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研究成果の概要（和文）：　核内受容体転写共役因子SRC-3によって制御される遺伝子として増強された遺伝子は細胞
周期制御因子としてサイクリンD2、E2、M4、T2、CDC25A、AKTシグナル系としてIGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ、IRS-1、IRS-2、PIK3C
A、AKT1、NFkBシグナル系としてBIRC2、BIRC3、GADD45Bが各々認められた。
　細胞周期制御因子であるサイクリンEとCDC25Aはアンドロゲン受容体、SRC-3、PI3K/AKT/mTOR経路関連遺伝子に対す
る結合能だけでなくプロモーター転写活性能も認められ、前立腺癌のホルモン耐性機構獲得への関与と分子標的治療へ
の応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）： As our analysis result, cyclin D2, E2, M4, T2 and CDC25A for cell cycle 
regulator and IGF-I, IGF-II, IRS-1, IRS-2, PIK3CA and AKT1 for AKT signal system and BIRC2, BIRC3 and 
GADD45B for NFkB signal system were recognized as genes controlled by nuclear receptor transcription 
conjugate factor SRC-3.
 As for cyclin E and CDC25A of cell cycle regulator, not only the binding capacity but also the promoter 
transcription activity was recognized for androgen receptor, SRC-3 and PI3K/AKT/mTOR-related factor, and 
can expect participation in hormone-resistant mechanism acquisition of the prostate cancer and 
application to molecules target treatment.

研究分野：外科系臨床医学　泌尿器科学

キーワード： SRC-3　PI3K/AKT/mTOR　分子標的治療
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１．研究開始当初の背景 

前立腺癌はアンドロゲン存在下で発癌し、

アンドロゲンの除去により癌細胞はアポト

ーシスを起こし制癌されるが、効果は長期間

持続せずアンドロゲンの除去にもかかわら

ず再増殖し始める。この現象をホルモン耐性

といい、一度ホルモン耐性となると長期間の

効果が期待できる治療法は少なく癌死する。

このように前立腺癌は他領域の癌と異なり

ユニークな特徴があり、前立腺癌治療の最終

目標はホルモン耐性機序の解明に尽きると

考えられる。前立腺癌のホルモン耐性の一因

子として影響を及ぼす可能性がある遺伝子

は数多く報告されているが、その遺伝子を操

作してもホルモン耐性機構は改善されず、そ

のメカニズムの解明にまで到っていないの

が現状である。 

核内受容体はステロイドホルモンや活性

型ビタミンなどの脂溶性分子の標的分子で

あり、リガンド依存的な転写因子として細胞

増殖、分化、代謝などを調節しているヒトゲ

ノム解析の結果、ヒトには 48 種類の核内受

容体が存在することが知られているが、いず

れの核内受容体も癌を主体とする様々な難

治性疾患の発症や治療と密接に関与する可

能性があり、それらの治療薬開発の重要な分

子標的と考えられている。核内受容体のリガ

ンド依存的な活性化機構については、核内受

容体リガンド結合領域の結晶構造解析や活

性化発現に関与するコファクターの同定に

よりシグナル伝達系が明らかになりつつあ

る。 

 

