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研究成果の概要（和文）：成果(1)アンドロゲン受容体の応答機構について網羅的に検討を行った。その中で新規アン
ドロゲン応答遺伝子であるARFGAP3がパキシリンと協調し、前立腺癌の増殖を促進していることが示された。(2)核内受
容体協調因子であるOct1がアンドロゲン応答遺伝子AX3の転写活性化に重要であることを示し、前立腺癌の悪性度に影
響を与えていることが示された。(3)AX3の発現を抑制する化合物を作製し検討した。遺伝子配列特異的に結合し、生体
内での安定性が高いピロールイミダゾールポリアミドを用いた。(4)新規アンドロゲン応答遺伝子ARG1を見出し、機能
解析に着手した。

研究成果の概要（英文）：(1) We identified ARFGAP3 as a primary androgen target genes that interacted with 
paxillin and enhanced androgen receptor (AR) activity in LNCaP cells. (2) Our previous chromatin immunopre
cipitation combined with DNA microarray showed that the upstream region of AX3 includes a functional AR bi
nding site, which was a putative AX3 enhancer. We found that two AR response elements (AREs) and one Oct1 
binding site cooperatively regulate this putative AX3 enhancer in an androgen-dependent manner. (3) We dev
eloped novel synthetic pyrrole-imidazole (PI) polyamides targeting this Oct1 binding sites to control AX3 
expression. Treatment of this polyamide showed suppressed AX3 mRNA expression and the proliferation of LNC
aP cells. (4) We found the novel androgen responsive gene ARG1, and performed functional analysis for ARG1
 works in prostate cancer.
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１．研究開始当初の背景 
近年食生活の欧米化、超高齢社会の到来に伴
い、我が国において、前立腺癌による死亡者
増加している。アンドロゲンレセプター(AR)
は前立腺癌の進行増殖において重要な役割
を担っている。また、AR はリガンド依存性
核内受容体である。AR はリガンド(アンドロ
ゲン)と結合後核内に移行し、AR 転写補助因
子と協調しながら標的遺伝子の転写調節領
域内の特定配列(AR responsive elements; 
ARE)に結合し、標的遺伝子の発現を調節する。
最近前立腺癌において、染色体再配列により
アンドロゲン応答遺伝子と癌原遺伝子 ETS 
family が融合し、癌の悪性度、アンドロゲン
感受性が変化することが報告され、注目さ 
れ て い る (Tomlins SA et al, Science 
310:644-648, 2005)。TMPRSS2 の他にも ETS 
family と融合する幾つかのアンドロゲン応 
答遺伝子が報告されつつある。 
我々は、クロマチン免疫沈降法を応用した網
羅解析(ChIP-chip)により、ヒトゲノム領域
に新規の AR 結合部位を系統的に同定した
(Takayama K et al, Oncogene 26:4453-4463)。
同研究結果により、さまざまな新規アンドロ
ゲン応答遺伝子が同定された。本研究におい
てすでに我々が前立腺癌細胞の細胞増殖能
を亢進させていることを見出している新規
アンドロゲン応答遺伝子ARFGAP3および新規
アンドロゲン応答遺伝子群に着目し、前立腺
癌における影響について、検討を行った。 
 
 
２．研究の目的 
(1)新規アンドロゲン応答遺伝子 ARFGAP3 に
関係するタンパクを同定し、前立腺癌におけ
る影響を解析する。 
 
 
(2)アンドロゲン応答遺伝子 AX3 の新たに見
出された AR 転写調節領域のアンドロゲン応
答機構を解析し、さらに前立腺癌細胞に与え
る影響を観察する。 
 
 
(3)AX3 遺伝子を抑制させる新規化合物を開
発し、前立腺癌新規治療薬の可能性について
検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1)AR を発現している前立腺癌細胞株 LNCaP
を用い、ARFGAP3 安定発現細胞を作成。同細
胞よりタンパクを抽出し、ARFGAP3 と関連の
あるタンパクを同定する。 
 
