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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Gleasonスコア7未満又はD’Amicoリスクカテゴリー低リスク群の患者の前立腺癌の標本
組織に抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を投与する工程、この標本組織に免疫組織化学染色
を行い、LAT1スコア及び／又は強度を決定する工程、及び前記スコア及び／又は強度に基
づいて前記患者の前立腺癌が安定疾患であるか局所進行であるかを判定する工程を含む、
前立腺癌の悪性度を決定するための方法
に用いられるキットであって、抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を含むキット。
【請求項２】
　前記モノクローナル抗体がヒトLAT1のN末端から1～52位のアミノ酸残基を特異的に認識
する、請求項１に記載のキット。
【請求項３】
　LAT1分子標的治療薬の適用によって前立腺癌の重症度を臨床的に区別するための方法で
あって、請求項１に記載の方法に従って前立腺癌の悪性度を決定する工程、及び前記決定
結果に基づいて前立腺癌の治療薬を投与するべきかどうかを決定する工程を含む、前記方
法
に用いられるキットであって、抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を含むキット。
【請求項４】
　前記モノクローナル抗体がヒトLAT1のN末端から1～52位のアミノ酸残基を特異的に認識
する、請求項３に記載のキット。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、前立腺癌の悪性度を決定（診断）し、患者の予後を予測するためのキット及
び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　前立腺癌(PC)は、アメリカの人々に影響を与える最も一般的な非皮膚癌であるが[1]、
その自然史は変化しやすく、しばしば無痛である。組織学的には、Gleasonスコア(GS)は
、PC患者の予後の最も強力な予測法の一つである[2, 3, 4]。また、GSは、現在、最も広
く受け入れられている組織学的グレード方法であり、前立腺針生検によって提供される最
も重要な予測法の一つである[5, 6]。非前立腺特異的抗原(PSA)再発を予測するための前
立腺生検における他の病理上の性質は、癌を含む生検コアの数[7]、癌を含む各々の生検
コアにおける障害の長さ又は割合[8, 9]、神経周囲の浸潤の存在[10]、及び反応性間質[1
1]を含む。前立腺生検は、根治的前立腺摘除、放射線治療、又は術前補助／補助治療など
の治療介入の前に、PCを評価することができる。しかしながら、これらのサンプルは小さ
く、限定された情報を提供するので、前立腺生検標本において正確にバイオマーカーを評
価することはしばしば難しい[12, 13]。生検サンプルにおける追加的なバイオマーカーは
、患者を管理するための予測能力を改善させるであろう。
【０００３】
　積極的監視(AS)は、治療アプローチを後に経験する患者にとっては適切であるかもしれ
ない。これらの患者は、非常に低い又は低いリスクを有し、初めのうちは治療されず、定
期的にフォローアップされる。もしASが進行又は進行の恐れを示したら、これらの患者は
治癒的な意図をもって治療を経験する。ASは、臨床的に限定された非常に低い又は低いリ
スクのPCを有する患者を過剰治療することを減らすために用いられる。これに対して、経
過観察(WW)は、局所療法が必須ではない局所的に進行したPCを有する患者をモニターする
ために用いられる。WWは、アンドロゲン抑制療法に対する代替療法であり、同等の腫瘍効
果を有すると考えられる[14]。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかしながら、介入と過剰治療の間のバランスを決定することは難しく、そのバランス
は、患者の年齢、合併症、全身状態、寿命、及び生検GSを含む臨床病理的因子によるであ
ろう。また、ほとんどのASプロトコルは、積極的な治療を開始するための引き金として、
PSAの化学速度論を使用する。それにも関わらず、PSA倍加時間(PASDT)及びPSA速度を含む
PSAの化学速度論は、信頼し得る治療介入の引き金ではない[15]。新規なバイオマーカー
の同定は、PCの致死率をより予測できるかもしれない。したがって、本発明の課題は、GS
に関わらず、局所進行(LP)の信頼し得る、予後バイオマーカーを提供すること、より正確
且つ容易に前立腺癌の悪性度を決定することができる手段を提供すること、及び積極的監
視を受けることができる人をスクリーニングするために低リスク患者のPCに対する評価を
提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明（１）は、
　抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を含む、免疫組織化学染色による前立腺癌の悪性度を決
定するために用いられるキット
である。
　本発明（２）は、
　前記モノクローナル抗体がヒトLAT1のN末端から1～52位のアミノ酸残基を特異的に認識
する、本発明（１）に記載の、前立腺癌の悪性度を決定するために用いられるキット
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である。
　本発明（３）は、
　予後において低リスクと関連する患者に使用される、本発明（１）に記載の、前立腺癌
の悪性度を決定するために用いられるキット
である。
　本発明（４）は、
　標本組織に抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を投与する工程を含む、免疫組織化学染色に
よって前立腺癌の悪性度を決定するための方法
である。
　本発明（５）は、
　前記モノクローナル抗体がヒトLAT1のN末端から1～52位のアミノ酸残基を特異的に認識
する、本発明（４）に記載の前立腺癌の悪性度を決定するための方法
である。
　本発明（６）は、
　予後において低リスクと関連する患者に使用される、本発明（４）に記載の前立腺癌の
悪性度を決定するための方法
である。
　本発明（７）は、
　LAT1分子標的治療薬の適用によって前立腺癌の重症度を臨床的に区別するための方法で
あって、本発明（４）～（６）に記載の方法に従って前立腺癌の悪性度を決定する工程、
及び診断結果に基づいて前立腺癌の治療薬を投与するべきかどうかを決定する工程を含む
、前記方法
である。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明によれば、GSに関わらず、局所進行(LP)の信頼し得る、予後バイオマーカーを提
供すること、より正確且つ容易に前立腺癌の悪性度を決定することができる手段を提供す
ること、及び積極的監視を受けることができる人をスクリーニングするために低リスク患
者のPCに対する評価を提供することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図1は、免疫組織化学によって分析された前立腺癌（PC）細胞におけるL型アミノ
酸トランスポーター（LAT）1発現を示す。癌腫細胞膜の免疫強度は、A、0、染色なし；B
、1、弱いまたは斑状に陽性の染色；C、2、中程度の細胞膜染色；およびD、3、強く完全
な膜染色と分類された。活性化リンパ球もLAT1発現を示した。スライドをメチルグリーン
溶液で対比染色した。元の倍率、400（A-D）。
【図２】図2は、局所進行（LP）および安定疾患（SD）を有する前立腺癌患者におけるLAT
1スコアおよび強度の比較を示す。LAT1発現は、SD患者よりもLP患者において有意に高か
った。A、LAT1スコア；B、LAT1強度；C、Gleasonスコア（GS）7病変；D、LAT1発現をD`Am
icoリスクカテゴリー（低、中、高リスク群）で割ったもの。各カテゴリー内で、LAT1発
現は、SD群よりもLP群で大きかった。E、低GS患者（GS <7）におけるLAT1、LAT2、CD98発
現およびKi-67標識指数（LI）の比較。LAT1発現のみが、SD患者よりもLP患者において有
意に高かった。* p <0.0001、＃p <0.01、¶p<0.05。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　上記の課題を解決するために、本発明者は、癌由来の培養細胞、及び胎児肝に特異的に
発現するアミノ酸トランスポーターに最初に注意を向けた。L型アミノ酸トランスポータ
ー(LATs)は、大型の中性アミノ酸の輸送の原因である。これらのトランスポーターの多く
は、細胞膜に位置する、LAT1(SLC7A5)及びLAT2(SLC7A8)を含む軽鎖と重鎖(CD98/4F2hc)と
の２つのサブユニットからなる[16, 17]。LAT2は、小腸上皮細胞及び腎近位尿細管を含む
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正常細胞に広く発現される。これは、LAT2が、アミノ酸の経上皮輸送の活性に重要な役割
を果たすことを示唆している[16]。これに対して、LAT1は、前立腺癌、胃癌、肺癌及び膵
臓癌を含む多くの癌腫細胞に発現される[18, 19, 20, 21]。さらに、いくつかの胎児細胞
はLAT1を発現し、これはLAT1が癌胎児性タンパク質であるかもしれないことを示唆してい
る[22]。我々は、最近、高ＬＡＴ１発現は、Ki-67標識指数(LI)に従う細胞増殖活性とは
無関係に、膵管腺癌および胆管腺癌の患者における予後不良を予測することを報告した[2
1, 23]。これらの知見は、高レベルのLAT1発現は悪性腫瘍の積極的な表現型と関連してい
ることを強く示唆している。
【０００９】
