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A NewMarker for Prostate Cancer

Seiichi Saito

Division of Urology, Department of Organ-oriented Medicine, Faculty of Medicine,
University of the Ryukyus

ABSTRACT

Prostate-specific antigen (PSA) has been widely used for detection and diagnosis
of early prostate cancer. However, PSA has problems with specificity and does not reflect
grade of malignancy. In addition, PSA has no cut-off value because the prevalence of
prostate cancer was reported to be 15% among men with PSA 4 ng/mL or less. There-
fore, a new serum marker to compensate for the problems of PSA is urgently required.

In an attempt to search a novel marker, we focused on the glycosyl epitope, /3l,
4-GalNAcDSLc4 , to which monoclonal antibody (mAb) RM2 was established using renal
cell carcinoma cell line, based on the assumption that the hybrid structure of the glycosyl
epotope is associated with the nature of prostate cancer. By immunohistochemistry
using radical prostatectomy specimens,we found RM2 reacted to prostate cancer cells,
reflecting grade of malignancy, whereas RM2 had no reactivity to benign prostatic
hyperplasia. RM2 showed preferential reactivity toward haptoglobin-beta chain derived
from prostate cancer than that from benign prostatic diseases. Haptoglobin-beta chain
defined by RM2 (Hp-beta-RM2) in serum had sensitivity of 87% and specificity of 84%
for detecting early prostate cancer among men with PSA value < 10 ng/mL. Hp-beta-
RM2 is a novel serum marker that may be useful for detection of early prostate cancer.
Furthermore, serum level of Hp-beta-RM2 may predict PSA failure after radical
prostatectomy, although the number of patients examined is small. Ryukyu Med. J.,
28(1,2) 9-16, 2009
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はじめに

前立腺がんの血清マーカーとして現在汎用されている

SA (prostate-specific antigen)は,前立腺がんの早

刃発見・早期診断,根治的治療後の早期再発チェック,

匡行前立腺がんに対するホルモン療法などの治療経過の

Eニタリングに役立っている。しかしながら, PSAは

両立腺に特異的であるが,前立腺がんに特異的なマーカー

空はないため,前立腺肥大症(BPH)や前立腺炎のよ

うな良性疾患でもPSA値は上昇する1,2).そのため,患

賢群が最大の血清PSA値4-10ng/mLの範囲において
主PHとPSA値がオーバーラップし,血清PSA値4-10

ng/mLの男性における陽性予測値(前立腺生検による

癌の検出率)は約25%であり,結果的に約70%の男性は

不必要な生検を受けることになる.さらに,生検数の増

加に伴い癌か癌でないか迷う標本も出てくる'. PSA

に関するもう一つの問題は, PSA単独では病理学的病

期予測ができないことである'. PSAレベルは,悪性

度の上昇と逆相関する,すなわち低分化癌になるに従い

細胞あたりのPSA産生量が減る4.5)ためと, BPHの

容積に比例してPSAが上昇することから,特に血清

PSA値が1桁(4-10ng/mL)では,必ずしも病期に比

例してPSAが上昇するわけではないことによる.上記

の様な理由から,癌に対して高い特異性を有する新しい
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Table l　血清PSAレベル≦ 4.0 ng/mLの男性における前立腺がんの雁患率

PSA (ng/mL)　　　　　　　No. of men
No. of men with PCa

(prevalence rate: %)
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high-grade: Gleason score >　7

32 (6.6)

80 (10.1)

170 (17.0)

115 (23.9)

52 (26.9)

449 (15.2

Monosialosylglobopentaosylceramide(MSGb5orSSEA-4)

Ga1
3β1-3GalNAcpi-3Galα1-4Gaipi-4G岬1-ICer
†
NeuAcα2

Disialosylglobopentaosylceramide(DSGb5)

Ga岬1-3GalNAcP1-3Galα1-4Galβ1-4Glcβ1-ICer
36
††
NeuAcα2NeuAcα2

high-grade PCa (%)

4/32 (12.5)

8/80 (10.0)

20/170 (ll.8)

22/115 (19.1)

13/52 (25.0)

67/449 (14.9)

