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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、核マトリックス蛋白質（Purine-element binding protein alpha;以下 PURA）がホ

ルモン不応性前立腺癌の新規標的分子の探索に有用であることを示すことを目的として行われ

た。PC3 細胞に PURA を過剰発現させた細胞とコントロール細胞を比較した結果、PC3PURA 細胞

は明らかに細胞増殖速度が低下し、免疫染色法で Ki67 の発現が低下していた。最後に前立腺癌

の内視鏡的切除術などで得られた22例の去勢抵抗性前立腺癌組織を中心に、tissue microarray 

を作製した。今後は PURA や LASP-1 の発現が前立腺癌の進展にともないどの様に変化するか

の検討を行っていく予定である。 

   
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this research is to analyze whether a nuclear matrix protein, 

Purine-element binding protein alpha (PURA), is useful for exploration for a new 

molecular target of hormone refractory prostate cancer. 

Overexpression of PURA obviously lowered the growth speed of PC3 cells in vivo, and 

by immunohistochemistry,Ki67 expression was weaker in PC3 cells with PURA 

overexpression than in control PC3 cells. And we have established tissue microarray, 

including 22 cases of castration resistant prostate cancer, which were obtained by 

TUR. Using this microarray, we are planning to ask how those expression changes with 

progression of prostate cancer. 
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研究分野：前立腺癌 
科研費の分科・細目：泌尿器科 腫瘍学 
キーワード：PURA LASP-1 前立腺癌 去勢抵抗性 
 
１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は,本邦でも年々増加しており､死亡
数も飛躍的に増加すると試算されている。早
期の前立腺癌は手術や放射線療法により根
治可能だが、根治不可能な進行癌や再発癌に
はホルモン療法が標準治療と位置付けられ
ている。しかし、ほぼ全例、平均２年の奏功
期間の後、ホルモン療法に抵抗性を示すホル
モン抵抗性前立腺癌(CRPC)となる。この予
後不良なCRPCの治療としてDocetaxelの有
効性が示されたが、その有効期間も短いため、
CRPC の増殖機構の解明に基づいた新たな
治療法の開発が急務である。 
Nuclear matrix protein (NMP)は核の構造
蛋白質であるが、核の形態のみならず核内の
微小環境を司ることによって、DNA の転写
や転写後調節に深くかかわり、遺伝子の発現
に重要な役割を果たしている( Sayyed K. 
Zaidi,et al.Nat Rev Cancer 2007)。我々はこ
れまでに、細胞内シグナル伝達経路が CRPC
への進展に重要な役割を果たしていること
を 示 し て き た が  (Inoue T,et al. Mol 
Endocrinol 2006, Kobayashi T, Inoue T, et 
al. Mol Endocrinol 2010)、最近の知見として
PTEN など前立腺癌の進展に関与するシグ
ナル伝達分子が、NMP の構成要素のひとつ
PML の発現によってその細胞内局在の制御
を受けるとの報告がある (Song MS, et al. 
Nature 2008)。正常細胞と癌細胞とでは
NMP の発現様式に差異があることが示され
ていることも踏まえ（Getzenberg RH et al. 
Mol Endocrinol 1990）、我々は前立腺癌のア
ンドロゲン依存性、非依存性の違いで変化す
る NMP を解析することで、CRPC の増殖機
構の解明につながると考えた。 
これまで我々は、1) アンドロゲン依存性細胞
株(LNCaP)と非依存性細胞株(LN96)のNMP
を抽出、二次元電気泳動で展開し、差のある
spot を mass spectrometry で解析した。（図
１）  2) その結果、Purine-rich element 
binding protein alpha(PURA)の発現がアン
ドロゲン依存性前立腺癌細胞株に比べ、アン
ドロゲン非依存性前立腺癌細胞株で有意に
発現が低下し、LIM and SH3 protein 1 
(LASP-1)がアンドロゲン非依存性前立腺癌
細胞株で有意に発現が上昇していることを
見出した。（図２）（Inoue T,et al.Prostate 
2008）3) PURA をその発現低下を認める
PC3 や DU145 などのアンドロゲン非依存
性前立腺癌細胞株に過剰発現させると、そ
れらの細胞増殖は抑制された（Inoue T,et 
al.Prostate 2008）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
PURA の前立腺癌細胞における発現・機能
解析を行い、ホルモン不応性前立腺癌にお
ける新規標的分子としての可能性を評価す
る。 
３．研究の方法 
 