　いくつかのLAT1を標的とする臨床試験が異なる医療機関において開始された。LAT1阻害
剤であるJPH203は、ヒト悪性腫瘍に適用される予定である[24, 25]。これに加えて、合成
アミノ酸類似体の抗１－アミノ－３－１８Ｆフルオロシクロブタン－１－カルボン酸(FAC
BC)を含有する新規なポジトロン断層法(PET)放射性トレーサーであるNMK36は、LAT1を介
して腫瘍細胞によってよく取り込まれる。フェーズIIa臨床試験の結果は、初代PC病変お
よび転移病変を描くための抗１８Ｆ－ＦＡＣＢＣ－ＰＥＴの可能性を示唆し、現在このフ
ェーズIIb臨床試験が進行中である（JapicCTI-121807として登録されている）[26, 27]。
したがって、LAT1は、治療上効果的な薬及びヒト悪性腫瘍に対する診断の重要な分子標的
になるであろう。このため、我々は、変化したLAT1発現がPCの悪性腫瘍挙動に関連するか
どうかを決定するために、EMを受けている患者のPC生検試料におけるLAT1発現をアッセイ
した。
【００１０】
　本発明（１）は、抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を含有する免疫組織化学染色により前
立腺癌の悪性度を判定するキットである。ここで、このような抗ヒトLAT1モノクローナル
抗体は、LAT1を特異的に認識することができれば特に限定されない。それは、例えば、LA
T1の細胞内領域のN末端から1～52位のアミノ酸残基を特異的に認識する抗体（Met Ala Gl
y Ala Gly Pro Lys Arg Arg Ala Leu Ala Ala Pro Ala Ala Glu Glu Lys Glu Glu Ala Ar
g Glu Lys Met Leu Ala Ala Lys Ser Ala Asp Gly Ser Ala Pro Ala Gly Glu Gly Glu Gl
y Val Thr Leu Gln Arg Asn Ile Thr Lue）（例えば、ヒトLAT1マウスモノクローナル抗
体）である。ヒトLAT1のアミノ酸配列及び塩基配列は、特開2000-157286号公報に記載さ
れている。さらに、本明細書で使用される用語「悪性度」の文脈において、癌は、前立腺
癌により患者が死亡した場合には重度の悪性度を有し、癌と診断されたとしても前立腺癌
により直接死ぬことがない場合には軽度の悪性度である。
【００１１】
　ここで、抗ヒトLAT1モノクローナル抗体は、抗原としてLAT1を取り込み、そのような抗
原に結合するものであれば特に限定されない。従って、マウス抗体、ラット抗体、ウサギ
抗体、ヒツジ抗体等を適宜用いることができる。
【００１２】
　また、基本的には、以下のような公知の技術を用いて、モノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマを作製することができる。具体的には、所望の抗原および／または所望の
抗原を発現する細胞を感作抗原として用い、従来の免疫法により免疫し、得られた免疫細
胞を公知の親細胞と融合させ、従来のスクリーニング法によりモノクローナル抗体生産細
胞（ハイブリドーマ）をスクリーニングすることによって、モノクローナル抗体を作製す
ることができる。ハイブリドーマの作製は、例えば、Milsteinら（Kohler、G.and Milste
in、C.、Methods Enzymol。（1981）73：3-46）などに従って行われる。抗ヒトLAT1モノ
クローナル抗体を産生する際には、LAT1またはその断片を抗原として使用することができ
る。したがって、LAT1またはタンパク質の断片を発現する細胞も抗原として使用すること
ができる。タンパク質のLAT1またはその断片は、例えば、Molecular Cloning：A Laborat
ory Manual、第2版、Vols.1-3、Sambrook, J.ら、Cold Spring Harbor Laboratory Press
、New York、1989に記載された方法に従って、得ることができる。また、LAT1またはその
タンパク質の断片を発現する細胞は、例えば、Molecular Cloning：A Laboratory Manual
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、第2版、Vols.1-3、Sambrook, J.ら、Cold Spring Harbor Laboratory Press、New York
、1989に記載された方法に従って、得ることができる。
【００１３】
　当該キットは、次の構成要素を含んでいてもよい。
【００１４】
（１）抗ヒトLAT1モノクローナル抗体に対するペルオキシダーゼで標識された抗体
（２）内因性のペルオキシダーゼを阻害する過酸化物（ペルオキシド）
（３）酸化により発色する酸化還元色素
（４）抗原タンパク(LAT1)と抗体が結合しやすくするための賦活化試薬
（５）組織中のLAT1以外のタンパクと抗体との非特異的な結合を阻害するブロッキング試
薬
