
愛媛大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

前立腺癌の骨転移分子メカニズム解明に基く革新的治療/予防法の探索

exploring innovative therapeutic target for bone metastatic prostate cancer 
based on  analysis of molecular mechanism.

１０３１４６７６研究者番号：

雑賀　隆史（SAIKA, TAKASHI）

研究期間：

１８Ｋ０９１６８

年 月 日現在  ３   ５ ２４

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：前立腺癌特異的な骨転移の成立機構を解明し治療基盤の構築を目的として、候補遺伝
子PCBM1の増殖能、浸潤能、遊走能、細胞接着能への影響についてin vitroで評価を行い、細胞増殖への関与を
認めた。さらにxenograftモデルで、KO細胞で皮下移植での腫瘍形成能の低下、骨転移成立の低下を認めた。
RNA-seqによるトランスクリプトーム解析でCell Cycleに関連する遺伝子群の発現パターンの破綻を認め、細胞
内シグナル伝達を担うPKAを介したCREBのリン酸化の異常によることを発見した。さらに多数例のヒト臨床組織
検体における、原発巣でのPCBM１発現強度と骨転移や悪性度に有意な相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of patients with progressive prostate cancers that are hormone
 refractory and/or have bone metastasis is poor. we identified G Protein-Coupled Receptor Class C 
Group 5 Member A (GPRC5A) as a candidate therapeutic molecule using integrative gene expression 
analyses of registered data sets for prostate cancer cell lines. Kaplan Meier analysis of TCGA data 
sets revealed that patients who have high GPRC5A expression had significantly shorter overall 
survival. PC3 prostate cancer cells with CRISPR/Cas9-mediated GPRC5A knockout exhibited 
significantly reduced cell proliferation both in vitro and in vivo. RNA-seq revealed that GPRC5A KO 
PC3 cells had dysregulated expression of cell cycle-related genes, leading to cell cycle arrest at 
the G2/M phase. Furthermore, GPRC5A KO PC3 cells failed to establish bone metastasis in xenograft 
mice models. Our findings indicate that GPRC5A can be a possible therapeutic target and prognostic 
marker molecule for progressive prostate cancer.

研究分野： 腎泌尿器科学

キーワード： 前立腺癌　骨転移

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、前立腺癌進展の病態の解明と新規治療方法および骨転移の予防や骨転移発生の予測の治療
基盤の構築が進むと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

前立腺癌は早期診断、早期治療により高い確率で根治が見込める癌腫であるが、治療抵抗性前

立腺癌や進行性前立腺癌はリンパ節転移や内臓転移のみならず骨転移を高頻度で起こし、予後

の悪化（5 年生存率：数％ Nørgaard et al. The Journal of Urology, 2010）や、疼痛や骨折、麻痺な

どによる患者QOLの低下を招くこととなる。骨転移治療薬として破骨細胞分化制御因子RANKL

に対する抗体であるデノスマブやラジウム 233 などの放射性同位元素が臨床応用され、多大な

効果を発揮している。しかしながら、ビスホスホネート製剤または抗 RANKL 抗体は顎骨壊死な

どの副作用が起きやすく、放射性同位元素は実施施設の制約や薬価が非常に高価であるなど、安

全面や医療経済面で解決すべき問題は多い。 

現在、がんの骨転移の分子メカニズム解明の研究対象となっているのは骨髄腫または乳がん

が多く、治療法も確立されている。一方、前立腺癌の骨転移については、臨床的側面の研究報告

が中心であり、前立腺癌特異的な骨転移のメカニズム解明についての詳細な研究成果は、これま

でのところほとんど報告されておらず、前立腺癌に特異的な予防/治療法は確立されていない。

このことから、本研究課題の学術的「問い」である「前立腺癌はいかにして骨転移するのか？」

を解明できれば革新的予防/治療法の開発につながると考えられる。これまでの我々のビッグデ

ータ解析を駆使した予備的検討から、前立腺癌特異的な骨転移機構を担う候補分子を同定し、

PCBM1 と命名した。本研究は、PCBM1 を中心とした骨転移の分子メカニズムを解明し、愛媛大

学の持つコムギ無細胞タンパク質合成技術の応用により、前立腺癌特異的な骨転移の予防、治療

のための創薬の基盤の構築に挑むものである。 

 