２．研究の目的 

SRC（Steroid Receptor Co-activator）はリ

ガンドが結合した核内受容体に会合し、ヒス

トンのアセチル化とクロマチン構造を修飾

し、転写活性を調節する。私たちは、前立腺

癌がホルモン耐性を獲得する一因子として、

アンドロゲン受容体の転写活性化因子に着

目し、SRC-3 が最もホルモン耐性前立腺癌組

織での発現率が高いことを報告した。私たち

の予備実験では、SRC-3 高発現時に種々の

growth factor によって活性化されるセリ

ン・スレオニンキナーゼである AKT が誘導さ

れた。SRC-3 の発現に伴って発現の増強した

PI3K/AKT/mTOR 経路を取り巻く各種転写調節

遺伝子の関与についてマイクロアレイ解析

し、前立腺癌の分子標的治療に応用すること

を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) SRC-3 によって増強的、もしくは抑制

的に制御される遺伝子を同定するた

めに SRC-3/LNCaP stable cell を用い

て、オリゴヌクレオチド・マイクロア

レイで解析し定量する。 

(2) SRC-3 の発現量の高い 8 時間後と 24

時間後で RNA を抽出し、21000 のヒト

遺伝子からなるマイクロアレイチッ

プで反応させ、解析には AXON 4000A 

dual channel scanner と GenePix 

version 4.01 software を用いる。予

備実験で確認した、増強された遺伝子

は細胞周期制御因子としてサイクリ

ン D2、E2、M4、T2、CDC25A、AKT シグ

ナル系として IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ、IRS-1、

IRS-2、PIK3CA、AKT1、NFkB シグナル

系として BIRC2、BIRC3、GADD45B が認

められた。発現の増強された各種遺伝

子に対して mRNA、タンパクレベルでの

発現量を確認するために定量解析を

行う。 

(3) 各種遺伝子のオリゴプライマーを作

製し、Semiquantitative RT-PCR、各

種抗体を用いて Western blotting を

行う。 

(4) SRC-3 を発現しているアンドロゲン非

依存性細胞株PC-3、DU145に2本鎖RNA

（double-stranded RNA; dsRNA）を導



入し、その配列特異的な mRNA の分解

によりSRC-3の遺伝子発現を抑制する

RNA interference を用い、SRC-3 の発

現量を mRNA、タンパクレベルで確認し、

増殖能、DNA 合成能、細胞サイズ、ア

ンドロゲン感受性をコントロールと

比較検討する。導入効率が悪く時間的

により詳細に解析を要する場合やノ

ックダウンした時に細胞が致死的に

なる場合は RNAi のスイッチが ON/OFF

できる Cre-loxP システムを用いる。 

(5) SRC-3 発現抑制時の AKT シグナル系と

して IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ、IRS-1、IRS-2、

PIK3CA、AKT1、細胞周期制御因子とし

てサイクリン D2、E2、M4、T2、CDC25A、

NFkBシグナル系としてBIRC2、BIRC3、

GADD45B の発現量を測定する。 

(6) リポーター遺伝子 PSA-Luciferase を

導入し、SRC-3 発現抑制時における転

写活性を Luciferase assay にて測定

する。 

(7) SRC-3 によって発現の増強した AKT シ

グナル系因子の結合能を mammalian 

two-hybrid assay にて確認する。 

(8) Regulator と し て GAL4-SRC-3 と

Target としての各種プラスミドを

17M2-G-luciferase リポーター遺伝子

と共に細胞に導入し、luciferase 

assay にて結合能を解析する。 

(9) 結 合 能 を認 め た 因子 に つ いて

promoter assay に用いるベクタープ

ラスミド pGL3-にサブクローニングす

る。 

(10) サブクローニングした pGL3-ベクタ

ーとSRC-3発現ベクターを共に導入し、

プ ロ モ ータ ー  転 写 活 性 能を

luciferase assay にて解析する。 

 

４．研究成果 

(1) 

SRC（Steroid Receptor Co-activator）は、

p160 ファミリーに属する核内受容体の転写

共役活性化因子であり、SRC-1/NCoA1、

SRC-2/GRIP1/TIF2/NCoA2 、

SRC-3/pCIP/AIB1/ACTR/RAC3 からなる。SRC

ファミリーはリガンドが結合した核内受容

体に会合し、転写を活性化する。さらにヒス

トンのアセチル化活性を有し、積極的にクロ

マチン構造を修飾することで転写を調節す

る。SRC ファミリーは乳癌、前立腺癌をはじ

め種々の癌で遺伝子増幅と高発現が報告さ

れている。今回の解析で SRC-3 が最も前立腺

癌組織での発現率が高く、ホルモン耐性にな

った検体での発現量も高い傾向にあり、前立

腺癌の増殖や予後に関与していることを確

認した。また、SRC-3 高発現時に種々の成長

因子によって活性化されるセリン・スレオニ

ンキナーゼである AKT が誘導された。SRC-3

の 発 現 に 伴 っ て 発 現 の 増 強 し た

PI3K/AKT/mTOR 経路を取り巻く各種転写調節

遺伝子の関与が示唆された。 

(2) 