（６）各ステップにおいて標本に付着した試薬を取り除くための洗浄剤
【００１５】
　ここで、上記の（３）の酸化還元色素に関しては、強度測定が可能な信号は多々あるが
（例えば蛍光）、可視光領域での変色確認ができることが必要である。これは、理由は定
かでないが、他の信号の場合、本発明に係る抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を用いても、
悪性の前立腺癌と良性の前立腺癌との区別が明確にできないからである。他方、本発明に
係る抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を、可視光領域での変色確認ができる試薬と組み合わ
せて用いることによって（すなわち、免疫組織化学染色）、悪性の前立腺癌と良性の前立
腺癌との区別が明確にできるようになる。
【００１６】
　本発明（４）は、標本組織に抗ヒトLAT1モノクローナル抗体を投与する工程を含む、免
疫組織化学染色によって前立腺癌の悪性度を決定するための方法である。
【００１７】
　ここで、当該方法は、他に次の工程のいずれか又はすべてを含んでいてもよい。
・検体組織に過酸化物を適用する工程
・賦活化試薬に検体組織を浸漬し、マイクロウエーブ処理を施す工程
・ブロッキング試薬を検体組織に適用する工程
・抗ヒトLAT1モノクローナル抗体に対する標識化抗体を適用する工程
・酸化により発色する酸化還元色素を適用する工程
・場合により、一次抗体陰性コントロールを検体組織に適用する工程
【００１８】
　本発明（７）は、LAT1分子標的治療薬の適用によって前立腺癌の重症度を臨床的に区別
するための方法であって、本発明（２）の方法に従って前立腺癌の悪性度を決定する工程
、及び診断結果に基づいて前立腺癌の治療薬を投与するべきかどうかを決定する工程を含
む、前記方法である。
【実施例】
【００１９】
≪材料と方法≫
＜製造例１　一次抗体の製造例＞
　一次抗体（2.0μgタンパク質/mL）には、抗ヒトL-タイプアミノ酸トランスポーター1（
hLAT1）マウスモノクローナル抗体を含有する。当該抗体は、インビトロ翻訳法によりhLA
T1クローニングベクターより合成したhLAT1の1～52位のタンパクを抗原として使用し、BA
LB/cマウスに免疫し、その脾臓細胞とマウス骨髄腫細胞を融合し、ハイブリドーマを得て
、そのハイブリドーマをマウス腹腔内に接種し、得られた腹水を、硫安分画法及びＰｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｇカップリングカラムクロマトグラフィーにより精製し、１%ウシ血清アルブ
ミンを含む１０mM　PBS（ｐＨ７．４）に溶解することによって、製造された。なお、Ｌ
ＡＴ１のアミノ酸配列及び当該タンパク質をコードする塩基配列は、特開２０００－１５
７２８６号公報に記載されている。
【００２０】
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《製造例２　決定キットの構成例》
　本発明に係る決定キットは、以下の６種類の試薬から構成される。
・ブロッキング試薬
　正常ブタ血清を2%に希釈して調製する。
・一次抗体
　抗LAT1マウスモノクローナル抗体（製造例１）を緩衝液（1％BSA、0.25％カゼインナト
リウム、15mMアジ化ナトリウム、0.1％Tween 20）で2μg/mLに希釈して調製する。
・ポリマー試薬
　ニチレイ　ヒストファイン　シンプルステイン MAX-PO(M)（商標）を用いる。尚、当該
試薬は、ペルオキシダーゼ標識抗マウスIgGヤギポリクローナル抗体(Fab’)を4μg/mL含
有している。
・一次抗体陰性コントロール
　マウスIgG（Vector Laboratories）を上記緩衝液で溶解し、2μg/mLとする。
・基質緩衝液
　トリス[ヒドロキシメチル]アミノメタンおよびトリス[ヒドロキシメチル]アミノメタン
クロライドを精製水で希釈し、調製する。
・発色基質
　DAB（3-3’ジアミノベンジンテトラヒドロクロライド）を緩衝液（上記の基質緩衝液）
で溶解し、0.2mg/mLとする。
【００２１】
　更に、本製造例に係る決定キットは、染色で用いる以下の試薬を含んでいてもよい。
【００２２】
・内因性ペルオキシダーゼブロッキング試薬：１％H2O2／メタノール
過酸化水素水をメタノールで希釈し、１％とする。
・賦活化試薬：0.01Mクエン酸緩衝液（pH6.0）
クエン酸一水和物（0.36g）、クエン酸三ナトリウム二水和物(2.44g)を精製水に溶解し、
1Lに調製する。
・洗浄液：PBS
リン酸水素二ナトリウム12水和物（2.90g）、リン酸二水素ナトリウム二水和物（0.296g
）、塩化ナトリウム（8.5g）を精製水に溶解し、1Lに調整する。
【００２３】
　以上を整理すると、本製造例に係る診断キットの構成薬（必須６種類）は、以下の表１
に示すものである。
【００２４】
【表１】

【００２５】
操作方法及び決定方法
１．操作方法
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　表２に操作手法の概要に示す。
