
合領域 (n = 49,912) のうち 33,143領域が重複しており、この重複領域近傍遺伝子の GO 解析
からは発癌に関与することが示唆される遺伝子群が有意に抽出された(e.g.“Positve 
regulation of cell proliferation”; -log10(P) = 6.1, “Pathways in cancer”; -log10(P) 
= 5.2)。 
エンハンサー活性に着目し、アセチル化ヒストンを読み取り転写コンプレックスを誘導する
BETタンパクの代表である BRD4の ChIP-seqも同条件下に追加した。BRD4の結合領域 17,184 個
は、34.8%が FOXA1 (+)/AR (+), 53.3%が FOXA1 (-)/AR (-)の領域であり、それぞれ大半がエン 



 

 

ハンサー領域, プロモーター領域であるという
特徴的な 2 群に大別された (図 1)。また、BRD4 
(+)/FOXA1 (+)/AR (+)のエンハンサー領域近傍
遺伝子群はGO解析で癌関連遺伝子を有意に含有
し、かつ、5αDHT刺激後に有意な発現上昇を認
めた (P = 4.88 × 10-21)。一方で、 BRD4 
(+)/FOXA1 (-)/AR (-)のプロモーター領域近傍
遺伝子群はGO解析で正常細胞機能維持に関する
遺伝子群を有意に含有し、5αDHT刺激前後でそ
の発現に有意な変動は認めなかった (P = 0.02)。 
 これらの結果から、FOXA1 結合エンハンサー 
領域, AR 結合エンハンサー領域のそれぞれに
対する特異的なクロマチン結合阻害が新規治
療戦略へとつながる可能性が示唆された。現在、 
同領域に対するピロール・イミダゾールポリアミド (PIP) 合成に着手し、その投与が与える変
化を今後追加検討し、FOXA1・AR・クロマチン間で生じている発癌分子機構の詳細解明予定であ
る。 
 
(2) AR-V7 特異的標的遺伝子の同定 
 LNCaP派生 CRPC細胞株である LNCaP95は、チャコール処理血清を用いたアンドロゲンフリー
培地でも増殖可能であり、リガンド非依存性に転写活性を有する AR-V7を発現している。AR-V7
は CRPC における予後不良因子であることが臨床的に報告されているが、単なる予後マーカーで
あるのか、悪性化ドライバーであるのか、議論は尽きていない。そこで我々は、(1) と同条件に
て LNCaP95に対する RNA-seqと ChIP-seq (AR, H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac) を施行し、両細胞
株での AR/AR-V7結合領域ならびにヒストン修飾変化・遺伝子発現変化をゲノムワイドに解析を
行なった。 
 LNCaP95におけるアンドロゲンフリーでのAR-
V7結合領域 (n = 399) のうち、LNCaP での AR
結合領域と重複する領域は 377 箇所であり、22
箇所がAR-V7特異的結合領域として同定された。
この 399領域の近傍遺伝子 (n = 496) の遺伝
子発現状況を両細胞株のアンドロゲンフリー下
RNA-seq にて比較したところ、78 個の発現変動
遺伝子が抽出され、うち 4 個が AR-V7 特異的結
合領域近傍の遺伝子であった (図 2)。さらに
shRNA を用いて AR-V7 特異的ノックダウン細胞
株を樹立し、AR-V7 特異的標的遺伝子の更なる絞
り込みを行なったところ、4遺伝子のうち最も発
現低下が著しかった SLC3A2を同定した。また AR
との共通標的 (リガンド非依存的に AR-V7も標
的とする) 74遺伝子のうち最も発言低下が著し
かった NUP210を同定した。 
 SLC3A2の臨床的意義を検討するため、公共デ
ータベースによる遺伝子発現状況を比較した。
Grassoら (Nature, 2012) のデータからは、正
常前立腺，未治療前立腺癌に比し、CRPC におい
て SLC3A2の発現が有意に上昇していた。TCGA の
データからは、AR-V7高発現組織では低発現組織
に比較してSLC3A2が有意に高発現であることが
示された。同様の解析を NUP210でも行なったと
ころ、CRPC あるいは AR-V7高発現組織において、
その遺伝子発現が有意に高いことが示された 
(図 3)。 
両遺伝子の機能解析を行なうべく、siRNA によ

るノックダウンにて細胞増殖，細胞周期，アポト
ーシス，細胞老化の変化を検討した。SLC3A2の
ノックダウンにより、WST-8アッセイにて細胞増
殖が有意に抑制されていた。細胞周期解析では、 
G1 期での有意な細胞周期停止を認め、アポトーシス解析では顕著なアポトーシス誘導を認めた。
また、SA-β-Gal染色では有意な細胞老化誘導を認めた (図 4)。同様の解析を NUP210の siRNA
ノックダウンでも実施したところ、類似の解析結果が得られた。 
 以上の結果から、AR-V7 特異的標的遺伝子である SLC3A2、ならびに、AR との共通標的遺伝子

図 1. FOXA1, AR 結合領域のゲノムワイド解析 

 

図 2. AR-V7 特異的標的遺伝子の同定 

 

図 3. 臨床組織検体における SLC3A2 の発現 

 



 

 

である NUP210の両遺伝子は、CRPC の治療抵抗 
性・悪性化において重要な機能を有することが
示された。AR-V7が単なる予後マーカーではなく、
悪性化に寄与するドライバー因子であることを
示し た 重 要 な 新 規 知 見 で あ り 、 国 際誌
Translational Oncology に 掲 載 さ れ た 
(Sugiura, Sato, et al. Transl Oncol., 2021)。 
 
