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研究成果の概要（和文）：Stage-specific embryonic antigen-4(SSEA-4)は、マウス初期胚で発見されたガング
リオシドで、幹細胞の同定に利用されている。近年、SSEA-4は多くの高悪性度の固形癌で発現し、抗がん剤耐性
との関連も報告されている。一方我々は、SSEA-4が前立腺癌の浸潤や生化学的再発、ホルモン療法抵抗性に関連
することを報告してきた。本研究では、SSEA-4の生物学的な機能を解明するため、前立腺がん細胞株でSSEA-4合
成酵素のST3GAL2遺伝子をノックアウトした。その結果、様々なシグナル伝達経路や癌に関与する多数の遺伝子
発現が変化し、２種類の抗がん剤の耐性能が低下した。

研究成果の概要（英文）：Stage-specific embryonic antigen-4 (SSEA-4), which was originally found in 
mouse early embryo, has been used as a marker for identification of stem cells. In recent years, 
SSEA-4 has been reported to be expressed in highly malignant solid cancer cells. SSEA-4 was also 
associated with anti-cancer drug resistance in breast cancer and osteosarcoma. In prostate cancer, 
we showed that SSEA-4 was linked to the malignant potential such as invasion and biochemical 
recurrence after radical prostatectomy. Moreover, expression of SSEA-4 was associated with hormone 
resistance and greatly enhanced in castration-resistant prostate cancer cells. To clarify the 
biological function of SSEA-4 in prostate cancer cells, we knocked out SSEA-4 synthase ST3GAL2 gene.
 We found that ST3GAL2 knockout caused expression changes of many genes involved in various 
signaling pathways and cancers etc., and phenotypically resistance to two anti-cancer drugs were 
decreased in ST3GAL2 knockout clones.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SSEA-4は高悪性度の固形癌で発現し、抗がん剤耐性やホルモン療法耐性と関連する。我々が、前立腺癌細胞株に
おいて、SSEA-4合成酵素のST3GAL2遺伝子をノックアウトしたところ、ノックアウト細胞株では２種類の抗がん
剤に対する耐性能の低下を示した。これはST3GAL2の制御により、抗がん剤を減量でき、少ない有害事象で同程
度の抗腫瘍効果を発揮できる可能性がある。また、比較的長期に抗がん剤を使用できると考えられ、予後延長が
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。
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１．研究開始当初の背景 
 我々は以前、腎癌転移巣において、Stage-specific embryonic antigen-4(SSEA-4)が高発現す
ることを報告した。その後、SSEA-4 は高悪性度の膠芽腫や膵癌で高頻度に発現し、抗がん剤耐
性となった乳がん細胞や骨肉腫で発現が増加することも報告されている。前立腺癌細胞株では、
SSEA-4 の生物学的機能は上皮間葉転換（EMT）や間葉系マーカー発現に関連することが報告され
た。一方我々は、前立腺癌の組織標本における SSEA-4 の発現が、１）癌の浸潤（pT3）や術後の
生化学的再発と相関する、２）去勢抵抗性前立腺癌（CRPC）組織に著明に高発現する、３）アン
ドロゲン受容体発現と逆相関することを明らかにした。 
 前立腺癌は進行すると、最終像としての CRPC となり、CRPC へ移行後の生存期間の中央値は約
3年と限られている。したがって、CRPC の更なる生存期間の延長には、新たなアプローチが必要
である。初期胚のような未分化細胞で SSEA-4 が発現し、EMT、術後再発や薬剤耐性と関連するな
ど、がん幹細胞としての特徴を示したことから、SSEA-4 を高発現する CRPC はがん幹細胞を多く
含むと考えられる。したがって、SSEA-4 ならびにその合成酵素 ST3GAL2 を治療標的とすれば、
CRPC の治療へとつながり、多くの難治癌に共通するがん幹細胞の普遍的な治療への道を切り開
くと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CRPC に高発現する SSEA-4 の機能を明らかにするため、CRISPR-Cas9 により前立
腺癌細胞株の SSEA-4 合成酵素である ST3GAL2 遺伝子をノックアウト（KO）し、ST3GAL2 発現細
胞株と ST3GAL2-KO 細胞株とで、増殖能、抗がん剤感受性等を比較する他、トランスクリプトー
ムやパスウェイ解析を行い、ST3GAL2 関連分子や SSEA-4 と相互作用する分子を明らかにする。
それらの関連分子の同定から、前立腺癌の悪性進展における SSEA-4 の生物学的役割を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ST3GAL2 ノックアウト（KO）細胞株の作製 
 前立腺癌細胞株 DU145 に対し、CRISPR-Cas9 システムを用いた遺伝子変異の挿入と puromycin
薬剤耐性遺伝子発現カセットの相同組換えによりpuromycin耐性ST3GAL2-KO細胞株を樹立する。 
(2) ST3GAL2 により機能制御される蛋白の同定 
 ST3GAL2-KO 細胞株と親株の mRNA をエクソームシーケンス解析により網羅的な比較解析を行
い、細胞内の SSEA-4 関連分子を同定し、データベースに基づくシグナルネットワークを明らか
にする。また、SSEA-4 関連分子の中から、悪性進展に関わる蛋白に対して、前立腺癌細胞株を
用いた解析により検証し、機序を解析する。 
(3) 前立腺癌患者血清中における SSEA-4 関連分子の解
析 
 前立腺癌患者の血清を用い、SSEA-4関連分子の血中分
泌レベルと臨床病理学的所見との関連性を解析し、臨床
病理学的な悪性進展との関連性を検証する。 
(4) ST3GAL2-KO 細胞の細胞生物学的特徴解析 
 ST3GAL2-KO細胞の増殖速度、抗がん剤感受性等を親株
と比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) ST3GAL2-KO 細胞株の樹立 
 SSEA-4 発現を抑制するため、その合成酵素であるシ
アル酸転移酵素 ST3GAL2 の KO 細胞株を作製した(図
１)。DU145 に対し ST3GAL2 gRNA と puromycin 耐性遺伝
子を co-transfection し、puromycin 耐性クローンを樹
立した。ST3GAL2 遺伝子領域に puromycin 遺伝子が挿入
されていることを RT-PCR にて確認後、ダイレクトシー
ケンスを行い、ST3GAL2 遺伝子変異(c.1231_1234del 
(NCBI RefSeq: NM_006927.4))を明らかにした。これら
の両方の変異をもつクローンはSSEA-4を特異的に認識
するモノクローナル抗体 RM1 を用いた薄層クロマトグ
ラフィー（HPTLC）−免疫染色により SSEA-4 が合成され
ていないことを確認し、ST3GAL2-KO 細胞株とした（図
２. クローン 13, 83）。 

