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研究成果の概要（和文）： 

我々は long non-coding RNA の一つとして CTBP1(Carboxyl terminal binding protein 1)

の antisense 領域に存在する CTBP1-AS と名づけた non-coding RNA の機能の解析を進めた。

CTBP1-AS は RNA 結合部位を有するエピジェネティックな制御因子との結合、およびヒスト

ン脱アセチル化酵素のプロモーターへの集積を誘導していることを見出した。その標的として

まずは sense 側の遺伝子である CTBP1 は AR の転写抑制因子として機能しており CTBP1-AS

依存的に制御を受けていることでアンドロゲンシグナルの活性化をもたらした。マイクロアレ

イ、ChIP-seq 法により CTBP1-AS の標的はゲノムワイドに存在していることが示され、標的

には細胞周期制御因子が有意に含まれていた。さらに増殖への効果をヌードマウスへ移植した

ホルモン療法抵抗性細胞モデルを用いた実験により CTBP1-AS はこれらの抵抗性癌の増殖を

導く因子であることを見出した。 

またmiRNAについてはアンドロゲン応答性のmiRNAの一つに着目して解析を進めている。

この miRNA はアンドロゲン応答性に誘導を受け、抗アンドロゲン剤 Bicalutamide 抵抗性の

細胞モデルで発現が上昇していた。さらに miRNA の抑制実験を行い細胞増殖、浸潤能の制御

に関与していることを見出した。臨床サンプルより RNA を lasercapture microdisection 法に

より採取しており癌の進行度との発現レベルでの相関を認めた。今後ホルモン療法抵抗性への

メカニズムを動物実験により立証する予定である。 

研究成果の概要（英文）： 
We have identified a long non-coding RNA, which is located at the antisense region of 

CTBP1 (Carboxyl teiminal binding protein 1) and then named this transcript 
‘CTBP1-AS’. CTBP1-AS is induced by androgen treatment and represses CTBP1. 
Upregulation of CTBP1-AS in prostate cancer promotes hormone-dependent and 
castration-resistant tumor growth. In addition, we also demonstrated the interaction 
of CTBP1-AS with one of the epigenetic modifiers which has RNA-binding domains 
and then subsequent genome-wide regulation of gene expression. Interestingly, cell 
cycle regulators are significantly enriched in such regulated genes. Taken together, we 
demonstrated a novel hormone dependent cell cycle regulation mechanism and 
CTBP1-AS may be a therapeutic targets for hormone refractory prostate cancer. 
 We also identified and analyzed the functions of androgen-regulated miRNAs. We 
found one of such miRNA promotes prostate cancer growth and is related with the 
anti-androgen, bicalutamide-resistant cell proliferation. We are going to perform 
experiments of xenograft model to show the mechanism of development of hormone 
refractory prostate cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)前立腺癌は高齢男性に発生率の高い癌で
あり、その発生、悪性化はアンドロゲンに強
く依存している。アンドロゲンは前立腺上皮
において細胞質中のアンドロゲン受容体 
(AR)と結合後、核内へと移行しゲノム中のア
ンドロゲン応答配列を認識することで転写
因子として機能している。従って前立腺癌に
おいてアンドロゲンがどのような転写産物
を制御し癌の発生に関わっているかを解析
するためには、ARの結合するゲノム領域を同
定し AR の下流シグナルを解析することが重
要である。申請者はこれまで、クロマチン免
疫沈法(ChIP)を利用し AR の結合部位を同定
し近傍の応答遺伝子に着目し前立腺癌にお
ける ARの標的遺伝子を解析してきた。 
(2) ncRNAは蛋白をコードしない Transcript
であり、20-30 bp と短い miRNA と 500 bp 程
度以上ある Long ncRNA に大別される。Long 
non-coding RNA については HOTAIR など一部
の転写産物のみしか報告がなく機能が明ら
かでないものが多い。一方、近年 miRNA の機
能に関して様々な解析が報告され、発生、分
化、増殖において重要な役割を果たしている
ことが明らかになった。特に発癌に関する研
究が注目されており、p53で誘導される mir34
ファミリーや RASを標的とする let-7ファミ
リーなどが同定された。また最近アンドロゲ
ンによって制御を受ける  miRNA として
mir-125b、mir-21 が同定された。これらの
miRNA は前立腺癌の増殖を促進しており、癌
の進行に関わっている可能性が示唆された。
また申請者らは前立腺癌細胞より抽出した
Short RNA の次世代シークエンサーでの解析
により mir-148a がアンドロゲンによる強い
誘導で高発現し前立腺癌の増殖を促進する
因子であることを報告している。しかし
miRNAや long ncRNAについての報告は未だ少
なく、その作用メカニズムも明らかではない。 
 