【００２６】
【表２】

【００２７】
１－１．手動操作による方法
脱パラフィン後、検体組織スライドを、染色バット中で内因性ペルオキシダーゼブロッキ
ング試薬に浸漬し、室温で30分間処理後、水洗する。標本の余分な水分を取り除き、賦活
化試薬に浸漬し、5分間マイクロウェーブ処理する。処理後室温まで十分に冷却した後、
水洗し、さらに洗浄液で洗浄する。標本の余分な水分を取り除き、ブロッキング試薬を組
織切片に満遍なくいきわたる十分量滴下し、湿潤箱中で、室温30分間反応させる。標本の
余分な水分を取り除き、一次抗体を十分量滴下し、湿潤箱中で室温1時間反応させた後、
洗浄液で洗浄する（5分間、3回）。陰性コントロール用検体組織スライドには、一次抗体
の代わりに一次抗体陰性コントロールを十分量滴下し、同様に処理する。標本の余分な水
分を取り除き、ポリマー試薬を十分量滴下し、湿潤箱中で室温30分間反応させ、洗浄液で
洗浄する（5分間3回）。標本の余分な水分を取り除き、検体に基質溶液を所定量滴下もし
くは浸漬し、湿潤箱中、もしくは染色つぼ中で室温15分間反応させた後、洗浄液で洗浄す
る。標本を対比染色液（例：マイヤーのヘマトキシリン液）で染色した後、水洗する。ア
ルコール系列で脱水して、キシレンで置換後、標本を顕微鏡検査のために載せる。
【００２８】
１－２．自動免疫染色装置による操作方法
　検体組織スライド、ブロッキング試薬、一次抗体、一次抗体陰性コントロール、ポリマ
ー試薬、基質溶液、精製水、洗浄液、対比染色液を機器の所定の位置に設置し、それぞれ
の試薬を所定時間、室温、湿潤状態で反応させる。検体の水分をアルコール、次いでキシ
レンで置換後、標本を顕微鏡検査のために載せる。
【００２９】
＜患者、フォローアップ及び組織サンプル＞
　この研究は、北里大学病院にて１９９１年～２００６年に前立腺腺癌と診断され、EMを
受けている１０９人を含むものであった。これらの診断は、前立腺生検または経尿道的切
除（TUR）の組織学的検査から確立され、その組織学は１人の病理学者（N.Y.）によってG
leasonシステムに従って再検討された。患者は、２００９年改訂TNM分類に従って病期分
類された[28]。研究患者に関するその他の詳細は表３に示す。
【００３０】
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【表３】

【００３１】
　治療を受けていない患者は、最初の生検後少なくとも12ヶ月間（平均80ヶ月間であり、
範囲は13～215ヶ月間である）追跡され、PSAは少なくとも3回測定された。血清PSAレベル
を3ヶ月ごとにモニターした。局所進行（LP）は、以前に報告されたように、直腸診及び
／又は放射線検査による臨床T期の増加として定義された[29]。すべての患者は、腹部／
骨盤腔及び骨シンチグラフィーの胸部X線、CTスキャン又はMRIを少なくとも1年に1回受け
て転移の存在を除外した。
【００３２】
　組織サンプルは、腺癌の初期診断時に前立腺生検またはTURによって得られたものであ
った。これらの検体はすべて10％緩衝ホルマリンで固定し、パラフィンに包埋した。各患
者由来の1つまたは2つの癌含有生検コアまたはTURチップを選択し、ヘマトキシリン－エ
オジン染色および免疫組織化学分析に使用した。109人のPC患者から合計172のPC病変が検
査された。
【００３３】
＜免疫組織化学＞
　組織厚さ4μmの組織切片を記載のように免疫組織化学的に染色した[20、23]。簡潔に述
べると、内因性ペルオキシダーゼをメタノール中の1％過酸化水素で30分間ブロックした
。抗原回収後、切片を、マウスモノクローナル抗LAT1（2μg/ml、J-Pharma Co.,Ltd.、Ka
nagawa、Japan）、ウサギポリクローナル抗LAT2（2μg/ml、Trans Genic Inc.,Kumamoto,
 Japan）、マウスモノクローナル抗CD98（クローンH-300、1：200、Santa Cruz Biotechn
ology Inc.、Dallas、TX）およびマウスモノクローナル抗Ki-67（1：100、Dako、Glostru
p、Denmark）を含む一次抗体と共に4℃で一晩インキュベートした。抗LAT1および抗LAT2
抗体の抗原特異性は、以前に確認されていた[20、30]。ペルオキシダーゼ標識ポリマー（
ChemMate EnVisionキット、Dako）で30分間インキュベートした後、サンプルを色素原3,3
'-ジアミノベンジジン（DAB）とともにインキュベートした。 核を0.3％メチルグリーン
で対比染色した。
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【００３４】
＜免疫組織化学染色の評価＞
　LAT1、LAT2およびCD98の発現を、以前に記載したように、わずかな改変とともに評価し
た[21、23]。腫瘍細胞膜の免疫強度は、4つのカテゴリーに分けられた：0　染色なし；1
