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研究成果の概要（和文）：本研究では様々な細胞株を用いてアンドロゲン受容体(AR)の新規下流シグナルおよび
結合転写因子あるいは核内でのヒストン修飾などのエピゲノム因子との相互作用、細胞内エピゲノム状態を網羅
的に検証した。まずゲノムワイドでのAR結合部位を骨芽細胞、神経、筋肉のモデル細胞で同定した。新規AR結合
因子は細胞の分化、増殖などに関わりアンドロゲン依存的な組織特異的な働きを媒介している可能性を示唆する
結果が得られた。またヒストン修飾のChIP-seqの結果よりスーパーエンハンサー領域を同定し細胞特異的な重要
な遺伝子群にAR依存的な機能がかかわることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we comprehensively investigated downstream signals of the 
androgen receptor (AR), identified new epigenomic factors, transcription factors interacting with AR
 and explored histone modifications in the nucleus using various cell lines. First, we identified 
genome-wide AR-binding sites in osteoblast, neuron, and muscle model cells. Our results suggest that
 novel AR-binding factors are involved in cell differentiation and proliferation, and may mediate 
androgen-dependent tissue-specific actions. In addition, the results of ChIP-seq of histone 
modifications identified super-enhancer regions and indicated that important cell-specific gene 
clusters are involved in AR-dependent functions.

研究分野：内科、内分泌学、分子生物学

キーワード： アンドロゲン　エピゲノム　転写制御　老年病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりアンドロゲン受容体（AR）の作用機構について組織特異的な作用メカニズムの一端を明らかとし
た。すなわちARは組織特異的な転写因子群の作用を相互作用しあうことによりそのシグナルを制御している。AR
は組織特異的なスーパーエンハンサー領域に集積し組織の特異的な分化や増殖を制御していることを総括的に明
らかとした。ARの新たな下流シグナルおよび制御機構の同定はフレイル、認知症などの老年病の発症メカニズム
に関わる可能性もあり今後の研究によりさらなる発展が見込まれる。

※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 
本邦での高齢者人口の増加に伴い健康長寿を伸ばす医療の推進が求められ、特に高齢者男性
の健康の増進は社会を支える活力となる。アンドロゲン受容体(AR)は脳、筋肉、脂肪、骨、生殖
器など全身の臓器で発現が認められ、遺伝的な異常は先天性の生殖器や脳の発生の異常などの
疾患の原因につながる。アンドロゲンの加齢による血中濃度の減少は男性更年期を始め、認知機
能の低下、筋力、骨量の低下によるフレイルの発症につながることが報告されている。一方、動
物モデルより AR の機能低下は生活習慣病や加齢に伴う骨粗鬆症などの疾患の発生に寄与する 
(Yeh S, et al PNAS 2002)ことが考えられている。またこれまで ARの機能は前立腺における癌
の発生、悪性化のメカニズムにおける研究が盛んであった。ARは核内受容体の一種でありリガ
ンドであるテストステロンなどの男性ホルモンと結合することで核内に移行し DNA の特的な
配列を認識して結合する。ARは転写を活性化するヒストン修飾を介したエピゲノム変化を起こ
し、プロモーター、エンハンサーによる転写活性を上昇させ標的遺伝子を誘導する。ARをはじ
め核内受容体のゲノム上への結合には結合転写因子パートナーが重要であり、FOXA1 
(Forkhead box protein A1)は ER(estrogen receptor)、AR と結合し乳癌や前立腺癌において
ER/ARのゲノムへの結合を規定する(Lupien M Cell. 2008)。さらに ARの転写調節には蛋白を
コードしない non-coding RNAも重要である (Wang D et al. Nature 2011)。また細胞や病気の
特性を決める特性を有する細胞特異的なスーパーエンハンサーの形成も注目されている 
(Hnisz et al. Cell 2013)。しかしながらアンドロゲンの組織、細胞特異的な核内作用の差異、エ
ピゲノム制御機構は未知である。ARの分子機構、特に老化、老年病発症における役割は今後の
研究課題である。 
２．研究の目的 
本研究では様々な組織、細胞株を用いて AR の新規下流シグナル、結合転写因子や non-coding 
RNAあるいは核内でのヒストン修飾などのエピゲノム因子との相互作用、細胞内エピゲノム状
態を網羅的に検証することでスーパーエンハンサーの制御機構を探索し組織特異的な未知の
ARの転写調節機構を見いだすことを目的とする。また老年病特に認知症、フレイルなどの老化
関連疾患において基盤となる AR作用の解明につながる研究を行うことを目的とする。 
特に筋肉、神経、骨芽細胞モデル細胞を用いて ARの下流シグナル、作用機序の変化を既に解析
してきた前立腺との比較で検討していく。 
３．研究の方法 
骨芽細胞モデル(U2OS)、筋肉を形成する横紋筋細胞(RD)、ヒト下肢筋肉より樹立した primary な
培養筋肉細胞（当センターで樹立 Tokyo Medical Lower Extremity Cell: TMLE）、神経のモデル
細胞 SH-SY5Y 細胞で ARのシグナルの解析を行う。ARの下流シグナルを解析するため次世代シー
クエンサーと ChIP(クロマチン免疫沈降)を組み合わせたゲノム中の転写因子結合部位の同定
（ChIP-seq）により AR 結合部位を同定する。ジヒドロテストステロン(DHT)による刺激下で AR
の ChIP を行い得られた DNA を次世代シークエンサーによる解析を行う。解読された AR の結合
領域シークエンスをヒトゲノムにマッピングし、有意に濃縮されるゲノム部位を検出する。 
 次に AR 結合部位の DNA 配列を解析し、典型的な AR 結合 motif が検出されるかどうか、結合
パートナーとなる転写因子の結合配列が濃縮されているかどうかなどを検証していく。また前
立腺と骨、筋肉を比較することで各組織特異的な結合転写因子、ゲノムの結合パターンがあるか
どうかを検証する。合わせて転写活性化ヒストン H3 アセチル化などのヒストン修飾についても
ChIP-seq によるゲノムワイドでの解析を行い ROSE (Ranking of Superenhancers)などのプログ
ラムによりスーパーエンハンサーの同定を行う。 
 次にトランスクリプトームの解析を行う。そのために細胞のアンドロゲン刺激下もしくは AR
の発現抑制や過剰発現を行い、マイクロアレイにより遺伝子発現パターンを解析する。また得ら
れた標的遺伝子群を利用し Pathway の解析などにより AR の機能を解析可能である。また必要な
ら RNA-seq も検討する。 
 得られたゲノムワイドなデータの統合解析を行い、各組織特異的な転写産物の発現パターン
と転写因子の結合パターン、エピゲノム修飾の全体像を比較する。これにより細胞特異的な AR
の標的シグナルや転写因子、エピゲノム因子の結合などの新たな転写制御メカニズムが同定さ
れる可能性がある。得られた結果をもとにさらにゲノムワイドでのエピゲノム状態への影響を
ChIP-seq を用いて検証する。例えばカギとなる相互作用因子の発現抑制を行った上で ARやヒス
トン修飾の ChIP-seq を繰り返したときにエンハンサー活性やスーパーエンハンサーにどのよう
な影響が出るか見ることができる。 
 次に遺伝子発現プログラムと細胞内で骨の分化、増殖、筋肉の分化、アポトーシスなどへの表
現系への影響をみることで下流シグナルや AR の制御因子の機能解析を行う。骨の分化では ALP
染色、筋肉の分化ではヒトプライマリーな筋肉衛星細胞からの分化系を樹立しており MyoD の発
現やミオシン重鎖の発現などを指標に定量化する。これらの解析により細胞の分化、増殖に関わ
るシグナルの同定を目指す。 
４．研究成果 
1) AR 結合部位の同定 
ゲノムワイドでの AR結合部位を U2OS, SH-SY5Y, RD, TMLE の 4種類で行った。DHT 10 nM 刺激