1. PURA の前立腺癌細胞増殖抑制機序
を調べるためアンドロゲン依存性前立腺癌
細胞株(LNCaP:PURA の発現を認める)および
非依存性前立腺癌細胞株(PC3:PURA の発現が
低下している)に PURAを過剰発現させたとき
に認める遺伝子プロファイルの変化を DNA 
microarray (U133Plus 2.0; Affymetrix) に
て解析した。 
2. PURA 特異的 siRNA を用いて PURA の
発現を抑制した際、過剰発現にて変化を認め
た遺伝子群が抑制されるかを RT-PCR にて検
証し、PURA によって実際に制御される遺伝子
を同定した。 
3. PC3 細胞を用いて PURA を強制発現
した際、in vivo でも in vitro と同様に腫瘍
増殖への影響を免疫不全マウス皮下移植モ
デル用いて検証した。さらに Ki67 の発現を
免疫染色で検討し、異種腫瘍の増殖抑制が、



細胞増殖の抑制によるものであることを検
証した。 
4. PURA のプロモーター領域のメチル
化やヒストンのアセチル化が前立腺癌にお
ける PURAの発現を制御しているかどうかを、
前立腺癌細胞に 5-AzaC ないし tricostainA
の処理をして、PURA の発現変化を PCR にて解
析した。 
5. PURA の転写開始点から約 1000bp、
600bp、300bp、100bp 上流で制御される
luciferase vector を作成し、プロモーター
解析を行った。 
４．研究成果 
下図(図 3)のとおり microarray の結果を
scatter plotするとLNCaPおよびPC3に PURA
を過剰発現させたときに共通して発現変化
する遺伝子群を見出すことができた。共通し
て発現変化した遺伝子群のうち、発現低下し
ているものは見いだせなかったが、発現上昇
している遺伝子は、scatter plot 上の右上方
に位置する遺伝子群である（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

これらの遺伝子群は小胞体ストレスや細胞
分化に関与している遺伝子群が多かった。 

2. LNCaP細胞にPURA特異的siRNAを導

入して PURA の発現を抑制したとき、上記１

で発現上昇した遺伝子群の発現が低下する

かどうかを検証した。図４のようにおもな遺

伝子群は一貫して siRNA-PURA の導入により

発現低下した。 

 

3. 次に PC3 細胞に PURA を過剰発現さ
せた細胞とコントロール細胞とをnude mouse
の皮下に移植し、vivo での細胞増殖速度を観
察した。その結果、PC3PURA 細胞は明らかに
コントロール細胞に比べ細胞増殖速度が低
下していた。さらに Ki67 の発現を免疫染色
法で解析した結果、PC3PURA 細胞のそれはあ
きらかにコントロール細胞に比べ、その発現
が低下していた（図５）。LNCaP 細胞に PURA
を過剰発現ないし発現抑制してもその細胞
増殖影響はないが、PC3 や DU145 では PURA を
過剰発現すると細胞増殖を抑制された。アン
ドロゲン刺激のある時には LNCaP細胞ではそ
の増殖は ARの活性に強く依存するため、PURA
の発現の有無にはあまり関係しないと思わ
れる。一方、AR 陰性前立腺癌細胞では PURA
の発現の有無で、その細胞増殖に影響がでる
ものと考えられた。LNCaP、PC3、DU145 細胞
にそれぞれ 5-AzaC ないし tricostain A ある
いは双方の処理をしても、PURA の発現に大き
な変化を認めなかった。従って、プロモータ
ー領域のメチル化あるいはヒストンのアセ
チル化の程度では上記３細胞の PURA の発現
の差異を説明できないことが分かった（図
６）。 
 
 
 
 
 

図 3 

表１ 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
5. そこで、PURA の発現を制御する転写
因子を検索する目的で PURA の発現制御する
プロモーター領域の解析を行った。PURA の転
写開始点から約 1000bp、600bp、300bp、200bp、
100bp 上流で制御される luciferase vector
を作成し、プロモーター解析を施行したとこ
ろ、PURA の発現に重要な役割を果たすプロモ
ーター領域は-200~-100bp にあることがわか
った（図 7）。現在、target の転写因子の探
索中である。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
結語 
アンドロゲン依存性前立腺癌細胞(LNCaP)に
くらべ、アンドロゲン非依存性前立腺癌細胞
(PC3、DU145)において PURA の発現は抑制さ
れており、本研究にて後者の細胞では PURA
が細胞増殖を負に制御していることが分か
った。とくに PURA は小胞体ストレスや細胞
分化に関わる遺伝子群を制御しており、後者
の細胞で PURA によって上記の遺伝子群が誘
導されることで細胞増殖が抑制されること
が推察された。PURA の発現はプロモーター領
域のメチル化やヒストンのアセチル化、いわ
ゆる epigenetic な変化で制御されているの



ではなかった。PURA の発現の制御は、そのプ
ロモーター領域（とくに-200bp~0bp）に結合
する転写因子の発現の差が関与しているこ
とが示唆された。この因子の探索は今後の研
究課題である。 
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