　弱くまたは斑状に陽性；2　中等度；および3　強く完全な膜染色（図1、A-D）。腫瘍領
域の陽性染色は、以下のように分けられた：0　none；1（焦点）　1mm未満；2（部分）　
1-2mm；3（拡散）　> 2mm。免疫反応性スコアは、領域のスコアと陽性の最高強度とを掛
け合わせることによって計算した。すべてのスライドは、臨床情報に盲目化された2人の
病理学者（N.Y.およびI.O.）によって得点され、さらなるレビューおよびコンセンサスに
よって相違する不一致が解決された。免疫反応性スコア4～9は、以前の結果に基づいて、
高いと分類され、0～3は低いと分類された[20]。少なくとも1,000細胞あたりのKi-67陽性
細胞の数を計数し、Ki-67　LIをパーセンテージとして計算した。全PC病変（2.9±3.5％
）の平均Ki-67　LIおよび以前の結果に基づいて、Ki-67　LIs <3％および3％以上が、そ
れぞれ低および高に分類された[20]。患者あたりの最大値を分析に使用した。
【００３５】
＜統計解析＞
　データは平均±標準偏差として表した。グループはマンホイットニーU検定を用いて比
較した。LAT1、LAT2、CD98のスコアとKi-67LIの相関をスピアマンの順位相関係数検定を
用いて分析し、これらのタンパク質の発現と臨床病理学的因子との関係をカイ二乗検定法
を用いて分析した。ロジスティック回帰テストを多変量解析として使用した。 StatView
ソフトウェア（バージョン5.0、Abacus Concepts Inc.、Berkeley、CA）をすべての統計
分析に使用し、p値<0.05は統計的に有意であるとみなした。
【００３６】
＜倫理承認＞
　患者の書面によるインフォームドコンセントとともに組織サンプルを使用した。この研
究は、北里大学医学部および北里大学病院倫理委員会（B05-34）の承認を受けた。
【００３７】
≪結果≫
＜患者の特徴＞
　患者の特徴を表3に示す。109人のPC患者の診断時の平均年齢は73.9±6.7歳（53～87歳
）であった。D'Amicoのリスク分類は、19人が低リスク（18％）、46人が中リスク（42％
）、44人が高リスク（40％）と分類されている。109人の患者のうち、65人（60％）が安
定疾患（SD）を有し、44人（40％）がLPを示した。これらの44例のLP患者は、放射線また
はホルモン療法を中心とした延期した確定的または全身的治療を受けたが、4例（4％）は
この疾患で死亡した。2005年国際泌尿器病学会のコンセンサス会議のガイドラインに従っ
て[2]、172例のPC病変のうち、1例（0.6％）がGS5、48例（28％）がGS6、77例（45％）が
GS7、35例（20％）がGS8、11例（6％）がGS9と分類された。
【００３８】
＜LAT1発現＞
　いくつかの活性化リンパ球は中程度のLAT1発現を示したが、前立腺の正常な上皮におけ
るLAT1発現は、無～軽度であった。これらの細胞を内部対照として使用した。ほとんどの
PCサンプルは、異常に増加したLAT1発現を示した。LP病変は、SD病変より有意に高いLAT1
スコア（2.2±1.4対1.0±1.0、p <0.0001、図2A）および強度（1.4±0.7対0.8±0.7、p <
0.0001、図2B）を示した。さらに、LPを有すると分類された患者は、SDを有すると分類さ
れた患者と比較して、顕著に高いLAT1スコア（2.5±1.4対1.2±1.1; p <0.0001、図2A）
および強度（1.6±0.7対0.9±0.7、p <0.0001、図2B）を有していた。GS7病変（n=77）で
あっても、LPとして分類された患者は、SDとして分類された患者より、顕著に高いLAT1ス
コア（2.2±1.3対1.1±1.0、p = 0.0002）および強度（1.4±0.7対0.8±0.7、p = 0.0015
）を有していた（図2C）。さらに、各々のD`Amicoリスクカテゴリー内で、LAT1スコア（
低　2.3±1.3対1.1±0.7、p = 0.0523；中間　2.3±1.1対1.0±1.0、p = 0.0006；高　2.
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間　1.3±0.7対0.7±0.8、p = 0.0114、高　1.8±0.7対1.2 ±0.8、p =0.0113）は、SDと
して分類される患者より、LPとして分類された患者において有意に高かった（図2D）。最
終的に、低GS患者（GS <7）（n = 25）のうち、LPとして分類される患者（n = 6）は、SD
として分類される患者（n=19)より、顕著に高いLAT1スコア（2.5±1.0対0.9±0.7、p=0.0
031）および強度（1.8±0.8対0.8±0.6、p = 0.0072）を有していた（図2E）。
【００３９】
＜LAT2およびCD98およびKi-67標識指数の発現＞
　前立腺の正常上皮は、極性のない無～軽度のLAT2膜発現を示した。LAT1と同様に、軽度
から中程度のLAT2膜発現がいくつかのリンパ球で観察された。LAT2スコア（2.8±1.8対2.
