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研究成果の概要（和文）：去勢抵抗性前立腺癌では細胞内のアンドロゲンレセプターの変異をはじめとした多彩な変化
が現れる。培養前立腺癌細胞由来エクソソームの解析を行い、アンドロゲンレセプターを同定した。mRNAの解析ではア
ンドロゲンレセプター変異の同定が可能であった。抗体ビーズを使用して前立腺癌患者血液のエクソソームを解析した
ところ、前立腺癌関連エクソソームが増加しており今後、解析の有用なターゲットになりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：There is a great need of the development of novel diagnostic strategies that 
target the castration-resistant prostate cancer. One of the potential strategies is the use of 
microvesicles including exosomes secreted from prostate cancer cells as a tool for diagnosis. Prostate 
cancer related exosome included androgen receptor. mRNA analysis of prostate cancer-related exosome 
derived from prostate cancer cell line showed that androgen receptor and its variant were detectable. 
Antibody conjugated beads was capable of isolation of prostate cancer-related exosomes from patient’s 
blood. The results showed that the amount of isolated exosomes was higher in advanced and chemo-resistant 
prostate cancer patients than in prostate cancer patients without metastasis and healthy volunteers. 
Overall, this study showed that analysis of prostate cancer-related exosomes will enhance the research on 
prostate cancer.

研究分野：泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 
前立腺癌は本邦で増加しつつある癌であり、
進行性前立腺癌はホルモン療法によって治
療されるが早晩再発を来す。前立腺癌はアン
ドロゲン依存性であり、その受容体であるア
ンドロゲンレセプターが腫瘍の増殖に関与
している。去勢抵抗性前立腺癌では細胞内に
様々は変化が生じているが、アンドロゲンレ
セプターの変異もその一つであり、治療選択
の上で重要視される。アンドロゲンレセプタ
ーは癌組織の免疫染色などで同定、解析する
ことが一般的であるが、そのためには生検や
手術で癌組織を採取する必要がある。去勢抵
抗性となった状態では複数回の生検を行う
ことは一般的ではなく、再発を来した前立腺
癌患者でのアンドロゲンレセプターなどの
細胞内因子の研究は重要であるが困難であ
る場合が多かった。そのため本研究では前立
腺癌から分泌されるエクソソーム内のアン
ドロゲンレセプターや細胞内因子を解析す
ることによって、将来的に採血によって前立
腺癌細胞内の解析を行うべく基礎的なデー
タを収集した。エクソソームは、直径
30-100nm の膜小胞であり、エンドサイトー
シスにより細胞内に取り込まれた膜小胞が
陥入されることにより形成され、最終的にエ
キソサイトーシスによって分泌される。分泌
されたものは分泌型エクソソーム（以下エク
ソソーム）と呼ばれ、元の細胞の特徴を有し
特徴的な細胞膜タンパクを発現し、内部には
細胞質タンパク質、核酸が含まれている。こ
れらの結果に加えて細胞間情報伝達の新た
な方法としてエクソソームを介した系が証
明されつつあり、実際に癌細胞と免疫細胞、
線維芽細胞、血管系細胞などのかかわりが報
告されている。前立腺癌においても分泌され
る膜小胞のサイズより名称は異なるが類似
のプロスタソームについては以前より報告
が散見されるし、前立腺癌エクソソームにつ
いては診断や治療効果に関係するという報
告がなされている。 しかしエクソソームは
すべての細胞から分泌されるため、前立腺癌
研究への応用のためには前立腺癌関連エク
ソソームの単離方法の確立が必要であった。 
 
２．研究の目的 
前立腺癌の治療抵抗性に伴う細胞内情報を
得るために、培養前立腺癌細胞関連エクソソ
ームの単離と解析を第一段階の目的とした。
最終的には培養細胞を用いて確立した方法
が、患者血液を用いて使用可能かどうかを検
証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
前立腺癌関連エクソソームを単離、解析する
ために以下の順序で研究の方法を示す。 
 
