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研究成果の概要（和文）：去勢抵抗性前立腺癌は致死的疾患であり、その主因の一つに治療ストレスに付随する
腫瘍微小環境への暴露に誘発されたheterogeneityの変化がある。しかしその分子機構については十分にわかっ
ていない。本研究では微小環境が前立腺癌に及ぼす影響とその環境応答自体の違いに着目し、前立腺癌細胞を用
いて低酸素刺激前後の網羅的エピゲノム解析を行った。本研究の結果から去勢抵抗性獲得前後の代謝プロファイ
ルの変化を同定し、また微小環境に由来するエピゲノム変化が去勢抵抗性獲得に影響を及ぼす可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Castration-resistant prostate cancer is a lethal disease, and one of its 
main causes is heterogeneity induced by exposure to the tumor microenvironment associated with 
treatment stress. However, the molecular mechanism is not fully understood. In this study, we 
focused on the effects of the microenvironment on prostate cancer and the differences in the 
environmental response, and performed comprehensive epigenomic analysis using prostate cancer cell 
lines. Our results identified alteration of metabolic profiles after the acquisition of castration 
resistance, and showed that microenvironment-derived epigenomic changes may influence the 
acquisition of castration resistance.

研究分野： 前立腺癌

キーワード： 去勢抵抗性前立腺癌　癌エピゲノム　低酸素環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
去勢抵抗性前立腺癌における腫瘍微小環境によるheterogeneityの変化については十分に解明されておらず、そ
の分子メカニズムやゲノム変異以外のエピゲノム異常機構については未だ不明な点が多い。本研究はその一端を
説明するものであり、微小環境への分子応答機構をゲノム変化や遺伝子発現変化より早期に起こるエピゲノム変
化に着目した。治療抵抗性獲得のより早期に、さらに既存の治療戦略とは異なる視点から層別化しうる可能性を
秘めており、実臨床において適切な個別化医療の展開へ繋がることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

本邦において前立腺癌は 2018 年癌罹患数予測第 4 位、死亡数第 6 位に位置する[国立がん研
究センター, https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/index.html]。超高齢社会により今後も罹
患患者数の増加が見込まれ、喫緊の対策が必要な最重要の悪性腫瘍の一つである。特に標準治療
のアンドロゲン除去療法（ADT）に抵抗性となった去勢抵抗性前立腺癌（CRPC）は致死的であ
り、実臨床で使用可能な CRPC 薬剤は複数あるが、各々の薬剤の選択基準や逐次療法は未だ確
立されていない。また CRPC 薬剤を去勢抵抗性獲得前から使用するアップフロント治療は一定
の治療効果を有するが[Fizazi K ら, N Engl J Med, 2017]、有害事象と経済性の観点から適応症
例の選択は重要な検討課題である。 

これらの背景には、ADT への適応獲得と ADT による選択により前立腺癌の heterogeneity が
各治療段階で変化することが知られている[Zong ら, Nat Rev Urol, 2013]。一方、ADT の治療
ストレスにより腫瘍組織内において低酸素・低栄養・低 pH といった過酷な微小環境が誘導され
るが、腫瘍微小環境による heterogeneity の変化については十分に解明されていない。限局性前
立腺癌における低酸素環境と幾つかの遺伝子変異リスクの関係性は報告されているものの
[Bhandari ら, Nat Genet, 2019]、その分子メカニズムやゲノム変異以外のエピゲノム異常機構
については未だ不明な点が多い。実臨床においては各症例・各治療段階で異なる heterogeneity

を示す前立腺癌を適切に層別化することが求められている。 

 癌細胞の代謝プロファイルは組織特異的であることが多い。正常前立腺上皮細胞では亜鉛イ
オンの取込が豊富に行われており、この亜鉛イオンは TCA サイクルの酵素のひとつ、アコニタ
ーゼを抑制することが知られている。そのため、正常前立腺上皮細胞では主に解糖系により ATP

を産生する。一方、プライマリ前立腺癌（PC）では TCA サイクルが亢進することが知られるが、
この原因の 1 つとして、亜鉛トランスポーターの喪失が古くから報告されている。また最近で
は、プライマリ PC の TCA サイクル亢進の原因として、ピルビン酸をミトコンドリアに運ぶキ
ャリアである MPC のコンポーネントの 1 つの MPC２が、AR により正に制御されていること
が報告された[Bader DA ら, Nat Metab, 2019]。しかし、CRPC における代謝については十分に
わかっていない。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は、エピゲノム変化とトランスクリプトーム変化の網羅的解析に基づく微小環境変化
の分子応答機構の解明を目的とする。そして難治性の主因である heterogeneity を層別化する新
たな標的因子の発見へと繋げる。 

 クロマチン構造などのエピゲノム変化は、遺伝子発現制御機構の一つとして世界中で研究さ
れている。その可塑性の特徴からエピジェネティックな heterogeneity はゲノミックなものと比
してより動的で、転写制御においても可塑性をもつことが知られており、治療標的としての可能
性が近年注目されている[Dawson, Science, 2017]。一方、前立腺癌におけるこれらのエピゲノ
ム研究は限られており、本研究では前立腺癌の微小環境応答を、クロマチン構造をはじめとした
エピゲノムの観点から網羅的に解明することを目的とした。 