後細胞を回収し、ChIP を行った。ChIP により得られた DNA のシークエンスを施行し、ヒトゲノ
ムに mapping した。それにより有意な AR結合部位(P < 1E-4)を同定した。U2OS で 20907 箇所、
SH-SY5Y で 2916 箇所、RDで 20673 箇所、TMLE で 9953 箇所同定した（図 1）。結合部位は DHT 依
存的に結合部位が増加した。またすでに同定していた前立腺がん細胞の AR 結合部位と比較した
が重なるものはわずかであった。これらより AR の結合部位は細胞や組織特異的に起きているこ
とが示唆された。次にヒストン修飾を検証するためにヒストンアセチル化(ACH3K27)、メチル化
(K4me1, K4me3)により ChIP を行った。それぞれプロモーター/エンハンサーを示唆するゲノム
領域に一致して修飾の重なりがみられた。また AR 結合部位との重なりも約半分程度観察され、
AR を介してエピゲノムを活性化している機能、AR が Pioneer factor によりエピゲノムが活性
化された領域に結合することが予想された。また U2OS, SH-SY5Y については AR の安定発現によ
る過剰発現を行った。すると得られるAR結合部位の量が増加した(U2OS-AR 96601箇所 SH-SY5Y-
AR 117988 箇所)ため ARの発現量により結合部位が変化することが確認できた。 

