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 研究成果の概要：ホルモン非依存性前立腺癌で腫瘍マーカーとなりうる癌関連遺伝子候補を同定することができた。これらは前立腺癌増殖の促進に関与する新規癌関連遺伝子や、既存の癌関連遺伝子で Gleason 分類に相関して発現が亢進するものも同定している。新規癌関連遺伝子産物として同定した PKIB の連遺伝子産物を抗原として抗体を作製した。作製した抗体を用いて免疫組織化学的に前立腺癌症例を検討したところ、その発現は、正常前立腺では減弱しているが、癌組織では高発現がみられ、ホルモン非依存性前立腺癌においては、特にGleason scoreが高い症例に有意に高発現を示す結果となった。 
 
 
 交付額                                （金額単位：円）  直接経費 間接経費 合 計 ２００６年度 1,000,000  1,000,000 ２００７年度 1,200,000 360,000 1,560,000 ２００８年度 1,300,000 390,000 1,690,000 年度      年度    総 計 3,500,000 750,000 4,250,000 
 
 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：基礎医学・人体病理学 キーワード：①前立腺癌 ②ホルモン療法 ③遺伝子解析 ④病理診断 ⑤組織化学 
 １．研究開始当初の背景 前立腺癌は増加の一途をたどり、通常の病理診断においては特に前立腺癌検診を目的とする前立腺生検材料の病理検体全体に占める割合が急増していた。前立腺生検材料に基づく病理診断を行うにあたり、臨床から病理診断への新たな要求として、認められた癌症例における腫瘍動態の病理組織学的評価を挙げることが出来る。現在の前立腺癌生検材

料の病理診断報告においては、癌の分化度、Gleason 分類、そして可能な範囲での神経周囲浸潤及び脈管侵襲の有無を記載するよう努めており、これら診断情報は各々の前立腺癌症例における腫瘍動態の評価として重要である。これら評価項目に加え実践的に有効な診断情報として要求されるものは、診断を下した前立腺癌がホルモン依存性に進行するのか否かの判断である。ホルモン依存性前
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立腺癌に対してはアンドロゲン遮断療法が奏功するが、非依存性癌に対してはほとんど無効であり、これらは悪性度が高く再燃癌となりうる可能性が高く、よって早期診断に基づく的確な治療方針の決定が患者の予後に影響を与えうる。しかし、これら非依存性癌を診断するための有用な腫瘍マーカーは、ほとんど同定されていないのが現状であった。  ２．研究の目的 本研究では、レーザーマイクロビームマイクロディセクション法にて、ヒト前立腺癌、特にホルモン非依存性前立腺癌の各症例組織切片の腫瘍部より目的とする細胞を採取し、cDNA マイクロアレイ解析法を応用することによりホルモン非依存性前立腺癌で特異的に発現している癌関連遺伝子を同定し、同定し得た新規もしくは既存の癌関連遺伝子産物を抗原として、これら前立腺癌の病理診断及び治療に応用可能な抗体を作製する。作製した抗体は、免疫組織化学的に前立腺癌におけるホルモン依存性の有無の鑑別診断に応用し、その後の外科療法、ホルモン療法、化学療法もしくは放射線療法の選択や、再燃癌治療方針決定に利用する。さらにこれら抗体を用いたホルモン非依存性前立腺癌症例における新規治療法としての分子標的治療の可能性を検討する。  ３．研究の方法 外科的に切除されたホルモン非依存性前立腺癌の未固定凍結材料を用い、これより作製したスライド切片にて、Nikon 社マイクロディセクションシステム EZCutを用いることで、前立腺癌の各腫瘍組織材料切片より正常部、前癌病変部、腫瘍部の目的細胞を観察後それぞれ個別に採取した。各腫瘍組織においては同一症例において腫瘍細胞の分化度、異型度の相違、表層部、進達部及び脈管侵襲部位を観察し、それぞれ個別に目的部位ごとに上記手法にて選択的に細胞を切除した。これらをDnase処理後 RNAを抽出し、RNA増幅後、cDNAマイクロアレイ解析を行い、目的とする前立腺癌に特異的な新規癌関連遺伝子発現を検討した。 cDNA マイクロアレイ解析に関しては 、 National center for Biotechnology Information の UniGeneデータベースを基に選択された 23,040 種の cDNA を有する cDNAチップを使用し、Imaging Research 社のArray Vision ソフトウエアを用いて解析を行った。ホルモン非依存性前立腺癌に特異的な新規もしくは既存の癌関連遺伝子産物に

関しては、これを抗原として病理組織診断に有効な抗体を作製した。免疫動物としてはマウス、ラビットを用い、より特異性の高い安定した抗体作製を行った。作製された抗体に関しては、前立腺癌生検及び手術材料の病理組織標本を用い、免疫組織科学的に抗体の癌細胞への特異性を検討した。免疫組織化学染色に関しては Ventana社の自動免疫染色装置を使用し、染色の効率化及び染色性の均一化を図り、さらには癌の分化度、Gleason 分類に基づく癌の進展度及び転移性との関連を各症例について免疫組織学的にホルモン非依存性前立腺癌症例を検討し、これら臨床病理学的諸因子における統計学的な有意差の有無を検討した。  ４．研究成果 ホルモン依存性前立腺癌に比較した場合、非依存性前立腺癌に於いては AR, ANLN, SNRPE stanniocalcin2 などの幾つかの癌関連遺伝子過剰発現と NR4A1, CYP27A1, HLA-A遺伝子発現低下を認めた（Cancer Res. 2007, 67, 5117-25）。これら発現状を認めた遺伝子産物に関して、免疫組織学的に検討したところ、ホルモン依存性及び非依存性前立腺癌においてそれぞれの発現増加及び発現減少が認められた。 ホルモン非依存性前立腺癌における新規癌関連遺伝子産物として PKIB を同定し（投稿中）、その連遺伝子産物を抗原として抗体を作製した。作製した抗体を用いて免疫組織化学的に前立腺癌症例を検討したところ、その発現は、正常前立腺では減弱しているが、癌組織では高発現がみられ、特にホルモン非依存性前立腺癌の全１７症例、およびホルモン依存性前立腺癌においては Gleason score が高い症例に有意に高発現を示す結果となった。前癌病変としての PINについての発現に関しては、ホルモン非依存性前立腺癌症例における PIN病変自体の同定が困難であり、今後の課題となった。             
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