２．研究の目的 
アンドロゲン受容体(AR)は前立腺癌の増殖、
進行に深く関与する。申請者はこれまで AR
のヒト前立腺癌細胞のゲノム中の結合部位
(AR binding site: ARBS)を明らかにし、ARBS
近傍における AR 標的因子の機能解析を進め
てきた。その解析の中で AR 標的因子の中に
は マ イ ク ロ RNA (miRNA) 、 あ る い は 
non-coding RNA(ncRNA)も広く含まれること
がわかってきた。しかしながら ncRNA、特に
Long ncRNAの細胞内での機能については未知

なことが多い。本研究では、申請者らは新規
の ncRNAを探索同定すると共に、アンドロゲ
ンの前立腺癌における増殖促進効果、悪性化
に対する影響を解析し、癌における ncRNAの
機能を明らかとし、その応用を目指す 
３．研究の方法 

本研究では前立腺癌においてアンドロゲ
ンにより制御を受ける ncRNA、特に Long 
ncRNA を分子生物学的手法により探索し、前
立腺癌細胞における機能を解析する。さらに
臨床サンプルを用いることで臨床的意義を
解明し前立腺癌の診断マーカー、治療標的と
なる ncRNAの同定を目指す。 
1) CAGE により新たに見出されたアンドロ

ゲン応答性転写開始点より 3’RACE による
PCRを行い、AR結合部位を近傍に持ちアンド
ロゲンにより制御される新規の ncRNAを同定
する。 
2)それらアンドロゲンで制御される ncRNA

の前立腺癌での増殖における役割を解析し
病理学的な重要性を検証する。 In situ 
hybridization または qRT-PCR により ncRNA
の発現レベルを判定する。 
3)前立腺癌の診断ツールとして臨床応用

への可能性の検討を加える。4)ヌードマウス
を用いた腫瘍細胞の増殖機構の in vivoでの
解析を行う。 
5)ncRNA の癌での作用機序を解明する。マ

イクロアレイ、ChIP-seq によりゲノムワイド
での転写制御を調べる。 
 
４．研究成果 
(1)アンドロゲン応答性の AS transcript の
中で CTBP1-AS が代表的なもののひとつとし
て同定された。CTBP1-AS は GENBANKで検索し
たところ AX747592という Non-coding RNAの
領域と一致した。転写開始点は AX747592 の
exon 3 に存在しており transcriptional 
variant と考えられる。また RACE 法により
PCRで検出される transcripは 5-15kbと長い
領域にわたることが予想されたが Northern 
blot では 5 kb に dominant な band が検出さ
れた。以上の解析により CTBP1-AS は long 
non-coding RNA の一種と考えられた。また
CTBP1 遺伝子はアンドロゲンにより抑制され
る遺伝子であり CTBP1-AS の誘導を介してそ
の抑制を受けていることが示唆された。
CTBP1-AS は AS 領域の long non-coding RNA
であり転写調節を担っていることが考えら
れた。 
(2) CTBP1-ASは正常前立腺より癌、特に転移



 

 

組織において発現する割合が上昇すること
から CTBP1-AS が前立腺癌の病気の進行に関
わっており、特に悪性度の高い症例において
特に高発現していたことも CTBP1-AS が癌の
悪性化に関わっていることが考えられた（図
1）。CTBP1 は逆に癌において正常組織より発
現低下を受けており CTBP1-AS の上昇と負の
相関を受けていたことより CTBP1-AS により
CTBP1 の抑制が実際の臨床検体においても機
能していることが示唆された。CTBP1 の抑制
は前立腺癌の独立した予後マーカーとして
診断への応用も考えられる。 
 
  図 1. 前立腺癌における CTBP1-AS の発現             
 
 
 
 
 
 
 