前立腺癌のホルモン耐性機構には SRC-3 を

介したアンドロゲン受容体転写を取り巻く

様々な因子が関与すると考え、ホルモン依存

性前立腺癌細胞 LNCaP を用いて SRC-3 発現調

節可能な stable cell line を樹立した。私

たちが開発した調節型ターゲット遺伝子発

現は内因性リガンド mifepristone により目

的遺伝子の発現が誘導されるシステムであ

る。SRC-3 を高発現させると、FACS 解析によ

り細胞数は増加し、FSC-H:forward scatter 

height 解析により細胞サイズは増大した。さ

らに、growth factor によって活性化される

セリン・スレオニンキナーゼである AKT が誘

導された。AKT が誘導されたことにより、前

立腺癌のホルモンインヒビター：LY294002、

mTOR インヒビター：Rapamycin、MAPK インヒ

ビター： PD98059 等を加え、AKT の発現量を

解析すると、Rapamycin と PD98059 によって



AKT 発 現 量 が 抑 制 さ れ た こ と か ら

PI3K/AKT/mTOR シグナル経路が予想される。

(3) 

近年、PI3K/AKT/mTOR 経路関連因子は分子標

的薬のターゲットとしても開発されており、

前立腺癌のホルモン耐性メカニズムへの関

与が解明されれば、臨床応用に繋がると考え

る。SRC-3 によって増強的、抑制的に制御さ

れる遺伝子を同定するためにSRC-3発現調節

可能な SRC-3/LNCaP stable cell を用いてマ

イクロアレイ解析を行った。SRC-3 高発現さ

せた 8 時間後と 24 時間後では 1081、504 の

遺伝子が増強され、719、379 の遺伝子がそれ

ぞれ抑制された。核内受容体転写共役因子

SRC-3 によって制御される遺伝子として、増

強された遺伝子は細胞周期制御因子として

サイクリン D2、E2、M4、T2、CDC25A、AKT シ

グナル系として IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ、IRS-1、IRS-2、

PIK3CA、AKT1、NFkBシグナル系としてBIRC2、

BIRC3、GADD45B が各々認められた。 

(4) 

SRC-3 を発現しているアンドロゲン非依存

性細胞株 PC-3 、 DU145 に 2 本鎖 RNA

（double-stranded RNA; dsRNA）を導入し、

その配列特異的な mRNA の分解により SRC-3

の遺伝子発現を抑制する RNA interference

を用い、SRC-3 の発現量を mRNA、タンパクレ

ベル（Northern blotting、Western blotting）

で確認し、増殖能（FACS にて測定）、DNA 合

成能（3H-thymidine 取り込み率にて解析）、

細胞サイズ（FSC-H:forward scatter height

解析）、アンドロゲン感受性（リポーター遺

伝子 PSA-Luciferase を導入し、SRC-3 発現抑

制時における転写活性を Luciferase assay

にて測定）をコントロールと比較検討した結

果、細胞周期制御因子であるサイクリン Eと

CDC25A はアンドロゲン受容体、SRC-3、

PI3K/AKT/mTOR 経路関連遺伝子に対する結合

能 （ mammalian two-hybrid assay に て

Regulator ： GAL4-SRC-3 と Target ：

17M2-G-luciferase リポーター遺伝子と共に

細胞に導入し、luciferase assay にて解析）

だけでなくプロモーター転写活性能（PSA プ

ロモーターを17M2-G-luciferaseリポーター

遺伝子に組み込んで、luciferase assay にて

解析）も認められ、前立腺癌のホルモン耐性

機構獲得への関与と分子標的治療への応用

が期待できる。 
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