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研究成果の概要（和文）： 
 
 本研究では、前立腺癌に対する新たな治療法の開発をめざし、新規前立腺癌高発現タンパク
質が新たな分子標的となるかどうかを検討することを目的とした。今回検討した 3 つの候補の
なかでは、前立腺癌特異性、前立腺癌細胞の増殖抑制効果から、Minichromosome maintenance 
complex component 5(MCM5)が最も有望な標的分子であることが明らかとなった。さらに新
たに癌特異性の高いペプチドワクチンの候補を発見した。今後、これらの解析を進め、より抗
腫瘍効果が高い治療法の開発を目指す。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  
 To development novel molecular target therapy for prostate cancer, we evaluated prostate 
cancer specificity and tumor growth suppression effect of three candidate protein, which 
expressed higher in prostate cancer compared with adjacent non-cancerous area. It was 
suggest that Minichromosome maintenance complex component 5 was the most promising 
target. Moreover, another novel candidate of peptide vaccine was identified with analysis of 
mass spectrometry in prostate cancer cell lines. They might be a novel molecular target of 
prostate cancer. 
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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る。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
速に増加しており、新たな治療法の開発は急
務である。 
近年、癌の分子生物学的研究の発展により、

癌の増殖、進展に重要な機能を持つ特定の分
子を標的にした分子標的薬が開発され、大き
な成果を挙げている。しかし、これらの標的
分子は、癌細胞以外の細胞でも発現している
ものも多く、より癌特異性の高い標的分子の
発見が必要とされている。 
分子標的薬には、低分子化合物を中心とし

た様々なものが考えられているが、その 1 つ
として、最近、nm サイズの微細な粒子（ナ
ノ粒子）が開発されている。これは、磁性を
もつものや蛍光を発するものなどいろいろ
な特性を持つ粒子で、複数の抗体や薬剤を結
合させることも可能であり、臨床応用が期待
されている。 
また、癌細胞が特異的に発現するタンパク

質を抗原とした宿主の免疫の賦活化を目的
としたペプチドワクチン療法も新たな分子
標的治療として注目を浴びている。 
我々は、SND1 は 62 例中 60 例（97%）と

前立腺組織で高頻度に発現し、また、癌部で
非癌部と比べて高発現していること、さらに、
SND1の発現を抑制すると前立腺癌細胞の増
殖が抑制されることを報告した（Kuruma H. 
et al. Am J Pathol. 2009;174:2044）。また、
Minichromosome maintenance complex 
component 5 （ MCM5 ）や Glucosidase, 
alpha; neutral AB(GANAB)も前立腺癌で高
発現することがわかってきた。このような癌
で高発現するタンパク質は、前立腺癌特異的
な分子標的治療の新たなターゲットとなる
可能性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、前立腺癌高発現タンパク質で
ある SND1、MCM5、GANAB を抑制する
siRNA や miRNA 発現プラスミド、それぞれ
の遺伝子に対する抗体をナノ粒子に結合さ
せ、その抗腫瘍効果を判定することにより前
立腺癌の新たな分子標的薬となりうるかど
うかを検討することを第一の目的とする。ま
た、SND1、MCM5、GANAB に対するペプ
チドワクチンを作製し、その抗腫瘍効果を判
定し、新たなペプチドワクチンを開発するこ
とを第二の目的とする。さらに、これらの結
果から、どの分子が前立腺癌の分子標的とし
て最も有効であるかを明らかにし、最終的に
はこのような新規治療の臨床応用を目指す。 

３．研究の方法 
  
 SND1、MCM5、GANAB の mRNA発現は前立腺癌
培養細胞（LNCaP、PC3、DU145）から抽出し
た RNA、正常組織由来の RNA（Stomach: Human 
Stomach Total RNA、他：Human Total RNA 
Master PanelⅡ、Clontech）を用いて行った。
cDNAを合成後、リアルタイム PCRにて各遺伝
子および内部標準遺伝子として 18S 
ribosomal RNAの発現を測定した。各遺伝子
の発現は、18S ribosomal RNAの発現で補正
したものを評価した。 
 
 前立腺癌細胞の HLAに結合するペプチドの
探索は、LNCaP細胞と札幌医科大学病理学教
室鳥越俊彦先生、札幌医科大学泌尿器科田中
先生より分与していただいた LNCaP細胞に
HLA-A*2402を発現させた細胞(HLA-A24)を用
いて行った。細胞を回収後、クエン酸リン酸
Buffer で HLAに結合するペプチドを回収し、
質量分析計によりペプチドを同定した。 
このペプチドが由来するタンパク質の

mRNA発現を各種癌細胞（前立腺癌細胞：PC3、
LNCaP、DU145、膀胱癌細胞：T24、5637、TCCSUP、
膵臓癌細胞：BxPC-3、MIA Paca-2、卵巣癌細
胞：SKOV-3、Hac-2、OV-1063（東京慈恵会医
科大学産婦人科矢内原臨先生より分与）、
JHOC-5、JHOC-9、子宮内膜癌細胞：Ishikawa
（東京慈恵会医科大学産婦人科佐々木先生
より分与）、乳癌細胞：MCF7、BT-20から抽出
した RNAと正常組織由来の RNA（Stomach: 
Human Stomach Total RNA、他：Human Total 
RNA Master PanelⅡ、Clontech、Bladder: 
Firstchoicehuman bladder total RNA、 
Ambion、Ovary、Breast、Pancreas：MVP total 
RNA、Agilent technologies）を用いて行っ
た。cDNAを合成後、リアルタイム PCRにて各
遺伝子および内部標準遺伝子として 18S 
ribosomal RNAの発現を測定し、比較 Ct法に
より PC3の発現を 1としたときのそれぞれの
発現を評価した。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、SND1、MCM5、GANAB といった
前立腺癌高発現分子が新規分子標的となる
かどうかを明らかにすることを目的として
いる。そこで、これらの分子の mRNA 発現を
前立腺癌細胞株ならびに様々な正常組織で
のこれらの分子の mRNA 発現を調べ、その疾
患特異性を解析した。 
 3 つの候補タンパク質とも前立腺癌細胞で
高発現を認めた（図 1）。SND1 の前立腺癌細
胞での平均は、0.90 で、正常組織では 0.25
であった。正常組織での発現は、特に前立腺
や小脳、精巣などでみられた（図 1、a）。MCM5



