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論文発表
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研究成果

1.アンドロゲン依存性増殖を示す培養細胞LNCaPからアンドロゲン非依存性増

殖を示す培養細胞LN-REC4とLNCaP-SFの樹立

我々はアンドロゲン感受性細胞株LNCaPを用いて2種類の再燃前立腺癌細胞株

LN-REC4とLNCaP-SFを樹立した。これらの細胞はinvivoにおいてintactのオ

スmouseよりもcastrationしたscidmouseの皮下で増殖が促進された。

まず、これらの細胞株のcharacterizationを行った。（論文1)

2.LNCaPとLNCaP-SFのcharacterization

①アンドロゲン感受性前立腺癌細胞LNCaPはアンドロゲン10nMDHT(生理的

アンドロゲン濃度）により増殖が促進されるが、アンドロゲンに対する応答性

の変化したLNCaP-SFでは増殖はlOnMDHTによりむしろ抑制され、低アンド

ロゲン濃度により増殖が促進される。10nMDHTをそれぞれの細胞に添加24

時間後、あるいは無添加24時間後にtotalRNAを抽出する。これらのRNA

のquality確認のために､剛Aから逆転写酵素をもちいてcDNAを合成し､house

keepinggeneのGAPDH,β-actinの発現量に違いがないかをRT-PCRにて確認

する。また、LNCaPで代表的な遺伝子（アンドロゲン受容体、PSA)の発現の

違いの有無も確認する。（研究代表者が行う）

②DHTの有無で発現の変化する遺伝子をcDNAmicroarrayを用いてそれぞれの

細胞において同定する。（研究代表者が行う）

③LNCaP細胞とLNCAP-SF細胞で共にDHTにより発現が冗進する遺伝子・低下

する遺伝子､LNCaP-SF細胞で発現が冗進するが､LNCaPで発現が変わらないか、

逆に低下する遺伝子、LNCaP-SFで発現が低下し、LNCaPで発現が逆に冗進する

遺伝子などを検索する。さらにMedlineにより既知の遺伝子、未知の遺伝子か

どうかを確認する。

（発現の変化する遺伝子は少なくとも200以上あると推測されるため、研究

代表者と分担者が共同で行う）

④それらの遺伝子に関して、Medlineを用いてGenebankからそれらの遺伝子配

列を入手する。プライマーを合成し、cDNAarrayの際に用いたRNAを使って
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再びRT-PCRにて発現の違いを確認し、artifactなのか本当にDHTで発現の変

化した遺伝子なのか明らかにする。さらにもう一度LNCaPとLNCaP-SFでDHT

による刺激を行い､RNA抽出､RT-PCRを行って再現性があるかどうかを確認し、

それぞれの細胞で確実に発現パターンの異なる遺伝子を決定する。

⑤同様にしてアンドロゲン受容体のないホルモン非依存性前立腺癌細胞株PC-3

とDU145でも発現がどのようになっているかを確認する。

⑥既知の遺伝子の場合、文献等によりその機能を推測し、増殖･PSA発現･浸

潤・転移に関係あると考えられる遺伝子のfull-lengthopenreadingframe

を含むcDNAをRT-PCRによって増幅する。

⑦さらに、それらのcDNAを動物細胞発現ベクターにsubcloningし、sequence

を確認する。

⑧DHTによって発現が誘導される遺伝子の場合、これらの遺伝子をLNCaPで強

制発現させた細胞株を樹立する。

⑨また､その遺伝子配列から発現を抑制させることのできるiRNAを合成し､DHT

で発現を誘導する際にi剛Aを培地に加えたり、iRNA強制発現プラスミド作成

し､細胞を形質転換することによってその発現上昇を抑えることができるかど

うかを確認する。

（①～⑨は研究代表者と分担者が共同で行う）

⑩これらの遺伝子の機能を評価する方法としては、過剰発現させた細胞株や発

現をiRNAで抑制させた細胞株を用いて、増殖・PSA発現・浸潤・転移にどの

ように影響を与えるかで判断する。
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