２．研究の目的 

本研究は、前立腺癌特異的な骨転移の成立機構を解明し、前立腺癌独自の骨転移の予防及び治

療の基盤の構築を目的としている。前立腺癌特異的な骨転移の分子機構の解明のために、既存の

ビッグデータを活用しているという点で極めて独創的である。また、がん転移の分子機構の概念

の一つである seed and soil 説をふまえ、タンパク質間結合による骨転移を想定し、膜分子または

細胞外基質に着目していることから、愛媛大学が独自に開発しているコムギ無細胞タンパク質

合成技術の応用が可能である。これにより、本研究は前立腺癌における骨転移の成立機構の解明

に留まらず、骨転移予防/治療のための、タンパク質結合を阻害する低分子化合物の探索の基盤

となりうる。 

 

３．研究の方法 

A）前立腺癌骨転移制御に関わる候補遺伝子 PCBM1 の機能解析 

これまでマウスを用いた骨転移モデルにおいて、骨転移しやすいアンドロゲン非依存性前立腺

癌細胞株（PC-3 及び DU-145）と骨転移しにくいアンドロゲン依存性前立腺癌細胞株（LNCaP）

が報告されている。我々はまず、バイオインフォマティクスの手法を用いて骨転移しやすい細胞

株（PC-3 および DU-145）で発現が高く、骨転移しにくい細胞株（LNCaP）で発現が低い、101

の膜分子または細胞外基質関連遺伝子を抽出した（詳細は２-(1)本研究の着想に至った経緯で

後述）。 

次に、ヒトサンプルから得られる癌細胞遺伝子発現データベースより骨転移を認める前立腺

癌患者の原発巣で発現上昇を認める 185 遺伝子を抽出した。 



右上図星印部分に該当する細胞株から得られた遺伝子群と患者サンプルから得られた遺伝子

群で各々発現頻度が 4 倍以上の重複する 7 遺伝子を骨転移に関連する候補遺伝子として同定し、

発現が最も高い（16 倍）因子を Prostate Cancer Bone Metastasis 1 (PCBM1)と命名した。 

PCBM1 の機能解析のため、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集により PCBM1 をノッ

クアウトした PC3-Luc 細胞を作出した。まず PCBM1 KO PC3-Luc をヌードマウス脛骨

近位への骨髄内注射により直接播種させ、腫瘍細胞の生着・増大を in vivo 発光イメー

ジング装置にて経時的に解析したところ、親株細胞に比し骨転移が著明に抑制された

（右図, 未発表データ, 矢印：局所骨転移成立による発光, n=8）。なお、PCBM1 のノッ

クアウトは、PC3-Luc の細胞増殖能に影響しないことが、MTT アッセイにより確認で

きている（各 n=3 未発表データ）。今後は、その他のアッセイ系を用いた増殖能のさ

らなる詳細な検討に加え、浸潤能、遊走能、細胞接着能についても解析し、in vitro に

おける評価系の構築を図る。 

一方で、実際の骨転移は血流を介し、成立すると考えられている。そこで、本研究

課題では以下の実験を実施することとした。 

PC3-Luc をヌードマウスの左室心腔内注射で播種し、経時的に in vivo イメージング

装置にて観察したところ、骨転移、リンパ節転移、副腎などの内臓転移の成立を確認

し、各転移巣は経時的に増大を認めた（右図 矢印：転移巣 n=6）。このように、我々

は、技術的には極めて難易度が高い左室心腔内投与による前立腺癌骨転移モデルマウ

スの系を確立している。本研究では、PCBM1 KO PC3-Luc および親株細胞を左心室内注

射し、経時的な骨転移の成立を定量的に解析する。骨転移の評価は、１）軟 X 線撮影、

２）マイクロ CT による X 線学的定量評価、３）骨形態計測法による組織学的定量解

析、４）RNAseq によるトランスクリプトーム解析を実施する。 

B）臨床サンプルと候補遺伝子との相関の解析 

ヒト前立腺癌サンプルにおける当該分子の発生頻度を組織免疫染色法を用いて検討し、骨転移

の有無及び予後との相関の解析を行う。これらの解析については、すでに生体試料支援プラットフォ

ームの分担者である神奈川県立がんセンター臨床研究所技幹の宮城洋平先生と共同で研究を開始し

ており、新学術領域研究「学術研究支援基盤形成」コホート･生体試料支援プラットフォームに支

援を申請する基盤は整っている。本申請が採択された場合、当該プラットフォームによるヒト生

体試料による支援を申請する予定である。 

 

