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研究成果の概要（和文）：前立腺癌は、男性ホルモンであるアンドロゲンにアンドロゲン受容体（AR）が応答して細胞
増殖するホルモン応答性の癌であるが、本研究では前立腺癌由来の培養細胞であるLNCaP細胞を始めとした種々の細胞
で、女性ホルモンであるエストロゲンがARを活性化することを見出した。前立腺癌ではしばしばARに変異が生じ、この
変異がエストロゲンへの応答を引き起こすことが知られているが、本研究では変異型ではない野生型ARによるエストロ
ゲンへの応答性を明らかにした。このことから、前立腺癌のARの活性化機構にはいまだ未知なるシグナル経路が存在す
ると期待され、今後の研究に興味が持たれる。

研究成果の概要（英文）：Most prostate cancers rely largely on the androgen-androgen receptor (AR) axis. 
In this study, we demonstrated the physiological signaling pathway between wild-type of AR and E2 in 
LNCaP cells, while the mutated AR (Thr-Ala877) expressed in the LNCaP cells has been reported to 
partially lose its ligand specificity and cross-react with several steroid hormones including E2. We 
speculate the existence of unknown regulatory mechanistic links between the AR signaling axis and E2 in 
LNCaP cells and other sex hormone-responsive cancer cells, and revealing these will be a novel finding. 
It is desirable to develop drugs targeting such cell-type-specific crosstalk between sex hormones with 
the ability to overcome anti-hormone resistance in certain types of prostate cancers.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 前立腺癌　LNCaP　エストロゲン　アンドロゲン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
前立腺癌、乳癌といった、性特異的な癌に共
通する特徴として、以下の 3点が挙げられる。 
・性ステロイド（乳癌：エストロゲン、前立
腺癌：アンドロゲン）依存性に増殖する。 
・多臓器に転移を起こしやすい。 
・高カルシウム血症を随伴し患者の Quality 
of Life (QOL) および予後を悪化させる。 
 申請者の所属研究室では、骨転移、および、
高カルシウム血症を誘因する鍵となる副甲
状腺関連蛋白 (PTHrP) の発現制御機構に着
目した研究を行っている。PTHrP は癌患者の
Quality of Life (QOL) の低下をもたらす主
要な因子の 1つであり、種々の悪性腫瘍の進
行期においてのみ過剰産生され、「血流を介
して高カルシウム血症を招く全身性の作用」
と、骨転移における「骨融解悪循環形成とい
う局所的な作用」の２つの作用がその機能の
根幹を成す。しかし、この PTHrP の産生を抑
制する試みは、癌の進行の前に挫折を重ねて
きており、一部 TGFβシグナル経路などの関
与が示唆されているものの、PTHrP の発現制
御機構の本態は全くわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 近年、種々のステロイドホルモン（ビタミ
ン D、アンドロゲン、エストロゲン、プロゲ
ステロン、グルココルチコイド）によって、
種々の細胞の PTHrP の発現が抑制的に制御
されることが明らかとなってきた。当研究室
でも、ステロイドホルモンとその受容体によ
る PTHrP の発現制御機構を理解することを
目的として、核内受容体の siRNA を併用した、
ステロイドホルモンによる PTHrP の発現抑
制 機 構 の 解 析 を 行 っ た [BBRC. 
2011;407:472-78]。その結果、乳癌の MCF7
細胞では、多くのステロイドホルモンが共通
して PTHrP を抑制することが確かめられた。
一方、そのほとんどの抑制が各ステロイドホ
ルモンに対応する受容体を介したリガンド
依存的なものであったにもかかわらず、アン
ドロゲンの場合は、MCF7 細胞でも確かに発
現している AR ではなく、ERαを介した抑制
機構であることが明らかとなり、また、前立
腺癌細胞である LNCaP 細胞においては、上述
の乳癌の場合とは鏡像関係的に、エストロゲ
ンによる AR を介した抑制的な発現制御機構
が確認された。 
 これまでに、依存性の転写活性化とその受
容体による転写調節機構は、リガンド依存性
の転写活性化が広く知られているが、リガン
ド依存性の転写抑制については未だ不明な

点が多い。その上、我々が見出したような、
エストロゲンとアンドロゲンがお互いのレ
セプターを共用して転写抑制を行うという
結果は、PTHrP 遺伝子ばかりでなく、ERの標
的遺伝子である ERBB2、IGFBP5 の転写抑制系
でも再現されたことから、新規の分子基盤と
しても期待している。そこで本研究では、
PTHrPを 1つの標的として未明なリガンド依
存的転写抑制機構の分子基盤を解明したい
と考えた。 
 そこで本研究では、以下の 2点の研究のゴ
ールを設定した。 
（１）PTHrP 遺伝子の転写開始点上流領域に
存在する NR 制御領域を明確に同定する 
 先行データとして、本研究室では既に、
MCF7 乳癌細胞における PTHrP 遺伝子の転写
抑制への関与が予想されるNR結合部位の候
補領域をChIPアッセイにより同定している。
これらの配列は ERαの half site を含む
putative common response DNA 配列であり、
既報の MCF7 細胞での E2 による ERBB2 遺伝
子発現抑制に必要なエストロゲン応答配列
[Nature 2008; 456:663-6]にも類似してい
た。そこで本先行データを基に、プロモー
ターアッセイや、ゲルシフト・ChIP アッセ
イなどの手法により、乳・前立腺癌細胞で
のリガンド依存的な NRs による、PTHrP の発
現抑制の責任を担う制御領域を同定する。
さらにその結果を踏まえ、ERBB2・IGFBP5
遺伝子におけるを同様な制御領域の同定へ
と研究を展開していく。 
（２）性ステロイド依存性の PTHrP・ERBB2・
IGFBP5 の発現抑制機構の全貌を明らかにす
る 
 性ステロイド依存性の転写抑制に関与す
る因子については、ほとんどわかっていな
い。さらに、エストロゲンが AR を介して、
また、アンドロゲンが ERαを介して転写調
節を行うという現象に至っては各リガンド
が各受容体に直接働きかけているのかどう
かも含めて全く不明である。最近になって、
ERαの発現がなくARが発現している乳癌細
胞株 MDA-MB453 においては、MCF7 細胞など
のER(+)細胞でE2-ERαによって発現促進さ
れている一連の ER 応答遺伝子群が、興味あ
ることに、DHT-AR による発現調節を受け、
その際 FoxA1 がそのクロストークに深く関
与するという報告が出ている (EMBO J. 
2011;30:3885-94, Cancer Cell 
2011;20:119-131)。また LNCaP 細胞の AR は
リガンド結合ドメインに変異が存在しホル
モン応答性の厳格性が失われているとも報