① 前立腺癌培養細胞上清からのエクソソ
ーム単離 
ⅰ）超遠心法による前立腺癌細胞培養上清か

らのエクソソーム単離 
前立腺癌細胞をエクソソームフリー培地で
培養し、超遠心法によりエクソソームを単離
する。 
ⅱ）ビーズ法による前立腺癌細胞培養上清か
らのエクソソーム単離 
細胞上清を遠心とフィルターで処理し細胞
成分を除去した後に、抗ＰＳＭＡ抗体または
抗ＣＤ９抗体を付加した磁気ビーズを使用
して、エクソソームを単離する。 
ⅲ）エクソソームの確認 
超遠心法またはビーズ法により単離したエ
クソソームからタンパクを抽出しウェスタ
ンブロットにて複数のマーカーを用いエク
ソソーム分画であることを確認する。 
② 培養前立腺癌由来エクソソーム内の細
胞内因子の確認 
ビーズ法にて単離したエクソソームタンパ
クを解析する。去勢抵抗性前立腺癌において
最も研究が求められるアンドロゲンレセプ
ターのmRNAについても解析を行う。 
③ 前立腺癌患者末梢血からの前立腺癌関
連エクソソームの単離 
ⅰ）ビーズ法による患者血清からの前立腺癌
関連エクソソームの単離 
前述したビーズを使用し、遠心とフィルター
により細胞成分を除去した患者血清よりエ
クソソームを単離する。 
④ 前立腺癌患者血清から単離したエクソ
ソームの確認 
ⅰ）で単離したエクソソームよりタンパクを
抽出し、ウェスタンブロットにてマーカーを
用いエクソソーム分画であることを確認す
る。 
⑤ 患者より採取した前立腺癌関連エクソ
ソームのタンパク解析 
ビーズ法にて単離したエクソソームタンパ
クを western blot法で解析する。 
⑥ 患者より採取した前立腺癌関連エクソ
ソームのmRNA解析 
ビーズ法にて単離したエクソソームからｍ
RNA を抽出しアンドロゲンレセプター、特
に治療抵抗性との関連が報告されているそ
その variantについて発現を確認する。 
 
４．研究成果 
前立腺癌細胞培養上清から超遠心法にてエ
クソソームを精製し、western blot を行っ
た（Fig.１）。超遠心法で精製した分画には
CD9、CD63 が含まれ、エクソソームが回収で
きていることが確認できた。前立腺癌治療の
重要なターゲットであるアンドロゲンレセ
プターも含まれていることが確認できた。ま
た前立腺癌関連エクソソームに単離のター
ゲットとなる PSMA も含まれている事を確認
した。 
 
 
 
 



前立腺癌関連エクソソームには前立腺に特
異的な PSMA が含まれている事を見出したの
で、これをターゲットとして前立腺関連エク
ソソームを単離することとし、抗体を付加し
たビーズ（抗 PSMA ビーズ、抗 CD9 ビーズ）
を作成し、前立腺癌培養細胞上清からビーズ
法にてエクソソームを単離し、western 
blot 法にて解析した（Fig. 2）。ビーズ法に
て単離したエクソソームにも、アンドロゲン
レセプターや細胞内に存在する酵素の一つ
である GAPDH も含まれている事を確認した。
以上より、ビーズ法にて単離した前立腺癌関
連エクソソームが細胞内因子改正のための
ツールになる可能性が示唆された。 
 

 
次に前立腺癌関連エクソソーム内にアンド
ロゲンレセプターの mRNA が含まれているか
を検討した。前立腺癌培養細胞（22RV-1）の
上清より、前述のごとくビーズ法にて前立腺
癌関連エクソソームを単離し、mRNA を抽出し
定量的 PCR 法で解析した（Fig. 3）。前立腺
関連エクソソーム内にはアンドロゲンレセ
プター（AR-WT）とその変異である variant
７（AR-V）の mRNA 存在することが明らかに
なった。 
 

 
上記で確立した方法が前立腺癌患者血液を
用いて解析可能がどうかを検討した。同意を
得られた健常ボランティア、早期前立腺癌、
進行性前立腺癌患者より血液を採取し、ビー
ズ法にて前立腺癌関連エクソソームを単離
し、western blot 法にて確認したところ進
行性と治療抵抗性前立腺癌患者では前立腺
癌関連エクソソーム量が増加していること
が確認された（Fig. 4）。 

さらに前立腺癌関連エクソソームの解析を
進め、前立腺癌の増殖に関与しているテスト
ステロンにターゲットを定めELISA法で定量
解析したところ、治療前進行性前立腺癌の患
者から得られたエクソソームではテストス
テロン値が高かったが、ホルモン療法下にあ
る患者ではテストステロン濃度が低く、前立
腺癌細胞内の情報を反映している可能性が
示唆された。 
以上の結果より、抗 PSMA 抗体ビーズを使用
して、患者血液より前立腺癌関連エクソソー
ムを単離、解析できることを証明した。生検
なしで前立腺癌の細胞内情報を取得できる
可能性が示唆され、今後の前立腺癌研究に寄
与できると考えられた。 
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