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 CRITICAL ROLE FOR CELL CYCLE REGULATORS 

     IN ANDROGEN RECEPTOR FUNCTION 
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   Androgen plays an important role in the growth of prostate cancer, but the molecular mechanism 
that underlies development of resistance to antiandrogen therapy remains unknown. Cyclin E has 
now been shown to increase the transactivation activity of the human androgen receptor (AR) in the 

presence of its ligand dihydrotestosterone. The enhancement of AR activity by cyclin E was resistant 
to inhibition by the antiandrogen 5-hydroxyflutamide. Cyclin E was shown to bind directly to the AB 
domain of the AR, and to enhance its AF-1 transactivation function. These results suggest that cyclin 
E functions as a coactivator of the AR, and that aberrant expression of cyclin E in tumors may 
contribute persistent activation of AR function, even during androgen ablation therapy. 

                                            (Acta Urol. Jpn.  47  : 819-823, 2001) 
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緒 言

前 立腺 癌 の進 行 に,ア ン ドロゲ ンは重 要 な働 きを

担 ってい ると考 え られ ている.前 立腺癌 は,ア ン ドロ

ゲ ンに依存 して増殖 し,大 部分 の症例 で,ア ンチア ン

ドロゲ ン,LH-RHア ゴニス トを含 めたア ン ドロゲ ン

除去療法 に よ く反応す るが,数 年以 内にア ン ドロゲ ン

非依存 的 な増殖 能 を獲得 し,再 燃す るこ とが 問題 と

な ってい る.

ア ン ドロゲ ンは,核 内 レセプ ターであるア ン ドロゲ

ン レセ プター(AR)を 通 して,前 立腺 の増殖 をつ か

さどってい る.ア ン ドロゲ ンはARと 結合 す ると,2

量 体 を形成 し,ア ン ドロゲ ン リスポ ンシブル エ レ

メ ン ト(ARE)と 結 合 し,種 々の タンパ ク質 を合成 し

前立腺 の増殖 に寄与 してい る と考 え られてい る(Fig.

1).

ARgeneのDNA結 合 領域 のそれ ぞれN末,C末

にAFI領 域,AF2領 域 が存 在 し,リ ガ ン ドはAF2

領 域 に結合 す るこ とが分 か ってい る(Fig.2).ホ ル モ

ン抵抗性癌 にお ける,ア ン ドロゲ ンレセプ ターにおい

て,ARgeneの 増 幅,高 発 現D,ARgenemuta一

tion2)やARgeneco-activatorに よ る活性化3)な どに

よりARsignalが 活 性化 してい ると考 えられている.

細 胞周期 を担 う因子 の1つ に,サ イ ク リン/サ イク

リン依存性 キナーゼ(Cdk)と 呼 ばれ る一群 の タンパ

クキナーゼ複合体 が存在 し,高 等動物細胞の場合,10

種 類 を越 えるサ イク リンと8種 類 のCdkが 現 在 まで

に同定 されて いる.Gl-S期 の 移行期 には,Cdkの 活

性化 が お こ り,サ イ ク リンは正 に,Cdkinhibitorは

負 に調節 してい る.ま た,サ イ ク リン/Cdk複 合 体,

CKI(Cdkinhibitor)は,増 殖 シグ ナ ルの標 的 と し
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Fig.  1. Mechanism of Androgen receptor 
 (AR).
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て,細 胞 のGl期 進 行,S期(DNA複 製 期)へ の移

行 に,重 要な役割 を果たすだけでな く,細 胞分化 の制

御,細 胞老化や細胞死の調節 に関与 し,さ らには,細

胞癌化 と深 くかか わってい ると考え られている.

ア ン ドロゲ ン依存性 細胞 において,ア ン ドロゲ ン

は,サ イ クリンやCdkinhibitorの 発 現 を変化 させ る

こ とに より,Cdkの 活性 化 を制御 し,G1-S期 の 移行

を刺激す る と考 え られ ている.

わ れ われ は,ア ン ドロゲ ン レセ プ ター に直 接結合

し,ア ン ドロゲ ンレセプターの転写活性 を増強す る共

役 因子 と考 え られるGlサ イク リンを同定 した.本 稿

では,ア ン ドロゲ ンレセプ ター と細胞周期の関連 を中

心に概説 す る.

