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研究成果の概要（和文）：本研究では、Cell free DNA (cfDNA)における糖転移酵素定量検出Liquid biopsy法が
前立腺癌悪性度評価、治療効果のサロゲートマーカーとなり得るか検証した。cfDNA中の糖転移酵素の発現検討
から、悪性度に関連するLacdiNAc糖鎖構造の合成に関連するB4GALNT4遺伝子の発現のみ、去勢抵抗性前立腺癌症
例の予後予測、治療反応性を反映するマーカーとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluate the glycosyltransferase gene expression in cell 
free DNA as a biomarker of prostate cancer malignancy or as a surrogate biomarker of treatment of 
prostate cancer. The expression level of LacdiNAc-glycan synthesis related B4GALNT4 gene 
significantly correlate with castration resistant status of prostate cancer suggesting the B4GALNT4 
gene expression in cfDNA as a prognostic biomarker of castration resistant prostate cancer.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： リキッドバイオプシー　前立腺癌　糖転移酵素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られたcfDNA中の糖転移酵素の発現定量による去勢抵抗性前立腺癌の予後予測法は低侵襲で患者の全
身状況の「現状」をより正確に反映することが可能となる。特に骨転移が多く針生検による、組織検体採取が難
しい去勢抵抗性前立腺癌の予後予測および治療効果モニタリングには、低侵襲なLiquid biopsyベースのバイオ
マーカーが非常に有用であると考えられる。cfDNA中の糖転移酵素バイオマーカーは、これまでに報告されてお
らず、学術的意義は高く、本バイオマーカーの実用化は、去勢抵抗性前立腺癌の治療効果の向上、患者のQOL向
上および医療費軽減につながり、社会的意義は大きい。

※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 

前立腺癌検診の普及により早期前立腺癌が発見される件数が急増しているが、治療法の選択

基準は明確になっていない。その理由は悪性度や治療後の再発率あるいは治療効果を正確に反

映するバイオマーカーが存在しないからである。私たちは前立腺癌の発癌、悪性化、去勢抵抗性

獲得を反映する前立腺癌細胞表面の糖鎖構造やその合成に関わる糖転移酵素など、前立腺癌診

断、悪性度評価に有用な糖鎖性分子を同定してきた。本研究では、Cell free DNA (cfDNA)や

Circulating tumor Cell (CTC)における糖転移酵素や糖鎖構造を定量検出する新規 Liquid biopsy

法の確立とその手法が前立腺癌の悪性度評価あるいは治療効果のサロゲートマーカーとなり得

るか検証する。 

現状の PSA 検査では、積極的治療介入が必要な高悪性度癌の存在や治療後の再発率を正確に

反映できないため、本来治療を要しない前立腺癌に対する過剰治療が問題である。また転移性ホ

ルモン感受性前立腺癌 (mHSPC) に対する治療薬剤の選択肢が増加し、去勢抵抗性の獲得や治療

効果を正確に反映するサロゲートマーカーも重要視されている。これを解決するために、

4KScoreやDecipher genomic classifierなど血清、組織ベースの前立腺癌悪性度評価法が開発され、

その検証が行われているが、multifocal であり不均一であるという前立腺癌の特徴から生検や手

術検体を用いたこれらの解析法では「採取した時点」の腫瘍の一部分の状況を反映しているに過

ぎないと考えられる。近年、患者の全身状況の「現状」を反映し、癌の分子プロファイル全体の

モニタリングが可能となる Liquid biopsy の汎用化により cfDNA や CTC を用いた前立腺癌の治

療効果予測の試みが行われている。このことから Liquid biopsy による前立腺癌の悪性度や治療

効果予測マーカーの実用化は過剰治療の是正とともに患者の QOL 向上および医療費軽減につ

ながり、その開発は急務である。 

私たちは前立腺癌の細胞表面糖鎖抗原やその合成に関与する糖転移酵素に関する分子生物学

的、免疫組織学的検討から悪性度、再発率および去勢抵抗性の独立した危険因子となる糖鎖構造

と糖転移酵素の発現変動について同定した（表 1）。 

表 1．悪性度、再発率および去勢抵抗性の危険因子として同定された糖鎖構造と糖転移酵素 

前立腺癌細胞における表１の糖鎖構造や糖転移酵素の発現変動のモニタリングは、前立腺癌

の悪性度評価や PSA 再発の予測、治療効果の判定に有用であると考えられるが、組織ベースの

検討では汎用性にかけ、「採取した時点」の腫瘍の一部分の状況を反映しているに過ぎないと考

えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、共焦点定量イメージサイ

トメーターによる CTC 上の細胞表面糖

鎖構造や糖転移酵素の発現定量と同時

に、同一検体での cfDNA 抽出と糖転移酵

素の発現解析を droplet digital PCR で解

析する Liquid biopsy の手法が悪性度評

価、再発予測あるいは治療効果のサロゲ

ートマーカーとなりうるか検証することを目的とする （図 1）。 
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図1. 糖鎖性分子を標的とした新規Liquid biopsyによる前立腺癌悪性度評価、再発予測、治療効果予測マーカー
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３．研究の方法 