 
2) AR 結合部位周辺のモチーフ解析 
ChIP-seq のピークの前後 50 bp を取り出しどのような転写因子結合モチーフが濃縮しているか
HOMER を用いて解析した。その結果、ピークに一致して AR の結合モチーフが最も濃縮している
ことが確認できた。さらに興味深いことに前立腺がん細胞では強く同定される FOX モチーフは
確認されず、骨芽細胞では骨量維持に重要な転写因子 FX が筋肉の細胞では筋肉の分化や再生に
重要な RX や MX の結合モチーフが強く濃縮された。神経細胞においては神経の分化に重要と報
告のあった GXモチーフの濃縮が強く確認された。さらに FX, MX, RX の ChIP-seq も同様に施行
したところ AR 結合部位と一致して結合の濃縮がみられ FXについてはリガンド依存的に AR結合
部位への集積が確認された。 
3) アンドロゲンによる応答シグナルの解析 
マイクロアレイ法を用いたアンドロゲンによる応答シグナルの同定を試みた。細胞に Vehicle ま
たは DHT 10 nM にて 24時間刺激を行った。マイクロアレイ(Clariom-S array)による発現シグ
ナルの定量化を行い応答シグナルを同定した。 
U2OS 細胞では 2倍以上の発現上昇を示す遺伝子が 125 個同定された。また 801 遺伝子で 1.41 倍
以上の発現上昇を認めた。一方 U2OS-AR 細胞ではそれぞれ 840 個、2533 個同定され AR 応答性の
シグナルが増加することが観察された。得られた応答シグナルの機能を解析するため Gene 
Ontology (Go)-term 解析および KEGG-Pathway 解析を行った。Go-term 解析ではアクチンなどの
細胞骨格、骨分化に関わるシグナルの遺伝子群が濃縮していた他細胞接着、細胞分化や血管形成
などの遺伝子も濃縮しており新たな ARの機能として考えられた。また AR と FX が重なる近傍遺
伝子ではより強くアンドロゲンによる応答性が認められることが確認された。 
同様にSH-SY5Y細胞では神経分化やシナプスに関係する遺伝子群が濃縮していること、RDやTMLE
では細胞分化、増殖に関わる遺伝子群の同定が確認され新たな AR 応答シグナルと考えられた。 
4) スーパーエンハンサーの同定 
ROSE (Ranking of Super Enhancer)を用いて各種細胞における Super-enhancer (SE)を同定し
た。細胞での Histone H3K27 のアセチル化 ChIP-seq データを使用してエンハンサー領域のラン
キングを行った。その結果、TMLE では 1653 箇所、U2OS では 1617 箇所,SH-SY5Y では 1087 箇所
SE として同定された(図 2)。SH-SY5Y では神経分化に関わる転写因子などの濃縮、U2OS では TGF
βシグナルなどの骨分化に重要な遺伝子が濃縮していた。また SE と重なる AR 結合領域も併せ
て同定することができた。一方で ARの過剰発現ではほとんどの SE に AR の結合が増えることが



認められ、ARと SE の相関が観察された。これら AR 依存的な SEを同定した結果、U2OS では Notch
などの骨分化に重要な新たなシグナルが含まれていた。 

 
5) 新たな結合パートナーの骨芽細胞における役割の解析 
さらに ARの新規結合パートナーである FXの機能について U2OS細胞, MG63 細胞を用いて骨芽細
胞における役割を解析した。まず両細胞には FXの発現が強く観察された。一方で AR の蛋白レベ
ルでの発現はアンドロゲン依存的に上昇することが観察された。興味深いことに AR の発現は FX
の発現抑制により減少することが観察された。それに応じてアンドロゲン応答性の遺伝子発現
上昇が FX の抑制により減少した。これらより FX は AR 結合部位に集積することにより AR の結
合、蛋白レベルを促進的に働き AR シグナルを活性化していることが推測された。また骨分化に
おける役割を解析するためアルカリ性ホスファターゼ (ALP)染色を行った。ALP は骨芽細胞のマ
ーカー酵素として知られており、骨芽細胞分化を示す一つの指標として用いられている。その結
果 AR の過剰発現では ALP 染色が有意に増加し FX の発現抑制により増加が抑制されることが認
められた。以上の結果より FXは AR のシグナルを亢進し骨分化に関わることが示唆された。 
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Front Oncol 581515

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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Frontiers in Aging -
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The 80th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Subtype-specific collaborative transcription factor networks are promoted by OCT4 in prostate cancer

アルキル化剤を修飾したpyrrole-imidazole (PI)ポリアミドの前立腺癌細胞に対する抗腫瘍効果の検討

OCT1標的遺伝子は限局性前立腺癌の悪性化に関与する

Identification of OCT1 target genes involved in progression of castration-resistant neuroendocrine prostate cancer.
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 ３．学会等名
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 １．発表者名
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ポリエチレングリコール誘導体9bwは酸化的リン酸化を阻害して神経芽腫細胞の増殖を抑制する

Targeting the gene regulation mechanism of RNA-processing factor PSF for hormone therapy resistant cancer treatment

OCT1は乳がん患者の予後不良因子でありNCAPHを誘導し乳がん細胞の増殖を亢進する

The efficacy of Pyrrole-imidazole (PI) polyamide combined with cytotoxic agent for inhibition of prostate cancer cell
growth.

 １．発表者名
船越大吾 大日方大亮　藤原恭子　高山賢一　井上聡　高橋悟
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解析

前立腺癌におけるアンドロゲン受容体を中心とする転写因子ネットワークと制御機構

Ribonuclease H2 subunit AはR-loop発現を制御し、アンドロゲン受容体発現、前立腺がんの去勢抵抗性獲得に関わる
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