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研究成果の概要（和文）：新規アンドロゲン受容体シグナル阻害剤や、新規抗がん剤カバジタキセルが近年、去
勢抵抗性前立腺癌（Castration Resistant Prostate Cancer: CRPC）に承認されたが、生命予後の改善効果は限
定的である。好発転移部位である骨転移は造骨性でアプローチが困難なため再発時の生検検体の採取が困難であ
ることが多い。
本研究では血液循環がん細胞のシングルセル解析と血液循環DNAのNGS解析、CRPC生検検体切片における空間的遺
伝子発現解析システムにより解析し、同一患者内のRNA発現のITHの存在を可視化し、新規バイオマーカー候補な
らびに新規治療標的候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：A new androgen receptor signaling inhibitor and a new anticancer agent 
cabazitaxel have recently been approved for castration-resistant prostate cancer (CRPC), but the 
improvement effect on life prognosis is limited. Bone metastasis, which is a common site of 
metastasis, is osteoblastic and difficult to approach, so it is often difficult to obtain a biopsy 
specimen at the time of recurrence.
In this study, single cell analysis of blood circulating cancer cells, NGS analysis of blood 
circulating DNA, and spatial gene expression analysis system in CRPC biopsy specimen sections were 
analyzed to visualize the presence of ITH in RNA expression within the same patient. New potential 
biomarkers as well as potential new therapeutic targets were identified.

研究分野： 前立腺癌

キーワード： シングルセル解析　リキッドバイオプシー　前立腺癌　次世代シーケンサー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
前立腺癌はITHの存在をその特徴とする。ADTや化学療法による後天的な選択圧、耐性獲得の変異、DNA修復酵素
の変異による染色体の不安定性を伴うゲノム進化に加え、がん幹細胞性形質の獲得や相互依存性シグナル経路の
活性化、脱分化型の形質獲得などの、エピゲノム進化による可塑性も加わって、空間的・時間的多様性が増し、
難治性の要因となると考えられる。解析対象をシングルセル化することで、再発時の時間的、空間的不均一性が
見出され、新規バイオマーカー候補ならびに新規治療標的候補を同定した。アンメットニーズを埋める成果とし
て波及効果は甚大である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
欧米諸国のように前立腺癌の罹患率が高齢化や検診の普及により増加傾向である。早期の前立
腺癌に対しては、手術・放射線による根治が可能となってきが、初発時に転移を有する症例や、
手術・放射線療法後の再発に対してはアンドロゲン除去療法(androgen deprivation therapy: 
ADT)が選択される。しかし、いずれ ADT に耐性化を獲得し、去勢抵抗性前立腺癌（Castration 
Resistant Prostate Cancer: CRPC）に進展する。新規アンドロゲン受容体シグナル阻害剤とし
てエンザルタミド、アビラテロンが、新規抗がん剤としてカバジタキセルが本邦で承認されたが、
生命予後の改善効果は限定的であり、CRPC は予後不良である。薬剤の耐性化が日常臨床で問題
になっている。 
ゲノム、エピゲノム解析技術の進歩により、固形癌における腫瘍内不均一性（intratumor 
heterogeneity: ITH）が次第に明らかになり、原発巣と転移巣の空間的不均一性、初発時と再発
時のなどの時間的不均一性が見出され、ITH を生み出すがんのゲノム進化プログラムの解析とし
て Branched evolution と Neutral evolution の癌種による相違、患者間や患者内での多様性が
報告されている。前立腺癌は ITH の存在をその特徴とする。ADT や化学療法による後天的な選択
圧、耐性獲得の変異、DNA 修復酵素の変異による染色体の不安定性を伴うゲノム進化に加え、が
ん幹細胞性形質の獲得や相互依存性シグナル経路の活性化、脱分化型の形質獲得などの、エピゲ
ノム進化による可塑性も加わって、空間的・時間的多様性が増し、難治性の要因となると考えら
れる。CRPC における薬剤選択のためのバイオマーカーがないこと、CRPC はどのように進化して
ITH を獲得し、薬剤耐性が生じるのか？新規治療標的は何か？を解明することは泌尿器科医にと
って喫緊の課題である。 
最近数年の急速な技術開発によって、１細胞ごとに細胞を分離してゲノム・エピゲノム解析