発現の前立腺癌細胞での平均は、0.87で正常
組織では 0.1であった。正常組織での発現は、
前立腺では低いものの、精巣や胸腺では発現
を認めた（図 1、b）。GANAB 発現の前立腺癌
細胞での平均は、0.93で正常組織では 0.2で
あった。正常組織では、前立腺や精巣、腎臓、
甲状腺で発現を認めた（図 1、c）。3 つの候
補タンパク質のなかでは、正常組織での発現
は MCM5 が最も低く、分子標的として有用と
考えられた。精巣ではヒト白血球型抗原
（HLA）クラスⅠ分子の発現がないことが知
られており、ペプチドワクチン療法において
は、標的分子が精巣で発現していても標的と
はならないため、細胞は傷害されないと考え
られる。そのため、MCM5は胸腺での発現は認
められるもののペプチドワクチンの標的分
子としても有用な可能性が高いと考えられ
た。 
 次に、これらの 3つのタンパク質を抑制す
るために、SND1、MCM5、GANABに対する miRNA
発現プラスミドを作製し、LNCaP 細胞でその
ノックダウン効果をリアルタイム PCRで確認
した。SND1、MCM5では mRNA発現は 50％以下
に抑えられた。このときの細胞増殖抑制効果
を検討したところ、SND1ではコントロールと
比べて増殖抑制効果は得られなかったが、
MCM5 ではコントロールと比べ約 20％の増殖
が抑制された。MCM5を分子標的とすることに
より、前立腺癌の増殖を抑制する可能性があ
ると考えられた。 
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ペプチドワクチン療法は、癌細胞内に発現
しているタンパク質が分解され、HLA にペプ
チドとして提示されたものを標的とし、この
ペプチドをワクチンとして用いることで、ペ
プチド特異的細胞障害性 T細胞を誘導し、こ
の T細胞が癌細胞を攻撃することを利用した
治療法である。そこで、前立腺癌細胞の HLA
に結合しているペプチドを回収し、質量分析
計で解析することにより、この 3つのタンパ
ク質由来の HLA 結合ペプチドを探索した。
LNCaP 細胞、LNCaP に HLA-A24 を強制発現し
た細胞とも、いくつかのペプチドを検出した
が、対象とする 3つのタンパク質由来のペプ
チドは検出されなかった。しかし、ここで発
見されたペプチドは、前立腺癌の新たなペプ
チドワクチン候補である。そこで、発見され
たペプチドの中の 1つについて、このペプチ
ドが由来するタンパク質の mRNA 発現を検討
した。このタンパク質の mRNA 発現は、前立
腺癌細胞のなかでも、PC3 で高く、LNCaP で
は低いものの、3 つの細胞株で認められた。
正常組織では、精巣、小脳、脳で発現してい

図 2 前立腺癌細胞および正常組
織での新規ペプチドワクチン候補
タンパク質の mRNA発現 

a) 

図 1 前立腺癌細胞および正常組織で
の SND1、MCM5、GANABの mRNA発現 
a) SND1、b) MCM5、c) GANAB 



たが、その他の臓器での発現は、非常に弱か
った。さらに、他の組織由来の癌細胞での発
現を検討したところ、膀胱癌、膵臓癌、卵巣
癌、子宮内膜癌由来の癌細胞でも、発現の多
少はあるものの発現が認められ、前立腺癌特
異的な分子標的というよりは、様々な癌での
分子標的となる可能性が示された。 
 本研究では、新規前立腺癌高発現タンパク
質である SND1、MCM5、GANABタンパク質の正
常組織内での発現を検討し、MCM5が最も特異
性が高く、分子標的として有効であることが
示唆された。また、この MCM5 の発現を前立
腺癌細胞で抑制することにより、癌細胞の増
殖も抑制される傾向が認められたことから、
MCM5 は前立腺癌の新たな分子標的として有
用な可能性があると考えられた。今後、その
抑制効果をより高めることにより、前立腺癌
の増殖抑制効果を増加させることができる
かどうか検討するだけでなく、運動能や、浸
潤能など様々な抗腫瘍効果を評価し、新規分
子標的としての有効性を評価していく予定
である。また、今回の研究から、新たなペプ
チドワクチン候補が複数発見され、そのうち
の 1つは、癌細胞特異性が高く、有望な候補
であると考えられる。ペプチドワクチン療法
は、近年新たな癌治療法として非常に注目さ
れているが、その種類は限られており、すべ
ての癌に対して有効であるとは言えない。今
回見つかった新規ペプチドワクチン候補は、
前立腺癌で発見されたものではあるが、様々
な臓器由来の癌細胞でも発現しており、各種
癌に対する新たなペプチドワクチンとなる
可能性がある。今後、様々な癌での組織内で
の発現やペプチドワクチンの抗腫瘍効果を
調べ、臨床応用を目指す。 
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