４．研究成果 

 まず、これまでマウスを用いた骨転移モデルにおいて、骨転移しやすい細胞株と骨転移しにくい細

胞株の遺伝子データを GEO から収集し、発現に差のある遺伝子を抽出した。さらに、前立腺癌患者サ

ンプルから得られる前立腺癌細胞遺伝子発現データからも、骨転移の有無で患者サンプルをグループ

分けし、同様に発現に差のある遺伝子を抽出した。上記のような細胞株と患者サンプルという異なるサ

ンプルデータでのオーバーラップする遺伝子群を、骨転移に関連する遺伝子候補として抽出した。その

結果、骨転移に関連する候補因子として 7 つの遺伝子を同定し、そのなかで最も発現の変動が大きい

遺伝子として GPRC5A を同定した（図１）。 

次に、前立腺癌細胞株において GPRC5A をゲノム編集技術によりノックアウト（KO）したところ、培養

皿上及びマウス生体内ともに癌細胞の増殖が有意に抑制された（図２）。GPRC5A を KO することによる

他の遺伝子発現の変動を RNA シークエンスという手法を用いて解析した結果、GPRC5A の KO により

細胞周期に関連する遺伝子の発現が有意な変動を呈し、細胞周期は G2/M 期という細胞分裂をするフ



ェーズで停滞していることが分かった。また、GPRC5A KO により CREB という転写因子のリン酸化が亢

進していることが分かった。これらの結果から、GPRC5A は前立腺癌において、①CREB のリン酸化を制

御していること、②CREB のリン酸化の制御により細胞周期に関連する遺伝子の発現を制御し、細胞増

殖に関わっていることが分かった。これらの現象は GPRC5A の KO 細胞に対する GPRC5A 過剰発現で

いずれも救済されており、GPRC5A 特異的に起きている現象であることも確認された。また、GPRC5A の

発現が低い前立腺癌細胞株に対する GPRC5A 過剰発現においても、細胞増殖が有意に上昇した。 

次に、マウスの骨に前立腺癌細胞を接種する骨転移成立実験において、GPRC5A を KO した前立

腺癌細胞株は骨転移の成立が顕著に抑制された（図３）。 

さらに、ヒト前立腺癌生検組織 (n=255)を用いた解析の結果、GPRC5A の免疫染色性は、Gleason 

Score という前立腺癌の悪性度および骨転移の有無と有意な正の相関を示すことが分かった（図４）。こ

れらの結果から、GPRC5A は前立腺癌の細胞増殖および骨転移の成立に必須な分子であることが示唆

された。また、ビックデータ解析において GPRC5A の発現が高い前立腺癌は発現が低い前立腺癌に比

べて優位に予後が悪いことも分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ビックデータ解析による前立腺癌骨転移制御因子の探索 

前立腺癌の細胞株において骨転移を成立しやすい細胞株で発現が高い遺伝子（左）と、骨転移を有す

るヒト前立腺癌原発巣で発現が高い遺伝子（右）で共通する７遺伝子を抽出し、GPRC5A を同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

図２ GPRC5A ノックアウト細胞による増殖実験 

 

GPRC5A ノックアウト（KO）により、細胞増殖は著明に抑制された 

（上段は親株細胞、中段および下段は GPRC5A ノックアウト細胞）。 

 



 

図３ GPRC5A ノックアウト細胞による骨転移成立実験 

GPRC5A ノックアウト（KO）により、骨転移による骨破壊像は著明に抑制された。 
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図４ ヒト前立腺癌の GPRC5A 免疫染色および骨転移との相関 

ヒト前立腺癌において GPRC5A の発現が低い群（左上段）と発現が高い群（左下段）があり、GPRC5A

の発現が高い群は、低い群に比べ有意に骨転移を合併している割合が高かった（右グラフ）。このこと

から、GPRC5A は骨転移を制御している分子であることが示唆された。 

 

 GPRC5A が骨転移症例の前立腺癌原発組織において高発現し、予後との相関も認められることか

ら、骨転移の発生や予後の予測マーカーとして期待できる分子であると考えられる。この分子を利用し

た骨転移発生の予測の実用化に向けて特許を出願した（特願 2018－198404）。さらに、先に述べた骨

転移に関連する他の 6 つの候補因子との関連を解析することで、さらに詳細な前立腺癌特異的な骨転

移のメカニズムの解明が期待される。また、GPRC5A はホルモン療法とは異なる経路での細胞増殖の抑

制効果を認めることから、ホルモン療法に抵抗する前立腺癌に対する治療標的ともなりうる可能性も秘

めており、今後さらなる解析と創薬の基盤の構築を進めていく予定である。 
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