(シングルセル解析)が可能となり、実用レベルに達してきている。シングルセル解析は単一細胞
に含まれる微量 mRNA から、定量的な RNA シークエンスを可能にした画期的な研究手法である。
血液がんを中心に、１細胞ごとのトランスクリプトームが、がんの多様性を可視化し始めている
が、CTC からのシングルセル解析はほとんどなされていないため、独自性が高い。前立腺癌の好
発転移部位である骨転移は造骨性であることから、アプローチが困難なため再発や転移時の生
検検体の採取が困難であることが多い。そこで、血液中の血液循環がん細胞(CTC)や血液循環
DNA(circulating tumor DNA: ctDNA などのリキッドバイオプシー検体が ITH を内包する複数病
変に由来したゲノム情報の全体像に近いと考えられ、近年注目されてきている。一般的に使用さ
れる CTC 回収システムは上皮性マーカーEpCAM を指標として回収しているが、上皮性がん細胞生
物学的に転移の成立に重要な間葉系への形質転換を考慮すると上皮性マーカーにのみに頼る現
在主流の CTC 回収システムは不十分である。実際、申請者は化学療法後の再発患者や、ヒト CRPC
細胞株において EpCAM が発現していないことを確認している。そこで流体力学を応用した次世
代の新規 CTC 回収システムを応用し、マーカーで選別しない（ラベルフリー）による CTC の回収
率向上、上皮性マーカーが発現していない CTC（間葉系）の回収に成功している。実際にラベル
フリーにより患者の血液わずか 7.5ml から数百から数千の生きた状態の CTC 回収が可能となっ
ており、既にプラットフォームは完成され、臨床応用を開始している。ラベルフリーのため、人
工的な影響を最小限にした状態で CTC 回収以降の解析が可能となり、シングルセル解析に対し
他のプラットフォームに比して有利で独自性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では最先端の流体力学に基づく血中からの循環腫瘍細胞（CTC）濃縮システムを駆使して
前立腺癌患者からリアルタイムに CTC を回収し、シングルセルレベルで多層性解析を実施する。 
得られた薬剤耐性トランスクリプトームは組織切片における空間的遺伝子発現解析による活性
化遺伝子の 3 次元地図情報として可視化し、治療耐性・がん幹細胞が存在する ITH やニッチ構
造を明らかにする。 
同時に血中の ctDNA を回収し、治療前後の腫瘍検体の免疫組織学的と FFPE 検体の DNA/RNA
解析を加え、がん微小環境における ITH を時空間的に統合的かつ俯瞰的に解析することで、難
治性前立腺癌のゲノム・エピゲノム進化と難治性の主要因の一つである ITH を解明し、新規バ
イオマーカーならびに新規治療標的の同定を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1)最新の CTC 回収・濃縮システムで解明する化学療法前後・再発時の前立腺癌患者の CTC を
用いたシングルセル解析 
我々は流体力学を応用した次世代の新規 CTC 回収システムを教室で有し、既に臨床応用してい
る。専用のマイクロ流路チップを利用して、流体力学に基づき CTC がサイズ依存性に他の血球成
分と分離され、抗体を用いることなくラベルフリーで CTC が濃縮可能であり、上皮性マーカーの
発現に依存する従来の CTC 回収法とはシステムが全く異なる。実際に数百から数千の生きた状
態の CTC 回収が可能となっており、既にプラットフォームは完成され、臨床応用を開始してい
る。薬剤耐性 CRPC や NEPC のように上皮性マーカーの発現が乏しいがんにおいても CTC 研究を
加速化させる革新性を有している。本研究では患者の進行度に応じ時間軸に沿った、シングルセ



ル解析による腫瘍進化の最小単位の細胞を調べ解析を実施する。 
シングルセル化のための前処理のプラットフォームとしては数種類が報告されてきており、本
研究に先駆けて予備検討を重ねてきた。シングルセル分割能が優れ、RNA が分解される前に短時
間で処理可能で、同時に処理可能なサンプルが多いという特徴を有する 10×Genomics 社の
Chromium single cell をライブラリ調整システムを使用したプラットフォームで CTC のシング
ルセル RNA シーケンス解析を施行する。このプラットフォームでは分子バーコード（400 万以
上）を持つオリゴがコートされたゲルビーズと高分子ゲノムを、100 万個以上の液滴（Gel Beas 
in Emulsion: GEM）に分割する技術である。1つの GEM には、1つのアレル由来の DNA 分子が 1
分子しか入らないことと、GEM ごとに分子バーコードが異なるため、NGS から出力されたショー
トリードを分子バーコードで分類することで、同じ分子から読まれた配列情報を見分けること
ができ、シングルセルの解析を感度・特異度が高く、ハイスループットでのＮＧＳ解析を可能し
た。本研究に先駆け、申請者はドセタキセル耐性株（Prostate 2010, J Urol 2014）やカバジタ
キセル耐性株(Cancer Sci 2018)を樹立してきた。これらの細胞株は新規バイオマーカー候補の
発現や機能解析のためのプラットフォームを提供するものである。またこれらの薬剤耐性細胞
株をシングルセル解析し、耐性獲得前後のシングルセル解析し、患者 CTC におけるシングルセル
解析と比較検証し、最終的にどの細胞集団が耐性を獲得しているのかの ITH を明らかにする。 
 