方 法

1.Cellculture,CATassay

Hela,MDAHO41細 胞 は10%FBSのDMEで,

LNCapはRPMIl640で 維 持 し た.Transfectionの

24時 間 前 に チ ャ コ ー ル 処 理 を し た5%FBSを 加 え た

DMEに 交 換 し た.Transfectionは,リ ン酸 カ ル シ ウ

ム 法 に て 行 い,ARECATreporterplasmid8μg,β 一

galactosidaseexpressionvecter3μg(transfection効

率 の 内 因 性 コ ン ト ロ ー ル の た め),ARexpression

vector1μg,cyclinEexpressionvectorを2μgに て

行 っ た.2μgのGAL4AR(AB),GAL4AR(EF),

4μgVP16cyclinEvector,8μgl7M2-G-CATre-

porterplasmidをmammaliantwohybridanalysis

で 用 い た.Transfectionの18時 間 後 にPBSに て 洗 浄

し,ligandを 含 むDMEで さ ら に18時 間 培 養 し,

ハ ー ベ ス ト し,CATお よ び β一galactosidaseactivity

を 測 定 した.

2.Northernblotanalysis

抽 出 し たRNAを1%ア ガ ロ ー ス フ ォ ル ム ア ル デ

ヒ ドゲ ル に 展 開 し,ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に ト ラ ン ス

フ ァ ー し た.PSA,AR,β 一actinのcDNAprobcを

RandomPrimerDNALabelingkit(TAKARA)に

て α[32P]dCTPで 標 識 し,50%ホ ル ム ア ミ ド で

42℃,24時 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 施 行 した.

3.Immunoprecipitationandimmunoblotanalysis

MDAHO41細 胞 にcyclinEとfulllengthのAR

ま た はARのAB,EFdomainのexpresslonvector

をtransfectionし,DHTの 存 在 下,非 存 在 下 で 培 養

し た.IPbufferに て 洗 浄 後celllysateを4℃ で 抗

cyclinE抗 体(SantaCruzBiotecnology)・protein

A-agarosebeads(Boehringer)と 共 にincubateし

た.Beadsと 結 合 し た 蛋 白 を10%SDS-PAGEに て

分 離 し,ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン にtransferし,

抗AR抗 体(ANI-15;AMnityBioreagents,C-19;

SantaCruzBiotechnology)でimmunoblotanalysis

を 行 っ た.

結 果 ・考 察

1.各 種GlcyclinとARの 転 写活性

ジ ヒ ドロテ ス トステ ロ ン(DHT)の 存 在 下,非 存

在 下 に おい てCATassayを 行 っ た.CyclinA,Dl

で は,ほ とん ど変 化が なかったが(D玉 で は軽度 の低

下),cyclinEでARの 転 写 活 性 の 増 強 を認 め た

(Fig.3A).ま た,こ のcyclinEに よる転写活性 の増

強 はDHT非 存 在下 にお い て も認 め た(Fig.3A).

Doseに よ る検討 におい て,cyclinEのdosedepen-

dentにARの 転 写活性の増強 を認 めた(Fig.3B).

この,cyclinEに よ る転写活性 の増 強が,ARに 特

異的か どうか を検討す るため,グ ル ココルチ コイ ド

レセ プ ター(GR),プ ロ ゲ ス テ ロ ン レセ プ ター

(PR),エ ス トロゲ ン レセプ ター(ER)に お け る検

討 を加 え た.GR,PRはARと 同 じDNAelement

を通 し,働 くことが分か っているが4),GR,PRと も
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Fig.3.Potentiationofthetransactivat童on

activityoftheARbycyclinE.A,

MDAHO41cellswereco-trans艶cted

withanARexpressionvector,an

ARE-CATreporterplasmid,andan

express量onvectorfbrcyclinsE,A,or

D1.Cellswereincubatedintheabs-

enceorpresenceoflnMDHTfbrl8h

andthenassayedfbrCATactivity.

