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研究成果の概要：現在、前立腺癌で汎用されている血清マーカーである前立腺特異抗原は臓

器特異性は高いが癌特異性が低く、新たな血清バイオマーカーが求められている。そこで、

血清中のタンパク質を網羅的に解析し、前立腺癌の新規バイオマーカーの探索を行った。

この結果、前立腺癌の新たなマーカー候補タンパク質として、Fibrinopeptide A と

Complement C3f（C3f）を発見した。さらに、C3ｆの ELISA 法による測定系を構築し、

より簡便な多検体測定を可能とした。本方法で C3ｆを測定したところ、癌患者群で有意

に高発現しており、臨床的に有用なマーカーとなる可能性が示唆された。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 １，７００，０００ ０ １，７００，０００ 

2008 年度 １，６００，０００ ４８０，０００ ２，０８０，０００ 

年度  

年度  

  年度  

総 計 ３，３００，０００ ４８０，０００ ３，７８０，０００ 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・泌尿器科学 
キーワード：前立腺癌、マーカー、プロテオミクス 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 前立腺癌は、欧米では罹患率、致死率とも
非常に高い悪性腫瘍であり、本邦においても
高齢化や生活様式、食生活の欧米化に伴い急
速に増加している。前立腺癌は、理学所見に
乏しく画像診断も困難なため、血清中の前立
腺特異抗原 Prostate specific antigen（PSA）
によるスクリーニングに頼らざるを得ない
のが現状である。しかし、PSA は前立腺癌の

みならず正常前立腺上皮細胞も産生してい
るため、前立腺炎や前立腺肥大症などの良性
前立腺疾患においても PSA 値が異常値を示
すことがあり、その癌特異性は低い。そのた
め、前立腺癌に特異的な新たな血清バイオマ
ーカーの探索は急務である。現在、国内外で
主に遺伝子学的手法による新規バイオマー
カーの探索が盛んに行われているが、未だ
PSA を凌駕するものは見つかっていない。 
 



 得られたマーカー候補タンパク質は、HPLC
にて精製後 autoflex II (Bruker)にて同定し
た。 

 プロテオミクスはポストゲノム時代の基
盤となる新しい分野であり、試料中のタンパ
ク質の種類や状態を直接解析することがで
きる。そのため、血清などの体液からタンパ
ク質である新規バイオマーカーを探索する
のに非常に有利であると考えられている。近
年のプロテオミクスの発展に伴い、前立腺癌
の新たなバイオマーカーをタンパク質レベ
ルで探索しようという試みが始まっている。 

 同定したマーカー候補タンパク質に対し
て、ウサギポリクローナル抗体を作製し、
ELISA 法による血清中でのマーカー候補タン
パク質の測定系を構築した。これを用いて、
前立腺癌患者群 36 例、コントロール群 29 例
の血清中でのマーカー候補タンパク質濃度
を測定した。  SELDI TOF-MS (ProteinChip® array)は、

様々な官能基で修飾された ProteinChip®上
にタンパク質を結合させ、結合したタンパク
質を質量分析計によって解析するシステム
である。非常にハイスループットで解析でき
るため、マーカー探索や臨床応用が期待され
ている新しいプロテオーム解析技術である。 

 
４．研究成果 
 
 SELIDI TOF-MS による低分子量タンパ
ク質の前立腺癌マーカー探索では、Q10 チッ
プによる解析から 2 個、CM10 チップの解析
から 12 個のマーカー候補を発見した。これ
ら 14 個のうち、Fibrinopeptide A（FBA）、
Complement C3f（C3f）の２つの同定に成功
した。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、SELDI TOF-MS を用いて、
特に PSA<10.0ng/ml の前立腺癌患者を対象
に、SELDI-TOF MS を用いて特に低分子量
タンパク質（ペプチドを含む）に注目した新
規血清前立腺癌マーカーを探索することを
第 1 の目的とした。 

 FBA は Q10 チップの解析により発見され
た 。 そ の 同 定 さ れ た 配 列 は 、
ADS*GEGDFLAEGGGVR であった（S*は
リン酸化）。ピーク intensity は癌患者群で
10.3±7.1、コントロール群で 19.2±13.1 で癌
患 者 群 で 有 意 に 低 値 で あ っ た
（p=0.002680173）。また、ROC 曲線により、
ピーク intensity 10.9 以下を癌としたところ、
感度 70％、特異度 65％で前立腺癌を検出で
きた（ROC integral:0.695, 0.576-0.814）。ま
た、PSA や Gleason Score 等他の臨床病理学
的因子との相関は認めなかった。 

 さらに、ここで発見された新規マーカー候
補タンパク質を、より簡便に多検体で測定可
能とするために、ELISA 法による測定法を構
築する。これは、本研究により臨床的に有用
なマーカー候補タンパク質が発見された場
合、その臨床応用を速やかに進めるためにも
重要である。この構築された測定系にて、マ
ーカー候補タンパク質が臨床的に有用であ
るかどうかを評価することを第 2 の目的とし
た。 
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 これらを通して、最終的に臨床的応用可能
な新規前立腺癌血清マーカーを探索するこ
とを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 対象は PSA<10.0ng/mlの未治療前立腺癌患
者 40 人で、対象群として PSA<10.0ng/ml か
つ PSAV≦0.0ng/ml/yr で、前立腺生検で癌が
否定された患者 40 人を選択した。 