図１. SSEA-4 の糖転移酵素

図２. HPTLC による SSEA-4 発現



(2) ST3GAL2 により機能制御される蛋白の同定 
 ST3GAL2により機能制御される分子を明らか
にするため、ST3GAL2-KO 細胞株と親株による
全エクソームシーケンス解析を行った。発現変
動遺伝子解析（Differentially Expressed 
Genes analysis）の結果、DU145 と比較して、
ST3GAL2-KO 細胞株 クローン 13 は Fold 
change |Fc|>=2 かつ p<0.05 の時、発現増加
した遺伝子が 80、減少した遺伝子が 171。ク
ローン 83は増加した遺伝子が 179、減少した
遺伝子が 236 認められた。これら 2 クローン
に共通して増減（増加 32、減少 90）が認めら
れた遺伝子を ST3GAL2 と関連する candidate 
gene とした。また、これらの発現データを元
に遺伝子オントロジーエンリッチメント解析
（Gene Ontology 解析）および KEGG パスウェ
イ解析を行い、発現変動遺伝子の中から、機能
的関連のある遺伝子を絞り込み、さらに関連するシグナルカスケードを同定した。これらの結果
から、ST3GAL2 はこれまでに報告のある上皮間葉転換のみならず、多くのシグナルカスケードに
も関与していることが明らかとなった。 
(3) 前立腺癌患者血清中における SSEA-4 関連分子の解析 
 ST3GAL2 欠損細胞株で発現低下が認められた遺伝子の中から、分化制御に関わる分泌蛋白に絞
り込み、その中から IGF2 (Insulin Like Growth Factor 2)、PCSK1N (Proprotein Convertase 
Subtilisin/Kexin Type 1 Inhibitor)蛋白に対する ELISA 検出系を構築した。CRPC, ホルモン
感受性前立腺癌(HSPC)、非担癌患者血清各 8 検体を用い、各蛋白の血中濃度を比較した結果、3
群間に差は認められなかった。今回の解析では患者の検体数が少ない上に、採血時期にも幅があ
り、今後、検体数を増やして臨床病理学的所見を含めた解析が必要である。 
(4) ST3GAL2-KO 細胞株の生物学的特徴の解析 
 これまでの報告では、ST3GAL2 のノックダウ
ンにより細胞接着性が低下することが報告され
ている。本研究においても、ST3GAL2 のノックア
ウトによりサイトカイン相互作用や癌関連蛋白
の発現が変化することから、細胞増殖に影響を
与えている可能性がある。そこで生細胞測定試
薬を用いて各クローンの細胞増殖速度を比較し
た。その結果、細胞増殖速度にはクローナルバ
リエーションが認められ、多くはその速度に親
株との有意差が認められなかった（図 4）。次に、
KO 細胞株 3 クローンと親株を用いて、7 つの抗
がん剤に対する薬剤感受性の違いをコロニーフォーメーションアッセイにより比較した。その
結果、ドセタキセルとカバジタキセルにおいて欠損細胞株で有意に薬剤感受性が増加し、より低
濃度の条件で増殖が抑制された（図５, *:p<0.05, **:p<0.005）。 

 

 
 図５. コロニーフォーメーションアッセイによる薬剤感受性試験 

図３. KEGG パスウェイ解析 

図４. 細胞増殖速度の比較 
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