 
(2)前立腺全摘によって摘出された前立腺組
織内におけるアンドロゲン応答遺伝子AX3の
発現を検討する。 
 

 
(3)ChIP-chip法で同定されたAX3の新規アン
ドロゲン結合領域内を配列解析ソフト
TRANSFAC とルシフェラーゼアッセイを用い
て、アンドロゲン活性に影響を与えている配
列を同定し、生体内で安定性が高く、配列特
異的に結合できる化合物ピロールイミダゾ
ールポリアミドを用いて、同遺伝子を制御す
る新規薬剤を作成し、その効果を検討する。 
 
 
(4)ChIP-chip 法で同定された未解明の新規
アンドロゲン応答遺伝子 ARG1(Androgen 
responsive gene; ARG1)の機能解析に着手す
る。 
 
 
４．研究成果 
(1) 我々は既にARFGAP3が細胞遊走能を亢進
させる事を見出しており、そこで細胞遊走能
に関連するパキシリンとARFGAP3との結合を
検討した。抗パキシリン抗体を用いた免疫沈
降と蛍光免疫染色で、ARFGAP3 はパキシリン
と結合することが認められた。パキシリンは
AR の転写活性を増強させる作用があること
が過去の報告にあり、レポーター遺伝子とと
もに ARFGAP3 とパキシリンを発現させ、ルシ
フェラーゼアッセイを行ったところ、それぞ
れの発現でアンドロゲン応答性の転写活性
が増強するのみならず、共発現において最も
活性の増強を示した。本検討において、
ARFGAP3 はパキシリンとの結合を認め、さら
にパキシリンの細胞内再配置に関わり、その
機能を活性化していることが考えられた。網
羅解析の結果、ARFGAP ファミリーで ARFGAP3
のみ強いアンドロゲン応答性を認めたこと
から、前立腺癌において、ARFGAP3 が ARFGAP
ファミリーの中で一番、浸潤能に影響を与え
ていると考えられた。パキシリンは過去の報
告において、AR の転写活性を増強させること
が示唆されており、細胞遊走能の亢進、およ
び AR の転写活性増強による前立腺癌細胞増
殖亢進に影響を与えていることが示唆され
た。 
 
 
(2) 前立腺癌検体 55 例における AX3 の発現
を調べたところ、有意に癌部で発現が増強し
ていた。 
 
(3)前立腺癌細胞株LNCaPを用いてChIP-chip
法で同定したAX3のエンハンサー領域内の配
列について、AR 応答に必須の配列の同定を試
みた。同領域内には AR 結合配列が２カ所認
められ、さらに同配列の近傍に存在する転写
協調因子 Oct1 結合配列が重要な影響を及ぼ
していることが認められた。そこで、同配列
に特異的な PI ポリアミドを設計し、開発し
た。まず、ゲルシフトアッセイにて標的配列
への特異的結合能を確認後、LNCaP 細胞に投



与し、効果を検討した。LNCaP にポリアミド
を投与し、コントロールと比較したところ、
有意に AX3 の発現抑制と、細胞増殖能ならび
に遊走能の低下が認められた。 
 
 
続いて雄ヌードマウスの右腋窩にLNCaPを接
種し、一定のサイズまで増大した事を確認後、
週一回経静脈的に PI ポリアミドの投与を行
い、腫瘍サイズを測定した。投与開始から 4
週間後に評価したところ、コントロールと比
べ、有意に腫瘍サイズの縮小が得られた。ま
た、PI ポリアミド投与によるヌードマウスの
死亡は認められなかったことより安全性が
高く、有効な薬剤であることが考えられた。 
上記結果より、設計したＰＩポリアミドは前
立腺癌の予防、治療に有用かつ安全で安定し
たマテリアルになり得る可能性が示唆され
た。 
 
 
(4)LNCaP を用いて新規アンドロゲン応答遺
伝子 ARG1 の検討を行った。まず、アンドロ
ゲン刺激を行い、ARG1 の発現変化を RT-qPCR
ならびにウエスタンブロットを行ったとこ
ろ、アンドロゲン依存性に発現の増加が認め
られた。細胞遊走能ならびに細胞増殖能への
影響について、同遺伝子を抑制させる siRNA
を用いて現在解析中である。 
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