Liquid biopsy による CTC 細胞表面糖鎖、糖転移酵素の発現定量および cfDNA 中の糖転移酵素

の発現検出法の確立とそれを用いた前立腺癌の悪性度評価、再発予測、治療効果予測との関連を

明らかにするために以下の計画で検討を進めた。 

 平成 30 年度の計画 

I. 共焦点イメージサイトメーターによる前立腺癌患者の全血からの CTC 検出法の確立  

1. 健常人の全血に前立腺癌細胞を任意の個数 spike した検体を密度勾配遠心法にて濃縮し、得

られた単核性白血球/CTC 分画を抗 CD45 抗体、抗 EpCAM 抗体あるいは抗 PSMA 抗体でラ

ベルし、共焦点顕微鏡とフローサイトメーターの長所を併せ持つハイスループット共焦点

定量イメージサイトメーターにより、CD45-/PSMA+/EpCAM±前立腺癌細胞を可視化する。

最初に spike した前立腺癌細胞数と比較し、CTC としての検出率を検証する。 

2. 前立腺癌と診断された患者（術前、術後、mHSPC 患者、去勢抵抗性前立腺癌患者）の全血

から密度勾配遠心法にて濃縮した CTC を 1 と同様に抗体でラベルし、前立腺癌由来

CTC(PCa-CTC)が検出可能かどうかを検証する。 

3. 2 で確立した条件下で細胞表面糖鎖構造に特異的なレクチンあるいは糖転移酵素抗体でさ

らにラベルし、PCa-CTC 上の細胞表面糖鎖構造や糖転移酵素の発現を共焦点イメージサイ

トメーターで発現解析する。 

 

II. 前立腺癌患者の全血から分離した cfDNA中の糖転移酵素の ddPCR による発現量検出法の

確立 

1. 健常人あるいは、種々の前立腺癌患者の末梢血検体から cfDNA を抽出し、droplet digital PCR

（biorad）により、表 1 に示した糖転移酵素の発現が検出可能かどうかを検証する。コント

ロールとして、ハウスキーピング遺伝子やアンドロゲンレセプターの発現コピー数の検出

の有無を確認する。ハウスキーピング遺伝子やアンドロゲンレセプター遺伝子の発現コピ

ー数で normalize する。 

 

平成 31 年度以降の計画 

 前年度に確立した Liquid biopsy の手法を用いて以下の前立腺癌患者の CTC 表面の糖鎖抗原あ

るいは、糖転移酵素の発現量や cfDNA 中の糖転移酵素コピー数をモニタリングし、前立腺癌の

悪性度、再発予測、治療効果の反映に有用かどうかを検証する。 

前立腺癌と診断され、手術予定の患者の術前検体と術後検体から CTC および cfDNA を分離し、

糖鎖抗原あるいは、糖転移酵素の発現量や cfDNA 中の糖転移酵素コピー数をモニタリングし、

全摘した前立腺の病理学的悪性度とその後の再発の有無との関連を検討する。 

転移性ホルモン感受性前立腺癌あるいは、去勢抵抗性前立腺癌患者の定期採血検体から CTC お

よび cfDNA を分離し、糖鎖抗原あるいは、糖転移酵素の発現量や cfDNA 中の糖転移酵素コピー

数をモニタリングし、抗アンドロゲン薬剤による治療効果、PSA 値の推移、転移の有無と去勢抵

抗性獲得との関連、ドセタキセルやカバジタキセル、アルファラジンなど抗癌剤の治療効果、新

規評価病変出現などとの関連を検討する。 

 

４．研究成果 

平成 30 年度の計画であった以下の I. II.項目の実験から、II.の全血からの cfDNA 中の糖転移酵



素発現の検出が実施可能であった。 

 

I. 共焦点イメージサイトメーターによる前立腺癌患者の全血からの CTC 検出法の確立 

健常人の全血に前立腺癌細胞を 0〜100 の個数 spike した検体を密度勾配遠心法にて濃縮し、

得られた単核性白血球/CTC 分画を抗 CD45 抗体、抗 EpCAM 抗体あるいは抗 PSMA 抗体でラベ

ルし、ハイスループット共焦点定量イメージサイトメーターにより、CD45-/PSMA+/EpCAM±前

立腺癌細胞を可視化を試みたが、CTC を検出することはできなかった。そのため、cfDNA によ

る糖転移酵素の発現解析方法（II）に焦点をあて、その後の研究を実施した。 

 