5F3

Ref. 10, ll

GalNAc disialosyl lactotetraosylceramide (GalNAcDSLc4)

GalNAcP1-4Galβ1-3GlcNAcP1 -3Gaipi-4GlcP1-lCer RM2
3　　　　　　6

†　　　　†

NeuAcα　　NeuAcα2
Ref. ll, 12

Fig. 1腎癌から同定したガングリオシドとモノクローナル抗体

マーカーが求められていた.さらに2004年, Thompson

らにより　phase 3 PCPT (Prostate Cancer Prevention

Trial)のplacebo群で, PSAのカットオフ値とされた

4.0 ng/mL以下の男性のなんと15%に前立腺がんが検

出されたというショッキングな報告がなされ(Table

1)'　新しいマーカーに対する渇望にさらに拍車がか
かった.

新しいマーカーに求められる役割としては,早期癌と

良性疾患を判別できることであり,これにより効率的な

スクリーニングが可能となる.さらに,悪性度に比例し

てレベルが高くなるようなマーカーがあれば,病理学的

病期予測や再発予測に役立つと考えられる.以上の条件

を満たすか否かは,当該マーカーが個々の前立腺がん全

体としての悪性度を定量的に反映しているか否かにかかっ

HSE9

EPCA-2

最近注目されている血清マーカーにEPCA-2 (early

prostate cancer antigen-2)というnuclear matrix

proteinがある7'.組織免疫染色では, 94%の癌におい
てEPCAの発現が認められ, Gleason patternや

stageとの関連が無く,前立腺がん発生早期の事象と考
えられている8潮. EPCAのうちでも, EPCA-2は前立

腺がんに特異的であり,早期前立腺がん検出において,
感度94%,特異度92%という驚異的な結果が報告され

た7).今後,多数症例による追試で早期前立腺癌の検出
における有効性が確認されれば,臨床的に有用なマーカー

になる可能性がある.

糖鎖研究から得られた仮説

ところで,私自身は以前より,糖鎖変化と泌尿器系癌
の臨床的意義について研究してきたこともあり,上記の

ようなPSAの問題点から,東北大学時代に荒井教授よ
り糖鎖の観点から新たなマーカーが見つけられないかと

示唆をうけた.考えてみれば臨床的に汎用されている代
表的なマーカーとして有名なものに,消化器系癌のCA

19-9があり,これは糖鎖(sialyl Lewis a)であること
から,糖鎖が前立腺がんのマーカーになる可能性も考え
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Fig. 2正常組織におけるDSGb5-5F3の分布
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Fig. 3糖脂質と発生

られる.そこで,これまでの研究で見出してきた糖鎖の

中で何か役立ちそうなものはないか検討することにした.

腎癌の糖脂質研究の中から見出してきた糖鎖(Fig. 1)

のなかで,モノクローナル抗体(mAb) 5F3の認識す

るDSGb5 (DSGb5-5F3)の正常組織における分布を見

てみると,近位尿細管,杯細胞,ミクログリア,平滑筋

であり(Fig.2)10), DSGb5-5F3とはシァル酸の付加位

置が異なるDSGb5は,骨格筋,赤血球に分布している.

これが意味するところは, DSGb5は中腔菓由来の細胞

に発現しているということである.糖脂質の合成経路は,

lacto-(neolacto-), glob0-, ganglios-seriesと大きく

3つに分類されるが,以前よりganglios-seriesは,中

枢神経系に豊富に発現することが知られており,外腔葉

との関連が推察されIacto-seriesは消化管の腺上皮に

分布するCA19-9に代表される様に,内駐葉との関連が

考えられる.われわれが行ってきた研究と合わせて,樵

脂質研究の中で得られた仮説は,糖脂質合成の3つの経

路は3肱葉に対応している可能性があるというものであ

る(Fig.3).