1±1.2、p=0.0113）および強度（1.5±0.6対1.3±0.6；LP、p=0.0478）は、SDとして分類
される病変より、LPとして分類された病変において有意に高かった。さらに、LAT2スコア
（3.4±2.0対2.3±1.3、p = 0.0026）および強度（1.6±0.6対1.4±0.6、p = 0.0464）は
、SDとして分類される患者より、LPとして分類される患者において有意に高かった（デー
タは示さず）。CD98の発現は、正常細胞およびPCにおいて、同じパターンのLAT1発現およ
びLAT2発現を示したが、LPおよびSDとして分類された患者または病変の間では異ならなか
った（データは示さず）。最終的に、Ki-67　LIは、SD病変および患者より、LP病変およ
び患者において、優位に高かった［患者（3.5±4.0％対2.3±3.0％、p=0.0118）および患
者（4.4±4.6％対2.6±3.1％、p=0.0063）］（データは示さず）。しかしながら、LAT2発
現およびCD98発現およびKi-67LIは、LPまたはSDとして分類された低GS患者（図2E）なら
びにGS7病変または各々のD'Amico分類群（データは示さず）において、有意な差異はなか
った。
【００４０】
＜臨床病理学的特徴および免疫組織化学的所見＞
　免疫組織化学的解析の全体的な結果を表4に要約する。LAT1およびLAT2発現、Ki-67　LI
、初期PSAおよびD'Amicoリスクカテゴリーは、LPおよびSDとして分類される患者において
有意に異なった。
【００４１】
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【表４】

【００４２】
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＜LAT1、LAT2およびCD98の発現、Ki-67　LIおよびGleasonスコアの相関＞
　免疫組織化学的に、16病変（9％）はLAT1およびLAT2の両方の発現の高い強度を示し、1
5（9％）はLAT1、LAT2およびCD98の高い強度を示した。PCにおけるLAT1、LAT2およびCD98
発現、Ki-67　LIおよびGSの間の相関を表5に示す。LAT2とCD98は陽性に相関していた（ρ
= 0.525、P <0.0001）。CD98およびGS（ρ= 0.438、P <0.0001、それぞれ）も同様であっ
た。これに対して、LAT1とCD98との間の相関（ρ= 0.384、P <0.0001）およびLAT2および
GSとの間の相関（ρ= 0.396、p <0.0001）は弱かった。他の相関は見つからなかった。特
に、LAT1発現はGSまたはKi-67　LIのいずれにも相関していなかった。
【００４３】
【表５】

【００４４】
＜臨床病理学的因子と局所進行との相関の多変量解析＞
　多変量ロジスティック回帰分析では、LAT1スコアはLPに対するリスクがより高かった（
オッズ比、3.268；95％信頼区間、1.794-5.956、表6）。
【００４５】
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【表６】

【００４６】
≪ディスカッション≫
　いくつかの最近の報告は、PSAベースのPCスクリーニングがかなりの過剰診断および過
剰治療をもたらすという確かな証拠を提供する[31]。1986年以降に米国で導入された血清
PSAスクリーニングは、初期段階においても多くのPCの検出をもたらした[32]。しかし、
多くの付随的なPCは症状や死を引き起こさないので、早期発見は過診断と関連していた。
実際、PSAの検出は、過剰診断された男性20人ごとに、PCからの1人の死亡を回避すると推
定された[32]。さらに、ヨーロッパの試験では、1人のPC死亡を避けるために1,410人の男
性をスクリーニングしなければならないと報告された[33]。過度の診断と過度の処置のリ
スクは、攻撃的なPCと怠惰なPCを強く区別することによって回避することができる。本研
究は、LAT1過剰発現がLPを予測することができることを見つけた。これは、LAT1発現がPC
の悪性挙動の有用なバイオマーカーであり得ることを示した。LAT2発現およびKi-67　LI
は予後バイオマーカーでもあり得るが、LAT1発現のみが、低GS患者（GS <7）および各々
のD'Amicoリスク分類群においてLPおよびSDの間で有意に異なっており、これは、LAT1が
高グレード悪性度の優れたマーカーであり得ることを示している。さらに、高いLAT1スコ
アおよび高いLAT1強度の両方がLPと関連しており、これは、癌細胞によるLAT1の高強度発
現の存在が腫瘍進行の重要な因子であることを示唆している。前立腺生検は、通常、小さ
な試料であり、腫瘍面積の評価を制限する。したがって、生検試料のLAT1強度は、より信
頼性の高いLPの予後マーカーであり得る。この研究は後ろ向きであるため、前向き試験も
必要である。
【００４７】
　PSADTを含む上昇した血清PSA濃度は、PC増殖のマーカーであると報告されている[34]。
術前のPSA濃度は根治的前立腺切除標本の腫瘍体積と有意に関連するため[36]、PSADTはAS
の選択基準として使用される[31; 35]。しかしながら、PSAレベルのみでは、PCに対する