告されている。申請者はこれらの知見も含
めた上で包括的に制御機構の正体を解明し
たい。 
 
３．研究の方法 
研究目的で記述した２点の研究のゴールを
遂行するため、下記の２点に関する解析を行
う。 
（１）PTHrP・ERBB2・IGFBP5 遺伝子発現のス
テロイド依存的な抑制的制御機構の責任を
担う制御領域の同定 
 実験手法としては、細胞培養を主な実験対
象としてレポーターアッセイ、ゲルシフトア
ッセイ、ChIP 法を用いる。PTHrP 遺伝子近傍
の配列を持つレポーターベクターを作製し、
乳癌細胞の MCF7 と前立腺癌の LNCaP 細胞に
遺伝子導入することでステロイド依存的な
転写活性を測定し、その抑制的な制御の責任
を担う領域をそれぞれの細胞ごとに同定す
る。 
① 同定された領域に関してゲルシフトア

ッセイを行い、その制御機構が MCF7 細
胞の場合には ERα、LNCaP 細胞の場合に
は AR の直接的な DNA 結合によることを
確認する。 

② 同定した結合領域、制御領域を NRs の抗
体を用いた ChIP 法により解析する。ま
た、その結果によっては ChIP-on-chip
法や ChIP-sequence 法により、リガンド
依存的なNRsの制御領域を網羅的に解析
する。 

③ 新規な制御配列の候補が同定された場
合は、上記の 1、2 の手法を用いて再検
討も行う。 

 
以上の実験を ERBB2・IGFBP5 遺伝子について
も行い、抑制的制御機構を総括的に解析する。 
（２）エストロゲン/アンドロゲンシグナル
互換性がみられる遺伝子の網羅的解析 
 前立腺癌細胞株それぞれにエストロゲン
とアンドロゲンを投与した上でマイクロア
レイ解析を行い、PTHrP の発現変化のパター
ンと類似している遺伝子をピックアップす
る。その後、PTHrP・ERBB2・IGFBP5 と同様の
アプローチで、エストロゲン/アンドロゲン
シグナル互換的な転写調節機構を探ること
で、普遍的な、あるいは逆に細胞特有のメカ
ニズムを提唱したい。 
 
４．研究成果 
 乳癌培養細胞である MCF7 細胞を用いて、
PTHrP 遺伝子発現のステロイド依存的な抑制

的制御機構の責任を担う制御領域の解析を
行った結果、転写開始点上流-12kbp の領域に、
エストロゲン依存的に ERαが結合する候補
領域を見出すことができた。この領域には ER
コンセンサス配列が認められ、この領域を用
いてルシフェラーゼアッセイで転写活性を
測定したところ、エストロゲンに応答して転
写活性が促進され、ER コンセンサス配列の変
異でその応答が消失することが確かめられ
た。このことから、この領域に ER が結合し、
転写活性に影響を及ぼし得ることが示され
たが、人工的に加工したプロモーターを使用
したことと、レポーターベクターでの一過性
な遺伝子導入での解析であったために本来
の転写制御機構を完全に再現することが出
来ず、ERαによる転写抑制を再現できていな
いのかもしれない。本研究はここで一時中断
しているが、今後、CRISPR/Cas9 などのゲノ
ム編集技術を利用して、同定した領域が
PTHrP のエストロゲンに応答した転写抑制に
関わっているかを明らかにしていきたい。 
 一方、ヒト前立腺癌由来の株化細胞である
LNCaP 細胞を用いて、エストロゲン/アンドロ
ゲンシグナルの互換性の有無を調査したと
ころ、本細胞ではエストロゲンがアンドロゲ
ン受容体を介して PTHrP の転写抑制を含む、
転写制御系を惹起することを突き止めた。
LNCaP細胞が発現するARはリガンド結合領域
に変異が生じており、アンドロゲン以外にエ
ストロゲンやプロゲステロン、抗アンドロゲ
ン剤などもリガンドとして結合して AR によ
る転写活性を引き起こすことが知られてい
たが、本実験では野生型 AR を外来性に発現
させる実験系により解析したところ、エスト
ロゲンは野生型ARの核内移行を引き起こし、
転写制御することを明らかにした。このエス
トロゲン-AR 軸による転写制御は LNCaP 細胞
だけでなく、同じく前立腺癌由来の Rv22 細
胞や、乳癌由来の MCF7 細胞、MDA-MB-453 細
胞でも観察されたことから、この新規シグナ
ル経路が性ステロイド応答型の乳癌と前立
腺癌に広く存在していることも考えられ、そ
の分子機序の解明に興味が持たれる。 
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