
氏名・（本籍）

学位の種類

学位記番号

学位授与の要件

学位授与年月日

学位論文題目

田　中　　　努（大阪府）

博士（医学）

博士第344号

学位規則第4条第1項該当

平成12年3月27日

ANovelFormofProstate－SPeCificAntigenTranscriptProducedby Alternative

SpIiclng

（選択的スプライジングによる前立腺特異抗原転写産物の新しい分子種）

審査委員　　主査　教授　　大久保　岩　男

副査　教授　　小笠原　一　誠

副査‘教授　　岡　田　裕　作

論文内容の要旨

E目　的】

前立腺特異抗原（prostateTSpeCificantigen：PSA）は前立腺癌の診断、病期診断、治療後の経過観

察に極めて有用であることが認められている。しかしPSAは腫瘍特異的なマーカーではないため

に前立腺肥大症（BPH）でも異常値を示す例があり、PSA単独での前立腺癌スクリーニングは困難

とされている。近年、PSAは血清中において主にproteaseinhibitorと結合した結合型PSA（complex

PSA）を形成するとともに一部は非結合型PSA（freePSA）として存在しており、このcomplexPSA

の比率がBPHより前立腺癌で高いことが明らかになってきた。PSAの生化学的、生理学的研究は

必ずしも十分にされておらず、このようなfreeおよびcomplexPSAの比率が異なる機序は不明で

ある。本研究では、癌とBPHでのPSAの分子形態の差を分子生物学と蛋白質解析の手法を用いて

検討した。

【方　法】

1）RT－PCR法とダイレクトシークエンス法によるPSAmRNAの解析

BPH組織と転移を有する前立腺癌患者の末梢血よりそれぞれRNAを抽出した後、PSAに

特異的なプライマーを作製し、PSAの全cDNA配列を決定した。これにより痛由来とBPH

由来のそれぞれのPSAのついて遺伝子変化の有無を検討した。

2）選択的スプライシングによる新しいPSAmRNAの発現の解析

選択的スプライシングにより生じる新しいPSAに特異的なプライマーを作製し、非痛前

立腺組織、前立腺癌組織、転移を有する前立腺癌患者の末梢血における選択的スプライシン

グPSAmRNAの発現をNestedRT－PCR法で調べた。この末梢血は前立腺非痛組織の混入が

ないサンプルとして用いた。

3）pSAタンパク質発現の分析

抗PSAポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティングにより、前立腺組織にお

ける選択的スプライシングにより生じる新しいPSAの蛋白質発現について解析した。

臣結　果】

RT－PCR法とダイレクトシークエンス法による解析により、選択的スプライシングによる前立腺

特異抗原転写産物の新しい形態を発見した。この選択的スプライシングにより45番目のアミノ酸か

ら88番目のアミノ酸が欠失し、その結果糖鎖の結合部位である45番目のアスパラギン酸が欠失して

いた。

選択的スプライシングにより生じた新しいPSAに特異的なプライマーを用いたNestedRT－PCR

では、非癌前立腺組織18例中13例（72．2％）、前立腺癌組織5例中4例（80．0％）、転移を有する前

立腺癌患者の末梢血12例中3例（25．0％）に発現が認められた。非癌前立腺組織のグループと転移

を有する前立腺癌患者の抹消血のグループとの間で発現率に統計学的有意差を認めた（p＝0月1）。
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選択的スプライシングにより生じる新しいPSAは計算上21071．19ダルトンの分子量であり、

Westernblottingによっても約21k工）aのバンドを確認することができた。

【考　察】

本研究により、申請者はPSAの新しい分子種を発見した。この分子形態は選択的スプライシン

グにより45番目のアミノ酸から88番目のアミノ酸が欠失したものである。イントロンの右端の5’

末端における配列はGT、3，末端における配列はAGであり、エクソン／イントロン／エクソンの両

境界付近には共通配列が存在し正確な位置でスプライシングされるというGT－AGの法則に合致す

る。また、PSAはその構造中にN結合型糖鎖1本のみを有する糖蛋白質であるが、この選択的ス

プライシングにより糖鎖が結合している部位である45番目のアスパラギン酸が欠失することがわかっ

た。

PSAの新しい分子種に特異的なプライマーを用いたNestedRT－PCRでは、非癌前立腺組織のグ

ループと転移を有する前立腺癌患者の末梢血のグループとの間で発現率に統計学的有意差を認めた

（p＝0．011）。本研究では非痛前立腺組織のPSA遺伝子が混入する可能性をできるだけ少なくする

ために、前立腺癌のサンプルとして転移を有する前立腺癌患者の末梢血を用いた。前立腺癌組織で

は5例中4例に発現を認めたが、前立腺癌組織には癌細胞と非癌細胞とが混在していることが稀で

ないため、これが高い発現率となった原因かもしれないと推測している。

選択的スプライシングにより生じる新しいPSAは、糖鎖も付かないことより計算上約21kDaの

分子量となるが、Westernblottingによる解析では21kDa付近にバンドを認め、この遺伝子からの

蛋白質が実在する可能性が示唆された。

【結　論】　′

RT－PCR法とダイレクトシークエンス法による解析により、今まで報告されていなかった選択的

スプライシングによる前立腺特異抗原転写産物の新しい分子種を発見した。この選択的スプライシ

ングは前立腺癌より前立腺肥大症に生じることが多い可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、前立腺癌細胞ならびに非癌前立腺細胞からRNAを抽出し、RT－PCR法、neStedPCR

法、およびダイレクトシークエンス法を用いてprostate－SpeCificantigen（PSA）の全コード領域の

塩基配列を固定し、前立腺癌細胞由来のPSAと非癌細胞由来のPSAにおいて推定される一次構造

の違いについて検討したものである。その結果、1）今まで知られていなかったPSAの分子種を

発見し、それが選択的スプライシングによって生じることを示した。2）このスプライシングされ

たPSA分子からほ、唯一の糖鎖結合部位を含む44アミノ酸残基が欠失していると推測された。3）

この分子種の発現比率は、前立腺癌細胞より非癌細胞で有意に高かった。4）ウェスタンプロッティ

ング法でこのタンパク質と思われるバンドを確認した。以上の研究は、PSAの多様性について新

しい重要な知見を与えたものであり、博士（医学）の学位論文に債するものである。

なお、本学位授与申請者は平成12年2月18日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格

と認められたものである。
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