感度および特異性が低い。上昇したPSAはPCの存在を示唆しているが、過形成および前立
腺炎のような前立腺の良性状態を有する男性においても起こる[37]。さらに、一般に正常
範囲内にあると考えられる4.0ng/ml以下のPSA濃度を有する男性において生検で検出され
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たPCはまれではない。したがって、PSAスクリーニングおよびPSADT評価だけでは、PCの進
行が見逃される可能性がある。我々の知見は、前立腺生検におけるLAT1発現の免疫組織化
学的スクリーニングが、進行性疾患を有する患者を同定するために使用され得ることを示
唆している。GS、血清PSAおよびKi-67　LIのような従来のバイオマーカーと共に、LAT1発
現はLPを一緒に予測する可能性がある。
【００４８】
　LAT1は様々な器官の癌細胞の細胞膜で発現していることが報告されており[17; 18; 19;
 20; 21; 23]、必須アミノ酸を積極的に取り込むと考えられている。対照的に、多くの正
常細胞は、第2のLイソフォームであるLAT2を遍在的に発現する[16; 39]。しかし、LAT2と
LAT1のアミノ酸の特異性と親和性は異なる[16]。LAT1のN末端ペプチド（アミノ酸1～52）
に対するモノクローナル抗体を用いて、我々は、高LAT1発現が、他の癌の所見と同様に、
進行性PCと関連していることを発見した[19; 20; 21; 23]。さらに、いくつかのLAT1阻害
剤は癌細胞株の増殖を阻害することが報告されている。これらの阻害剤の一つであるJPH2
03（KYT-0353）は、インビトロおよびインビボのヒト結腸癌細胞の増殖を有意に阻害し[4
0]、別の阻害剤である2-アミノビシクロ-（2,2,1）-ヘプタン-2-カルボン酸は、肺癌細胞
の生存能力を減少させた[41]。これらは、LAT1阻害剤が癌化学療法において臨床的に有用
であり得ることを示唆している。これらの結果は、LAT1阻害剤が、特に、高レベルのLAT1
を発現するヒト悪性腫瘍に対して有効であることを示している。
【００４９】
　我々は、以前に、LAT1発現がPCにおいて信頼できる予後マーカーであり得ることを実証
した[20]。他のグループは、LAT1発現とGSとの間に有意な相関を報告した[42]。しかし、
我々の以前の研究と現在の研究の両方とも、LAT1発現とGSとの間に有意な相関はないこと
を見出した[20]。これらの相違は、検体の違いや、生検や根治的前立腺切除標本の使用の
違いによるものかもしれない。高い増殖活性を有する腫瘍細胞がLAT1過剰発現を示すこと
は合理的であるが、GSは低倍率で検査した腫瘍の全体的な増殖パターンに基づく組織学的
格付けの系である[4]。従って、GSは、LAT1発現とは異なり、増殖活性よりも腫瘍分化と
より強く関連していると考えられる。我々の知見と一致して、LAT1発現と胃癌、膵癌およ
び胆管癌における腫瘍の分化との関連は観察されていない[18; 21; 23]。この研究では観
察されなかったが、LAT1発現は、Ki-67　LIと有意に相関することが見出されており[18; 
19; 43]、これは、LAT1と増殖活性とのより密接な関連を示唆している。LAT1発現およびG
Sは、PCを評価してLPを予測するために互いに補完するかもしれない。
【００５０】
　LAT発現は、ヒトPC細胞系において報告されている。さらに、初代PCではLAT3の発現が
増加しており、転移ではLAT1の発現が増加している[44]。アンドロゲン受容体シグナル伝
達は、一次PCにおいてLAT3転写を活性化し得る一方で、ATF4翻訳をもたらすホルモン切断
療法から生じるアンドロゲンシグナル伝達およびLAT3発現の低下は、LAT1転写を開始し得
る[44]。PC細胞株におけるLAT3またはLAT1発現のノックダウンは、インビトロおよびイン
ビボの両方において、mTORC1経路活性化ならびに細胞増殖および細胞周期を阻害すること
が見出されている[45]。これは、PC細胞におけるLATの重要性を示している。興味深いこ
とに、我々は異常なLAT2発現を初めてPCで免疫組織化学的に観察した。 我々は、ヒトのP
C組織におけるLAT3を調べることができず、さらなる研究の必要性を示唆している。
【００５１】
≪結論≫
　結論として、我々の知見は、PCにおけるLAT1発現の上昇が高グレード悪性度の新規なバ
イオマーカーであることを示唆した。GSとは無関係に、異常なLAT1過剰発現を用いて、医
学的に治療すべきPCの積極的な表現型をスクリーニングすることができる。前立腺生検は
、通常、小さな試料であり、腫瘍領域の評価を制限する。したがって、前立腺生検試料中
のLAT1強度は、LPのより信頼できる予後マーカーであり得る。特に、我々は、積極的監視
を受けることができる人をスクリーニングするために、低リスク患者のPCに対するLAT1評
価を提案する。いくつかのLAT1阻害剤が癌細胞増殖を抑制することが判明しているので、
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LAT1の阻害は、PCおよび他のヒト癌の治療戦略の可能性がある。
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