(２)患者の治療前後の ctDNA の比較解析によるゲノム進化解析  
患者の治療前後の時間軸に沿って患者 CTC を回収する際に、ctDNA 検体もあわせて収集し NGS 解
析する。我々は、CTC に加えて circulation tumor DNA (ctDNA)の前向きな解析も倫理委員会の
承認を得ている。患者によっては、初期診断時の手術検体や診断のために転移巣（実質臓器とし
て肝臓や肺転移）の生検が実施される患者も一定数存在する。CTC シングル解析した患者の生検
や手術のパラフィン包埋検体から DNA/RNA を抽出し NGS 解析し、これらのマルチオミックスデ
ータを統合することで新規バイオマーカー候補や新規治療標的の探索を俯瞰的に実施するとと
もに、ゲノム・エピゲノム進化を解明する。 
 
（３）ITH の俯瞰的解析による薬剤耐性前立腺癌の多様性とトランスクリプトームの可視化 
初期診断時の生検や手術検体、転移巣（実質臓器として肝転移や肺転移）生検が実施し得る患

者では、最新の空間的遺伝子発現解析システム（Visium 空間的遺伝子発現ソリューション）を
用いて ITH を解析する。本システムはスライドガラス上にポリ T のオリゴ配列を並べ、分子バ
ーコードを付与した塩基を使って RNA 解析する画期的な技術である。CRPC 生検検体切片にお
ける全トランスクリプトームを空間的な位置情報を保ったままマッピングすることで、組織切
片上で活性化している遺伝子の地図を入手することができる。 
 
４．研究成果 
研究期間はコロナの影響もあり、入院や外来通院などが規制され、経時的な検体採取が困難な症
例もあった。また、臨床検体の輸送に制限があったことで、研究の進捗が予定通り進まないこと
もあった。しかし以下のように成果を得ることができた。 
 
(1)最新の CTC を用いたシングルセル解析 
感度・特異度を高くしたハイスループットの次世代シーケンサーシステム（Chromium システム）
を使用し、CTC のシングルセル解析を施行した。8 例の CRPC 患者のシングルセル RNA シークエ
ンスを実施した。これらの検体では、患者ごとに CTC の 1 細胞ごとの RNA 発現の不均一性を見
出し、AR の発現があるものの下流のシグナルの発現が上昇しているクラスターと低下している
クラスターを含め、それぞれの症例で 3－8 種類のクラスターに分類され、患者毎にも、CTC の
中でも ITH が存在していた。それぞれのクラスターを特徴づけるバイオマーカー候補を数種類
同定した。カバジタキセル耐性株においてもシングルセル解析を施行して、CTC と細胞株におけ
る発現の比較と、機能解析のプラットフォームとして意義についてさらに解析を進めている。 
 
(２)患者の治療前後の ctDNA の比較解析によるゲノム進化解析  
患者の治療前後の時間軸に沿って ctDNA を回収した。合計 16 例の患者において ctDNA の質と量
が十分な NGS 解析が可能であった。治療前の遺伝子変異プロファイルと耐性獲得後の遺伝子変
異プロファイルを解析した。特定の細胞増殖関連関連遺伝子が増幅している症例群が有意に予
後不良であった。耐性獲得後においても新規に遺伝子変異を獲得している症例を見出しており、
現在 CTC のトランスクリプトームの発現プロファイルとの関連を解析している。 
 
（３）ITH の俯瞰的解析による薬剤耐性前立腺癌の多様性とトランスクリプトームの可視化 
空間的遺伝子発現解析システムにおいて、生検検体と手術検体の切片の解析を対象とする際に
は、検体の質と解析対象とする場所の選定が解析の精度を担保するために重要である。検体採取
の方法や保存法によって、RNA の質にも相違があることが明らかになった。そこで、質が保たれ、
解析可能な 8 症例における全トランスクリプトームを空間的な位置情報を保ったままマッピン
グすることで、組織切片上で活性化している遺伝子の地図を得ることができた。 



病理学的に NEPC と診断されていても、アンドロゲン受容体が発現が残存し、その下流の PSA を
含む AR 標的因子の発現の差も不均一であることが明らかになった。また AR陰性で NEPC マーカ
ー陰性の部分も不均一に存在しておりそれらの解析から、有望な分子マーカー候補を抽出でき
た。今後、引き続き機能解析を含めて研究を進めていく。 
CTC のシングルセル解析も併せて解析できた症例においては、空間的遺伝子発現解析システムに
よる全トランスクリプトーム発現と、その CTC の由来との位置関係の解析も併せて継続して進
めている。 
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