B,MDAHO41cellswereco-transfected

withanARexpressionvector,an

ARE-CATreporterplasmid,andthe

indicatedamountsofacyclinsEex-

pressionvector.Cellswereincqbated

inthepresenceoflnMDHTfbrl8h

andthenassayedfbrCATactivity.
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MDAHO41cellswereco-transfectedゑ
withanexpressionvcctorfbrAR,GR,

orPR,anARE-CATreporterplasmid,

andanexpressionvectorf～)rcyclinsE,

A,orD1.Cellswereincubatedinthe

absenceorpresenceofInMDHT,1

nMdcxamethasone,orlnMprog-

esteronef～)rl8handthenassayedfbr

CATactivity.B,MDAHO41cells

wereco-transfectedwithanERαex-

pressionvectorandanERE-CATre-

porterplasmidintheabsenceorpre-

senceofanexprcssionvectorf～)rcyclin

A,Dl,orE.Cellswereincubatedfbr

18hintheabsenceorpresenceoflO

nM17β 一estradiol(E2)andthen

assayedfbrCATactivity.

色

註

ぎ
o

目

碧

8

6

4

2

0

cyclinE

Cdk2

Regaent

(一)

(一)

(一)

Wt

(一)

(一)

Wt

Wt

(一)

Wt

Mut

(一)

Mut

(一)

(一)

Mut

Wt

(一)

Wt

(一)

Hu

Wt・

(一)

NOC

cyclinEに よ る転写 活性 の増 強 を認 めなか った(Fig.

4A).■ ス トロゲ ン レセプ ター/ERα で は,先 の報

告 と同様 に5・6),cyclinD1に お いて著 明 な転 写活性

の増強 を認 め,こ れは,エ ス トラジ オール非存 在下に

おい て も認 め られ たが,cyclinEに 関 して は,転 写

活性 の増強 を認 めず(Fig.4B),cyclinEに よる転 写

活性 の増強 は,AR特 異 的であ ると考 えられた、

ア ンチ ア ン ドロゲ ン剤で ある,5一 ヒ ドロキ シーフル

タミ ド存在 下 におい て もcyclinEに よる転写 活性 の

増 強 を完 全 にblockす る こ とはで きな か った(Fig.

5).

2.細 胞 周 期 にお ける検討

ハ イ ドロキシウ レアに よるG1/S期block,ノ コ ダ
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Fig.6.MDAHO41cellswereco-transfected

withanARexpressionvector,an

ARE-CATreporterplasmidinthe

absenceorpresenceofanexpression

vector(3μg)forwildtype(WT)or

theRl30Amutantof(Mut)cyclinE,

orofanexpressionvector(5μ9)f～)r

wildtypc(WT)orakinase-inactive

mutant(Mut)Cdk2.Cellswereincu-

batedfor18hinthepresenceoflnM

DHTintheabsenceorpresenceofl

mMhydroxyurea(HU)ornocodazole

(Noc;0,1μg/ml,onlyaddedduring

thefinal8hofincubation).Flow

cytometryrevealedthat>70%ofcells

werearrestedatGl-SorMphasesby

hydroxyureaandnocodazole,respec-

tively(datanotshown).

Fig.5.
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cyclinE(一)cyclinE(+)

MDAHO41cellswereco-transfected

withanARexpressionvector,an

ARE-CATreporterplasmidinthe

absenceorpresenceofthecyclinEex-

press童onvector・Cellswereincubated

f{)rl8hintheabsenceorpresenceofl

nMDHTand5-hydoroxyflutamide,

andthenassayedfbrCATactivity.

ゾー ル に よるS期blockと も,cyclinEに よ るAR

の 転 写 活性の増 強 を同様 に認 めたが,Cdk2のwild

typeお よびkinaseinactiveで あ るmutantCdk2を

overexpressionす る こ とに よ りcyclinEに よ る転 写

活性 の増 強が抑制 され た(Fig.6).Cdk2と の 結合能

をな くしたmutantcyclinE(Rl30A)7)で は 変化 が

なか った(Fig.6).こ れ らの結 果 よ りcyclinEに よ

るARの 転 写 活性 の増強 は,cellcycleに 依 存せず,

cyclinE/Cdk2complexに よ る もの で はな く,非 結

合型 のcyclinEに よる影響で ある と考 えられた.

3.前 立 腺癌細胞 における検討

次 に,ARpositiveで ホ ルモ ン依 存性増殖 を示す前

立腺 癌 細 胞 株 で あ るLNCapを 用 い,検 討 した.