糖鎖からマーカーへ

われわれが,腎癌組織から世界で初めて見出した糖鎖

は2種類あるが,そのうちの1つであるGalNAcDSLc4
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GalNAcβ1⇒4Gaipi⇒3GlcNAcβ1⇒3Gaipi⇒R
t^^^^E
i^^^^ i

NeuAcα2　NeuAcα2

Fig. 4 RM2抗原㊥ l,4-GalNAc-disialyl-Lc4)

Fig. 5 RM2による組織免疫染色例:腺病と良性腺管

B

Fig. 6 RM2による免疫染色例: benign prostatic hyperplasia
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Fig. 7 RM2による免疫染色例: Gleason patterns 3と4の対比

は,最初モノクローナル抗体(RM2)が作成されてか　　立腺がんは,腺管(内拡菓)由来でありながら,悪性度

ら11) n年後に構造が判明した糖鎖であるが2),非常に　　が高くなると神経内分泌学的性質(外肱菓)を帯びると

面白いことに基本骨格がganglio-seriesとIacto-series　　いう2重の性格を有する.先ほどの仮説に基づくと,

のハイブリッド構造をとっている(Fig.4).一方,前　RM2が認識する糖鎖のハイブリッド構造は,まさに前
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PSA再発: > 0.1ng/mL
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5年PSA非再発率:低レベル群88.9%,高レベル群36.6%

Fig. 8 RM2反応レベル別の前立腺全摘術後のPSA非再発率

前立腺癌　　　良性　　　　　良性　　　前立腺癌

PSA　6.2　8.4　7.2　7.1 7.3　3.0　9.2　9-5　9-3　6.6　5.2　5.6　9.9

(ng/mL)

良性:良性前立腺疾患

Fig. 9a患者血清に対するRM2反応例:その1

PSA　　4.0　　3.6　2.8　4.6　4.9　3.1　4.6　8.5　4.3　　4.7

(ng/mL)

Fig. 9b　患者血清に対するRM2反応例:その2

立腺がんの内粧葉由来(lacto-series)でありながら,

外旺菓由来(ganglio-series)の性質を帯びるという2
重の性格に対応しているように考えられた.そこで,前

立腺全摘術により得られた前立腺がん標本をモノクロー

ナル抗体RM2により免疫染色してみた.

その結果,前立腺がん細胞のGleason pattern 4は

強く染色されるが,良性腺管は染色されないか,弱く染

色された(Fig.5)13)問質も弱いながら染色されてい
た.一方,前立腺肥大症は12例中12例とも腺管ならび

に問質ともに染色されなかった(Fig.6).組織免疫染

色の中でもっとも興味深い知見は, Gleason pattern 4

では強いが, pattern 3では弱く,悪性度を反映して染

13

色されることである(Fig.7).そこで,前立腺全摘術

を受けた症例のRM2反応レベル別のPSA非再発率を

みたところ, RM2反応高レベル群は,低レベル群に比

較してPSA非再発率が有意に低かった(Fig. 8).
次にRM2反応分子が,血清マーカーになりうるか否

かを検討した.組織免疫染色で,前立腺がん組織の問質

にもRM2反応があるということは,がん細胞から問質

にRM2反応分子が放出されて血液中に検出される可能

性がある.また, RM2によりがんは染色されるが,

BPHは染色されないため,血液中で検出されるとすれ

ば,がんと良性疾患を判別できる可能性がある.そこで,

血清に対してモノクローナル抗体RM2によりウェスタ



IE!

m

　

　

ち

　

　

f

M

 

i

n

　

　

*

-

*

　

　

汚

　

　

9

ヽ

1

　

　

　

　

-

　

　

　

　

ハ

U

x
d
D
O
-
>
亡
N
C
再
a
L
　
～
さ
t
I

新しい前立腺がんマーカー

I
. i

& n、,"′、、m辛 叩くm 、くWくくくmぺく′く′く"く

◆.

良性前立腺疾患　　　前立腺がん

0.35 ± 0.32　　　0.96 ± 0.43: p<0.0001　AUC.0.89

感度: 87%、特異度: 84%.