(3) エンハンサー制御変化に伴う去勢抵抗性獲

得機構の同定 

 (1), (2) で得られた知見から、我々は前立腺

癌の治療抵抗性獲得過程におけるエンハンサー

制御の変化が生じているのではないかという仮

説を立てた。とくにエンハンサー集簇から定義

され、細胞運命決定や発癌・癌の治療抵抗性獲得

に大きな影響を与えることが近年報告されてい

る (Whyte WA, et al. Cell, 2013., Loven J, 
et al Cell, 2013., Hnisz D, et al. Cell, 
2013) スーパーエンハンサー (SE) に着目し 

(図 5)、その CRPC における意義の検討を行なっ

た。 

 まず、H3K27ac の ChIP-seq データを基に、

LNCaP と LNCaP95の SEをそれぞれ抽出し、SE領

域とその近傍遺伝子群の重複関係と特徴を検討

した。LNCaP からは 1,073領域の SEと 1,747 個

の近傍遺伝子が、LNCaP95 からは 1,183 領域の

SEと 1,947 個の近傍遺伝子が抽出された。これ

ら SE 近傍遺伝子と、AR, FOXA1, BRD4が結合し

エンハンサー標的として支配する遺伝子 (AR 標

的) とを比較したところ、LNCaP では約 6 割が

合致する一方で、LNCaP95 では合致率はわずか

25.3%に留まった (図 6)。同様の傾向は臨床組

織検体の遺伝子発現プロファイルからも確認さ

れ、SE 近傍遺伝子群に Grasso らのデータを適

合しクラスタリング解析したところ、CRPC で遺

伝子発現が上昇している群のAR標的との一致率

はわずか 17.6%であった。 

 この結果から、前立腺癌は ADT 感受性から

CRPC へと移行する際に、その SE 制御様式が AR

依存的状態からAR非依存的状態へと変遷してい

ることが推測された。これを実証するため、AR

の共因子として機能する BETタンパク BRD4を阻

害剤 JQ1 ならびに shRNA によるノックダウンに

て抑制すると、LNCaP では顕著な細胞増殖抑制と

アポトーシス誘導が認められた一方で、LNCaP95

では軽度の細胞周期G1停止を認めるのみでアポ

トーシスは誘導されなかった。また、BRD4阻害

により発現上昇する遺伝子の中で、CRPC におけ

る AR 非依存的 SE 近傍遺伝子には、重要な癌パ

スウェイ関連遺伝子が有意に含まれていた (図

7)。 

 次に AR 非依存的 SEを制御する転写因子を探索するため、SE領域から motif解析によって候

補転写因子群を抽出し、siRNA スクリーニングによる絞り込みを行なった。少なくとも ELK1, SP1, 

ならびに SP2の 3つの転写因子が AR 非依存的 SE制御に関与しており、CRPC における複雑な SE

形成機構の一端が明らかとなった。 

 これまでの結果から、ADT感受性前立腺癌は AR がマスター転写因子として主たる SE制御を担

っている一方、CRPC では AR のみでない複数転写因子群による複雑な SE制御下にあることが判

図 4. SLC3A2 の各種機能解析 

 

図 5. スーパーエンハンサー (SE) の概念 

 

図 6. SE 近傍遺伝子と AR 標的との合致率比較 

 



 

 

明した。我々は SEの転写活性亢進状態に着目し、 

転写伸長に関与するエピゲノム修飾因子 DOT1L

に注目した。DOT1Lは CRPC においてその遺伝子

発現が有意に上昇しており、そのエピゲノム修

飾である H3K79メチル化状態を H3K79me2に対す

る ChIP-seq にて評価したところ、SE 近傍遺伝

子群で有意に高い修飾状態であった。DOT1L選択

的阻害剤 EPZ5676 を LNCaP95 に投与すると、

H3K79me2は顕著に消退し、有意な細胞増殖抑制・

細胞周期 G1 期停止・アポトーシス誘導を認めた 

(図 8)。 

さらに、JQ1 と EPZ5676 投与下での RNAポリメ

ラーゼⅡに対する ChIP-seq 解析から、BRD4 は

転写開始点に対して強く作用する一方で DOT1L

は転写集結点に対して強く作用することが判明

し、異なる分子機構で転写制御を担うことから

独立した治療標的となることが示唆された。そ

れぞれの薬剤投与下のトランスクリプトーム解

析から、CRPC において亢進している癌ホールマ

ーク遺伝子群を併用により相補的に抑制するこ

とが判明し、細胞増殖アッセイからは相乗的な

増殖抑制効果を呈することが判明した (図 9)。 

 以上の結果から、CRPC における治療抵抗性獲得機構として AR 非依存的 SEが深く関与してい

ることが同定され、また、DOT1L が CRPC に対するエピゲノム修飾制御を介した新規治療標的と

なり得ることが明らかとなった。今後の前立腺癌診療発展への礎となる新規知見であり、現在学

術誌へ投稿中である (Sato, et al. in preparation)。 

 

 

図 7. BRD4 阻害による AR 非依存的 SE の検証 

 

図 8. DOT1L の CRPC における機能解析 

 

図 9. DOT1L 阻害の新規治療戦略としての可能性検討 
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