*: p<0.01
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 この 80 例に対して、SELDI-TOF MS 解析を
行った。ProteinChip は、官能基によって異
なるタンパク質を検出するために Q10 (陰イ
オン交換)、CM10 (陽イオン交換)の 2種類を
用いた。また、低分子量タンパク質およびペ
プチドを解析するため、EAM には CHCA を用い
た。得られたピークの統計学的解析は、
Biomarker WizardTMを用い、t-test にて行っ
た。低分子量タンパク質をターゲットとする
ため、1500<M/Z<5000 のうち、t-test での
p<0.05 で、Intensity>5 以上のピークをマー
カー候補タンパク質とした。 
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図 1 SELDI TOF-MS による FBA の発現

(a)、FBA 発現の ROC 曲線(b) 



 C3fはCM10チップの解析により発見され
た 。 そ の 同 定 さ れ た 配 列 は 、
SSKITHRIHWESASLL であった。ピーク
intensity は癌患者群で 13.4±16.2、コントロ
ール群で 20.0±17.7 で癌患者群で有意に高値
であった（p=0.007259956）。また、PSA≧
10 の癌患者群でもコントロール群と比べ、有
意に高発現していた（図 2）。また、ROC 曲
線により、ピーク intensity 6.8 以上を癌とし
たところ、感度 80％、特異度 60％で前立腺
癌を検出できた（ROC integral:  0.674,  
0.553-0.796）。また、PSA や Gleason Score
等他の臨床病理学的因子との相関は認めな
かった。 

 
  
 これらの結果から、前立腺癌患者血清で発
現の増加していた C3f に着目し、さらに解析
を進めることとした。同定された C3f の配列
の合成ペプチドをウサギに免役し、anti-C3f 
rabbit polyclonal antibody を作製した。こ
の抗体を用いて、ELISA 法により C3f の血清
中での濃度を測定した。C3f は、低分子量タ
ンパク質であるため、血清は、限外分子量
3000 の限外濾過膜で前処理を行い測定した。 
 ELISA 法による測定でも、SELDI TOF-MS で
の結果と同様に、C3ｆは癌患者群血清で高発

現していた（図 3）。 ROC 曲線により、ピー
ク intensity 6.8 以上を癌としたところ、感度
80％、特異度 60％で前立腺癌を検出できた
（ROC integral:  0.674,  0.553-0.796）。ま
た、PSA や Gleason Score 等他の臨床病理学
的因子との相関は認めなかった。 
 
 

図 3 a) 

b) 

図 3 ELISA 法による C3f の発現(a)、 
C3f 発現の ROC 曲線(b) 

1.00.75.50.250.00

1.00

.75

.50

.25

0.00

Se
ns
it
iv
it
y

1‐Specificity

ROC integral
0.678 (0.547‐0.809)

0

1

2

3

4

Control
(N=29)

Cancer
(N=36)

C
3f

 [μ
g/

m
l]

*

＊：p<0.05

Se
ns
it
iv
it
y

1‐Specificity

1.00.75.50.250.00

1.00

.75

.50

.25

0.00

ROC integral
0.674 (0.553‐0.796)

＊＊：p<0.01  ＊：p<0.05

0

10

20

30

40

Control Cancer 
PSA<10

Cancer
PSA≥10

Pe
ak

 I
nt

en
si

ty

**
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b) 

図 2 SELDI TOF-MS による C3f の発現

(a)、C3f 発現の ROC 曲線(b) 

   
 この C3f は ELISA 法による測定でも、癌患
者群で高発現を示したことから、前立腺癌の
新規血清マーカーとして有望であると考え
られる。今後、多検体を用いたより詳細な臨
床的有用性の検討が必要であるが、本研究で、
ELISA 法による簡便な血清中の C3f の測定系
が構築されたことは、これを進める上で極め
て意義深い。 
 C3ｆは癌患者血清で高発現していたが、こ
れが前立腺癌組織で産生されているかどう
かは不明であった。C3f は Complement C3 
precursor という前駆体の形で生成され、
Factor Iなど分子によって切断されることに
より生じることが知られている。そこで、こ
の Complement C3 precursor の mRNA が前立
腺癌組織で発現しているかどうかを in situ 
Hybridization 法にて検討したところ、前立
腺癌組織内で発現が認められた。このことか
ら、前立腺癌では、C3 も血清中での新たなマ



ーカーとなる可能性が考えられた。そこで、
血清中での C3 発現を測定し、マーカー候補
となりうるかどうかを検討した。血清中の C3
の平均は前立腺癌患者群で 112.7mg/dL、コン
トロール群で 103.8mg/dL で癌患者群で有意
に高かった（図 4、p<0.05）。前立腺癌では
C3f だけでなく、C3 も新たな血清マーカーと
なる可能性があると考えられた。 

 
 
  
 以上から、前立腺癌では、Complement C3 
precursor の mRNA が発現し、タンパク質が生
成され、血清中でも高発現していると考えら
れ、C3 および C3f は新規前立腺癌血清マーカ
ーとなる可能性が示された。今後、より多検
体での測定を行い、そのマーカーとしての有
用性や、臨床病理学的因子との関係について
検討する予定である。 
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