Bar = 100 m 
 
(3) ホルモン療法耐性がんのモデル細胞と
して長期にわたり（＞６か月）LNCaP 細胞を
チャコール血清のみのアンドロゲン枯渇状
態で培養した結果、樹立された LTAD (Long 
term androgen deprivation)細胞を用いて増
殖能への影響を検証した。 
LTAD のアンドロゲン枯渇状態での細胞増殖
は siCTBP1-ASの transfectionにより抑制を
受けた。また腫瘍増殖については LTAD によ
り形成された腫瘍は精巣摘出後も増殖を続
けた。しかしながら siCTBP1-AS の局注によ
り腫瘍の成長は有意に抑制された(図 2)。
LTAD においては LNCaP 細胞に比較して
CTBP1-ASの発現は上昇し、CTBP1は抑制され
ていた。 
以上の結果より CTBP1-AS は長期アンドロゲ
ン枯渇によりホルモン療法抵抗性となった
前立腺癌がホルモン枯渇抵抗性に増殖する
ときにおいて増殖促進にポジティブに働い
ていている可能性が示唆された。 
 
図 2. CTBP1-AS抑制による腫瘍増殖の抑制 
コントロール siRNA   CTBP1-AS siRNA群 
 
 
 
 
 
 
(4) CTBP1 のアンドロゲン依存的な発現抑制
のメカニズムを解析した結果、ヒストン修飾
を介したエピゲノム作用を受けていること
が見出された。特にヒストン脱アセチル化が
著明であった。この脱アセチル化は CTBP1-AS

依存的であり、さらにCTBP1-AS依存的にHDAC, 
Sin3A のアンドロゲン依存的な結合を起こし
ていることによるものであった。PSF は転写
抑制因子であり Non-coding RNA との結合も
報告されている。PSFと CTBP1-ASはアンドロ
ゲン依存的に結合しており、PSF の抑制実験
により CTBP1の脱アセチル化、転写抑制に関
わっていた。 
以上より CTBP1-AS は PSF を介して転写抑制
に関わる HDAC 複合体を CTBP1 プロモーター
領域に呼び寄せることにより CTBP1をエピゲ
ノム的な作用で発現抑制を行っていた。 
(5)CTBP1-AS と PSF は結合をすることで PSF
の機能へ影響を与えることが考えられる。
CTBP1-AS がアンドロゲン依存的に発現誘導
を受けることから PSFがアンドロゲン依存的
に遺伝子発現制御に影響している可能性が
ある。実際マイクロアレイ解析においても
PSF は遺伝子のアンドロゲン応答性の発現制
御に関わることが実証された。特に遺伝子の
発現抑制に関わっており、これらの因子には
細胞周期抑制因子、p53, SMAD3 などが PSFの
標的である可能性が見出された。さらに
PSF-ChIP-seq によりアンドロゲン依存的に
PSF の結合部位は変化を受けていた。また
CTBP1, SMAD3, p53 には PSF の結合部位が周
辺に存在しており PSFの直接的な制御を受け
ていることが示唆された。siCTBP1-ASを用い
た実験により PSF は CTBP1-AS と結合するこ
とでアンドロゲン依存的に結合部位を変化
させていることが考えられた。またマイクロ
アレイによる結果からアンドロゲンによる
転写抑制に PSF と CTBP1-AS が協調して作用
していることが示唆された。核内でもその局
在がほぼ一致することから核内において転
写制御に協調して機能していることが考え
られる。 
(6)次世代シークエンサーを用いてアンドロ
ゲンにより誘導される miRNAを LNCaPおよび
抗アンドロゲン剤に抵抗性を獲得した LNCaP
細胞由来のホルモン耐性株を用いて解析し
た。耐性株において高発現しアンドロゲンに
より強く誘導される miRNAをいくつか同定し
た。我々はその中の一つの miRNA family に
着目して解析を行っている。 
miRNAの発現抑制により LNCaP, DU145, VCaP
などの前立腺癌細胞株の増殖が抑制を受け
た。また抗アンドロゲン剤抵抗性の増殖にお
いて miRNAを発現抑制すると抵抗性が解除さ
れ増殖、浸潤能が抑制されることが分かった。
我々はそのメカニズムの同定のため miRNAの
標的遺伝子群をマイクロアレイを用いて同
定しており、遺伝子発現抑制を通して miRNA
によるホルモン耐性化のメカニズムを見出
し現在実験により立証している。また今後、
動物実験を用いて in vivoにおけるホルモン
療法抵抗性へ対する効果を検証する予定で
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