またこれらの結果は、去勢抵抗性獲得のメカニズムに迫る分子生物学的な新規知見を生む可
能性のみならず、臨床検体に適応可能なクロマチン構造解析を用いる点で、臨床応用の可能性を
秘めている。さらには、CRPC 治療において常に考慮すべき heterogeneity の多様性を、クロマ
チン構造変化という新たな視点から層別化する治療戦略の基盤を築く。 

 

 

３．研究の方法 

 
細胞株は、プライマリ前立腺癌モデルとして LNCaP を、CRPC モデルとして LNCaP95 と PC-3 を

使用した。臨床検体のデータは、公共データベースを用いた。トランスクリプトームは RNA-seq
を、エピゲノムは ChIP-seq（H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, FOXA1, AR）と FAIRE-seq と Hi-C を
施行した。代謝アッセイは細胞外フラックスアナライザーを用いて評価した。 
また安定的に Cas9 を高発現する LNCaP と LNCaP95 を樹立し、CRISPR/Cas9 システムを用いた

標的経路関連遺伝子群のドロップアウトスクリーニングを施行した。 
 
 
４．研究成果 
 



 

 

（１）網羅的トランスクリプトーム解析による代謝プロファイル変化の同定 
まず臨床検体のトランスクリプトーム情報から GSEA 解析を行った。プライマリ PC と Benign 

PC を比較すると、プライマリ PC では酸化的リン酸化の遺伝子群が発現上昇していることを確認
した。一方、CRPC とプライマリ PC を比較すると酸化的リン酸化の遺伝子群は CRPC で発現低下
していた。また興味深いことに解糖系の遺伝子群が CRPC で発現上昇していた。続いて細胞株の
RNA-seq を用いて同様の発現変化が起きていることを検証した。CRPC モデルである LNCaP95 と
PC-3 では、プライマリ PC モデルの LNCaP と比較して、アンドロゲンレスポンスの遺伝子群が発
現低下している一方で、解糖系の遺伝子群は臨床検体と同様に CRPC 細胞株でも発現上昇してい
ることが確認された（図１）。 
実際の代謝プロファイルの変化は細胞

外フラックスアナライザーを用いた解糖
系ストレステストを行い評価した。解糖系
代謝の指標である細胞外酸性化速度は、
CRPC細胞株の LNCaP95 と PC-3どちらにお
いても、プライマリ PC の LNCaP と比較し
て、解糖系と解糖系キャパシティが亢進し
ていた。 
次に低酸素環境を用いて解糖系へのシ

フトを促す実験を行った。低酸素は細胞代
謝を ATP 産生効率の悪い嫌気的解糖系へ
シフトさせることが知られるが、酸化的リン酸化が亢進している LNCaP を低酸素刺激すると、細
胞増殖は抑制された。一方、解糖系が亢進している CRPC 細胞株では、興味深いことに低酸素刺
激により細胞増殖は有意な変化を認めなかった。さらに解糖系代謝に依存しているかを確認す
るため、薬剤を用いて解糖系経路の阻害実験を行い、細胞増殖能を評価した。CRPC 細胞株では
より細胞増殖抑制効果を認め、解糖系により依存的であることが示された。 
 
（２）エピゲノム解析による代謝プロファイル変化の分子機構解明 
上記の遺伝子発現変化を起こすメカニズムを探るため、エピゲノムに着目した。CRPC で発現

上昇していた解糖系遺伝子セット 200 遺伝子を用いた。正確にエンハンサー領域を抽出するた
めに、Hi-C 法により計算された Topologically Associating Domain（TAD）と呼ばれる、空間的
に近接し相互作用している領域を検討した。解糖系遺伝子を含む TAD 内にある活性化領域を、
TSS と non-TSS の領域に分け、ヒストン修飾である H3K4me3 と H3K4me1 のピークからそれぞれプ
ロモーターとエンハンサーである
ことを確認した（図２）。 
それぞれの領域をモチーフ解析し
たところ、エンハンサー領域では特
定の候補転写因子モチーフが濃縮
していることを確認した。そこで候
補転写因子の ChIP-seqを行い、この
解糖系遺伝子のエンハンサー領域
において確かに結合が増加してい
ることを示した。細胞株で確認した
このようなエピゲノム変化が臨床
検体でも起こっていることを公共
データベースを用い検証した。 

 

（３）CRISPR/Cas9 システムを用いた解糖系経路の機能評価 

最後に、具体的な解糖系経路の機能面を評価するために、CRISPR/Cas9 システムを用いて、解

糖系関連遺伝子のドロップアウトスクリーニングを行った。解糖系経路に関連する代表的な代

謝酵素をコードする遺伝子

をパネル遺伝子としてフロ

ーサイトメトリーを用いて

評価した（図３）。LNCaP95 に

おいて essential かつ CRPC

で発現上昇する候補遺伝子

を抽出した。候補遺伝子を用

いて臨床予後解析を行った。

また、これら候補遺伝子の新

規治療標的としての可能性

を引き続き探索していく。 

図１．CRPC 細胞株の発現プロファイル 

図２．解糖系関連遺伝子のプロモーター・エンハンサー解析 

図３．解糖系関連遺伝子群の CRISPR スクリーニング 
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