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主論文の要旨

【目的】

本研究の目的は、Ewing肉腫細胞株の網羅的迫伝子発現解析（トランスクリプトーム解析）を通し

て、様々な組織型の肉腫に対する抗体医薬の治療標的を探索し、その有用性を検討することである。

【方法】

Ewing肉腫細胞株(HTB166)と健常者白血球の トランスク リプトーム解析を行い、HTB166での

発現が高く、白血球での発現が低い転写産物をスクリーニングした。公開情報を基に、標的候補と

なる細胞膜蛋白の発現臓器、細胞内での局在、抗体の結合部位となりえる細胞外ドメインの特異的

配列を調査した。

Ewing肉腫細胞株(HTB166、A673)、線維肉腫細胞株(HT1080)、骨肉腫細胞株(143B、MG63、

Hu09、Hu09-M112、Hu09-Ml32、HOS、Saos-2)、滑膜肉腫細胞株(HS-SYII)、悪性末梢神経

鞘腫(HS-PSS、HS-Sch-2)、未分化多形肉腫(MFH-ino)の cDNAを作成し、RNA発現を Polymerase

chain reaction(PCR)で評価し、A673、HT1080、143Bでの蛋白発現を Westernblotting(WB)で

評価した。患者組織(13組織型、全 112例）での蛋白発現は免疫組織化学染色で評価した。

A673、HT1080、143Bをヌー ドマウス背部皮下に移植（各 6匹）し、 直径 8-15mmまで生育させ

たのち、それぞれAlexaFluor700(AF700)標識抗 G-proteincoupled receptor 64(GPR64)抗体投与

群（実験群）とAF700標識Isotypecontrol抗体投与群（対照群）の 2群に分け、抗体を尾静脈投与し

た。蛍光の背部腫瘍への集積はIVISを用いてinvivoで経時的に測定し、各臓器への集積は exvivo 

で測定した。摘出した臓器での蛋白発現を免疫組織化学染色で評価した。

【結果】

約 23万個の RNA転写産物の中から、 GPR64variant205 messenger RNA (GPR64v205 

mRNA)とその蛋白質 GPR64Isoform2を標的候補と判断した。 GPR64Isoform2は精巣上体を除

く正常臓器での発現が低い細胞膜蛋白であり、細胞外ドメインにユニークな配列を有している。

我々はその配列を免疫原とする抗体を購入した。

PCRでは Ewing肉腫(HTB166、A673)、骨肉腫(Saos-2、MG63、143B、HOS)、滑膜肉腫(HS-SY

II)、線維肉腫(HT1080)、悪性末梢神経鞘腫(HS-Sch-2)において GPR64v205mRNA発現を認め

た。 WBではA673、HT1080、143Bにおいて GPR64蛋白発現を認めた。



GPR64蛋白発現率は組織別で Ewing肉腫 100%(11/11)、骨肉腫 76.9%(10/13)、軟骨肉腫

90.9%(10/11)、脊索腫93.3%(14/15)、粘液線維肉腫 50%(6/12)、脱分化型脂肪肉腫53.8%(7/13)、

線維肉腫 50%(2/4)、末分化多形肉腫 46.1%(6/13)、平滑筋肉腫 33.3%(3/9)、多形型脂肪肉腫

100%(1/1)、滑膜肉腫0%(0/4)、悪性末梢神経鞘腫 0%(0/3)、粘液型脂肪肉腫0/3(0%)だった。

In vivoでは A673、HT1080で 24時間以降、実験群は対照群より有意に蛍光が集積した

(p=0.0418、p=0.026)。Exvivoでは実験群は対照群と比較して A673は6.7倍、HT1080は2.8倍、

143Bは 1.8倍集積した(p=0.049、p=0.03、p=0.02)。一方、正常臓器では両群間で集租に差はな

かった。 GPR64発現はA673、HT1080、143B、精巣上体（管腔側）で認めたが、他の正常臓器での

発現は認めなかった。

【考察］

Ewing肉腫は、思春期 ・若年成人(adolescentand young adult: AYA)世代において発生頻度が

2番目に高い悪性骨腫瘍である。過去 50年間で手術、化学療法、放射線治療の進歩により 初診時

に転移がない症例の 5年生存率は約 70%程度まで飛躍的に向上した。 しかし、約 25%の患者は従

来型の化学療法は無効とされ、初診時転移を有する患者の 5年生存率はわずか 30%と劣悪であり 、

現状を打破するために新たな治療が求められている。

がんの増殖、浸潤に関わる細胞膜蛋白の機能阻害薬の開発は活発に行われている。近年、抗が

ん剤や放射性物質などの薬剤を抗体に付加 した抗体医薬や、 近赤外線と抗体•光吸収結合体を用い

て腫瘍細胞を死滅させる光免疫療法、さらに患者自身の免疫細胞にがん細胞の表面に発現する特定

の抗原を認識させ、がん細胞を攻撃するキメラ抗原受容体T細胞療法(chimericantigen receptor 

T・cell therapy)といった新たな免疫療法が登場している。こうした技術的革新は、腫瘍細胞表面の

細胞膜蛋白がたとえ増殖や浸澗に関わる機能を持たなくとも、腫瘍の目印どしての役割さえあれ

ば、治療標的になることを立証した。 肉腫治療においても免疫療法の導入が期待されるが、肉腫は

癌腫と比べて追伝子変異が少ないことから、その標的の探索は困難を極める。

スクリーニングの結果、GPR64を候補とした。 GPR64は巨大な細胞外ドメインと 7回膜貰通

型構造を有する G蛋白質共役型受容体であり 、Ewing肉腫と精巣上体（頂端膜）で特異的に発現す

ることが知られる。GPR64は選択的スプライシングにより複数のIsoformが存在するが、最もRNA

の発現率が高かった Isoform2を免疫原とする抗体を使用した。

精巣には異物である精子を免疫系から保護する血液精巣関門が存在し、がん精巣抗原も精子と ．

同様に免疫系から保護されることから標的治療の対象となる。精巣上体においても血液精巣上体関

門(Blood・EpididymisBarrier: BEB)が存在し、精巣上体管を通過する精子は免疫系から保護され

る。 GPR64は、精巣上体管の精子の通り道（管腔側）に面して存在しているため抗体の集租は起き

にく いと予想し、標的候補とし、研究を進めた。

抗 GPR64抗体がマウスの体内で Ewing肉腫、線維肉腫、骨肉腫へ腫瘍特異的に集積し、精巣

上体を含め正常臓器へ集積しないことを初めて示した。さらに治療標的が知られていない様々な肉

腫で GPR64が発現することを明らかにした。以上より、 GPR64は肉腫全般に対して抗体医薬の

標的となる可能性が考えられた。