LNCapに お け るPSAの 発 現 に対す る影響 をNorth-

ernBlotに よ り検討 した ところ,cyclinEのoverex-

pressionに よ りPSAmRNAの 発 現増 強 を認 め,ま

た,ARの 発 現 には影響 を与え なか った(Fig.7).こ

の こ とよ りcyclinEがARのCo-activatorと して作

用 しているこ とが示唆 され た,

4.CyclinEとARと の 結合

MDAHO41細 胞 にAR(ARfull-length,AB領 域

EF領 域),cyclinEをco-transfectionしIP-West-

ernを 施 行 した.ARfu11-length,AB領 域 にお いて

cyclinEに よ る免 疫沈 降に よ りARの バ ン ドがde-

tectさ れ(Fig.8A,B),cyclinEはARのAB領 域
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9A),GAL4cyclinEで は,GAL4CyclinEの み で,

cAT活 性 の上 昇 が あ り,GAL4cyciinEとvPl6

AR/ABの 両 者で さ らにCAT活 性 の著 明な上昇 を認

めた(Fig,9B).こ れ、 よ り,・y・1i・EはARのAB
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と結合 す ると考 え られ た.ま た,cyclinA,Dlの 免

疫沈 降で は,ARをdetectで きず(datanotshown),

cyclinEはARに 特 異的 に結合す ると考 えられた.

5.CyclicEとARの 相 互作用

Mammaliantwohybridassayに お いて,DHTの

非 存在 下 で,GAL4AR/ABとcyclinEを,共 に発

現 させ た と き,CAT活 性 の著 明 な上 昇 を認 め(Fig.

Fig.9.FunctionalinteractionofcyclinEwith
theABdomainoftheAR.A,HeLa
cellswerecotransfectedwithl7M2-G-
CAT,GAL4-AR(AB),orAR(EF),
andanexpressionvectorforcyclinE.
Cellswereincu.batedfbr18hinthe
absenceorpresenceoflnMDHTand
thenassayedfbrCATactivity.B,
TheinteractionbetweenGAL4-Cyclin
EandVP16-AR(AB)wasexamined
inaSimilarmanner.
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MDAHO41cellswereco-transfectedwithexpressionyectorfbrcydinE

andfbreitherfu11一 監engthAR,theAB,orEFregionsofAR.Cellswere

incubatedfbrI8hintheabsenceorpresenceofInMDHT
,lysed,and

su切ectedtoimmunoprecipitation(IP)withantibodiestocyclinEor

withnormalrabbitserum(NRS)asacontroLTheresultingimmunop.

recipitateswerethensu切cctedtoimmunoblotanalysiswithanti-AR(N・

20)oranti-AR(C-19),Thefirsttwolanesofcachrepresentdirectim-

munoblotanalysisofcelllysates.
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制御因子 として,い わば,ア クセルとブレーキにあた

る,サ イクリン/Cdk複 合体 とCdkイ ンヒビターは,

細胞周期 のチェックポイント機構 やDNAの 複製,

修飾,組 換,分 裂などの蛋白複合体 と密接な関係 にあ

る(Fig.ll).こ れ らのことを考えあわせ ると予想 も

しない相互作用が核内で起ってお り,前 立腺癌ホルモ

ン療法に大きな障壁となって くる可能性がある.今 後

のさらなる研究が待たれるところであ ります.

Fig. 10.

領域 に結合 し,Co-activatorと して作用 しているこ と

が考 え られた.

CyclinEは テ ス トス テロ ン非存 在下 にお いて も,

ARのAB領 域 に結 合 しAF-lfunctionを 増 強 してい

る と考 え られた(Fig.Io).こ れ らのこ とよ り,今 後,

こ の結合 を阻害す るような化合物が ホルモ ン抵抗性前

立腺癌 の治療 に有効 であ るか もしれ ない.

結 語

核 内 レセ プ ター と してのARは,転 写 共訳 因子,

ク ロマチ ン構造変換 因子や転写基本装置 を含 む巨大 な

蛋 白複合体 の 中で機 能 してお り8),一 方,細 胞周 期の

11705

細 胞周 期 制御 因子

(CyclinE.P27な ど)

!
・ 基本転写装

ARAR

標的遺伝子

Fig. 11. A functional and physical interaction 

        between nuclear hormone receptors 

       and components of the cell cycle 

        machinery may represent a general 

       mechanism by which the transactiva-

       tion function of these receptors is reg-

       ulated through recruitment of coacti-

           vators.
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