Fig. 10早期前立腺がん検出における「GPXに対するRM2反応レベル」の有用性

a TLC immunostaining by RM2

三ナー!:tL_さ　　　　　　　　　亡. I_吾二

㌔♂♂♂
Arrow: GalNAcDSLw

b Western bot of DU145 cell lysate by
RM2 before and after hemoglobin column

車検輸岸-・細事細
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Fig. 11前立腺がん細胞におけるRM2反応分子

Povcona ant卜HDtAb

良性前立腺疾患　前立腺癌

「~~　　「　　　「「

7　8　　9　10 ll 12

RM2

良性前立腺疾患　前立腺癌

I l　「「

9　10 ll 12

PSA　　2.6　4.3　3.9　2.7　7.0　9.0

(n9/mL)

Hpt: haptog】obin

Fig. 12前立腺がん患者由来のhaptoglobin-β鎖に対するRM2の選択的反応性

ンプロソティングを施行した.対象症例は,前立腺生検
によりがん(n-62)か良性疾患(n-43　かの診断がな

されたPSA < 10 ng/mLの男性である.その結果,
前立腺がんと良性前立腺疾患との違いは,約40kDaの

糖蛋白(GPXと仮称)上のRM2反応の違いとして観

察された(Fig.9a & b)14). Scion imageを用いて
GPXに対するRM2反応をがんと良性とでほぼ同レベ
ルの75kDaに対する反応で標準化すると,がんと良性

とで明らかな反応レベルの差が観察された. ROC

receiver operating characteristic) curveを措くと,
AUC (thearea under the ROC curve)は, 0.89と高

く,適切なカットオフ値(sensitivity - (1-specificity)

が最大となる値)を用いるとRM2反応の早期前立腺が

ん検出における感度は87%,特異度は84%と比較的高い

値であった(Fig.ior.プロテオミクスにより, 40kDa
のGPXを解析した結果,ハブトグロビンベータ鎖であ

ることが判明した.アジレント社のカラムは血清中に豊

富に存在する蛋白を吸着し,微量な蛋白は溶出する.
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RM2の反応性は豊富に存在する蛋自分画側にあること

がわかり, 2次元電気泳動で展開し, RM2反応スポッ

トを切り出し,ゲル消化し,マススペクトロメーターに

より分析した.ペプチドシーケンスをデータベースと照

らし合わせた結果,全てのペプチドシーケンスはハブト

グロビンベータ鎖由来であることがわかった.

そこで,前立腺がん細胞におけるRM2反応分子は何

であるかを検討したところ, 3種類の細胞株においては

RM2が反応するガングリオシド(GalNAcDSLc4)の

発現は観察されなかった(Fig.lla)14'.一方, DU145の

cell lysateをハブトグロビンに結合能を有するhem0-

globin columnにインキュベ-トしたところ, RM2が
反応するバンドはほぼ吸着されることから,がん細胞内

のRM2反応物質はハブトグロビンベータ鎖と考えられ

た(Fig.llb). 50kDaに主なバンドがみられるが,お

そらくこれはハブトグロビンベータ鎖とアルファ鎖の

complexと思われる.

それでは, RM2は,市販のハブトグロビンに対する

抗体と比べてどう違うのか検討したところ, RM2は市

販のものに比べて前立腺がん患者由来のハブトグロビン

ベータ鎖に対する選択性がより高いことがわかった

(Fig.12).さらに, RM2とは異なり市販の抗体は組織

免疫染色においても悪性度を反映していなかった(Fig.

は示さず).

つぎに,血清レベルを調べた癌患者64例中前立腺全

摘術を受けた24例について,ハブトグロビンベータ鎖

に対するRM2反応レベル別のPSA非再発率を調べた.

RM2反応レベルが平均値(0.96)より高いか低いかで

2群に分けたところ,平均値より高い群(n-13)は,

低い群　n-ll)に比較して,有意差に近くPSA非再発

率が低かった(2-y PSA failure free rate: 44% vs.

6, p-0.0527) (Fig.は示さず).このことから, RM2
が反応するハブトグロビンベータ鎖は,がんか良性かを

見分ける他に,治療後の再発予測にも役立つ可能性が示

唆された.

現在,血清におけるハブトグロビンベータ鎖の簡易アツ

セイシステムの構築,それの前立腺がん細胞における生

物学的役割,他の泌尿器系がんにおけるマーカーとして

の可能性, RI標識RM2を用いた画像診断の可能性に

ついて研究中である.
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