II. 前立腺癌患者の全血から分離した cfDNA 中の糖転移酵素の ddPCR による発現量検出法の

確立 

良性疾患コントロールとして、前立腺肥大症患者（n=10）、種々の前立腺癌患者（局所前立腺

癌 n=57、アンドロゲン遮断療法中の前立腺癌 n=97、去勢抵抗性前立腺癌 n=97）の末梢血検体

から cfDNA を抽出し、droplet digital PCR により、GCNT1, GCNT2, B4GALNT4 糖転移酵素の発

現が検出可能かどうかを検証した。コントロールとして、AQP5 遺伝子の発現コピー数で

normalize した(図 2、図 3、図 4)。 

 
図 2 cfDNA 中の糖転移酵素の発現と cfDNA 濃度、AR 増幅の関連 

 

図 3 種々の前立腺癌患者における cfDNA 中の糖転移酵素の発現 

 

図 4 種々の前立腺癌患者における cfDNA 中の B4GALNT4 糖転移酵素の発現 

 

その結果、図 2 に示すように cfDNA 中の各糖転移酵素遺伝子の発現は、cfDNA 濃度および AR



遺伝子の増幅と相関は認められなかった。さらに図 3 に示すように GCNT1 および GCNT2 遺伝

子は、各患者集団間で有意差を認めなかったが、B4GALNT4 遺伝子の発現は、去勢抵抗性前立

腺癌(CRPC)で有意に減少することが明らかとなった。また前立腺肥大症患者（BPH）、限局性前

立腺癌患者（Localized PC）およびアンドロゲン遮断療法中の患者 (PC-ADT) 集団間では、優位

な差は、認められなかった（図 4）。cfDNA 中の B4GALNT4 遺伝子発現を用いた去勢抵抗性前立

腺癌（CRPC）の検出に関する AUC は、0.618 であった。当初、前立腺癌と診断され、手術予定

の患者の術前検体と術後検体から CTC および cfDNA を分離し、糖鎖抗原あるいは、糖転移酵素

の発現量や cfDNA 中の糖転移酵素コピー数をモニタリングし、全摘した前立腺の病理学的悪性

度とその後の再発の有無との関連を検討する予定であったが、前年度の結果から、CTC の検出

法の確率ができなかったこと、および図 3，4 の結果より、cfDNA 中の糖転移酵素のうち、GCNT1，

GCNT2 発現おいては、各患者集団間で有意差を認めず、対象を CRPC 症例に絞ったときのみ

cfDNA 中の B4GALNT4 遺伝子発現に有意差を認めたため、対象を CRPC にしぼり、その予後と

の関連を調査した（図 5）。 

 
図 5 B4GALNT4 遺伝子の発現と全生存率に関するカプランマイヤープロット 

その結果、検討した全前立腺癌患者（n=249 症例）のうち、cfDNA 中の B4GALNT4 遺伝子の発

現が 0.67 copies/μL より小さい患者群(n=93 例)で有意に全生存率が短く、対象を CRPC 群のみ

に絞ると B4GALNT4 遺伝子の発現が、0.67 copies/μL より小さい CRPC 患者群で有意に予後不

良である可能性が示唆された。我々のこれまでの研究から、B4GALNT4 遺伝子によって合成さ

れる LacdiNAc 糖鎖構造は、Gleason パターン 4,5 の悪性度が高い前立腺癌患者で有意に増加す

ることが明らかとなっている（Hagiwara K. et al., Int J Mol Sci ;18(2), E261, 2017）が、本研究で得

られた、cfDNA 中の B4GALNT4 遺伝子の発現は、発現量が低いほど予後良好であるという逆の

結果であった。これは、B4GALNT4 遺伝子が高発現した悪性度が高い前立腺癌細胞由来の cfDNA

が予後不良例であまり循環中に放出されていない結果を反映している可能性が考えられる。す

なわち、cfDNA 中の B4GALNT4 遺伝子発現が高くなればなるほど悪性度が高い前立腺癌細胞が

種々の治療によって殺されている状況を反映していると考えられる。本研究では、各種治療に対

する反応についての検討ができていないため、上記可能性についてさらなる検討が必要と考え

られた。 

研究開始当初は、末梢血中の CTC を解析する手法が限られていたため、イメージサイトメー

ターによる CTC 検出を試みたが、その検出法の確立には至らなかった。現在は、希少細胞をロ

スすることなく検出するための技術が進歩しており、CTC 表面の糖鎖抗原の発現を検出するこ

とも可能であろうと考えられる。一方、cfDNA 中の 3 種類糖転移酵素（GCNT1,GCNT2 および

B4GALNT4）の発現は、前立腺癌の診断や悪性度評価に関して、有意差を認めず有用なバイオマ

ーカーとならなかったが、cfDNA 中の B4GALNT4 遺伝子の発現のみ、CRPC 症例の予後予測、

治療反応性を反映するマーカーとなる可能性が示唆された。これらの成果を論文にまとめ投稿

予定である。 
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