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要旨 
 

 系統的マイクロアレイ解析により、リガンド未知の G タンパク共役受容体で

ある GPR87 が、肺扁平上皮癌などで発現亢進しているとの知見が得られた。そ

こで、GPR87 ノックアウトマウスにジーンガン免疫を行った結果、6 種類の抗

GPR87 モノクローナル抗体の作製に成功した。  

 これらの抗体はすべて IgG1 の抗 GPR87 モノクローナル抗体で、このうち、

C0804 を癌組織の免疫組織染色を行ったところ、扁平上皮癌及び移行上皮癌で

癌細胞に陽性所見が認められた。  

 C0804 を RI 標識化して Me180 担癌モデルマウスに投与し、PET イメージン

グを行った結果、RI 標識化抗体は癌部へ特異的に集積することが証明された。 
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第 1 章 序文 
 

1. 肺扁平上皮癌に対する抗体医薬の必要性  

 肺癌による死亡者数は世界中で全癌死の 17%を占め最も多く、5 年生存率は

約 15%で、年間約 130 万人がこの疾患で死亡している[1-2]。肺癌は、組織学的

に、非小細胞癌と小細胞癌に大別され、肺癌の約 80%が非小細胞癌である[3]。

非小細胞癌には腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌などが含まれ、そのうち、扁平上

皮癌の出現頻度は肺癌全体の約 25%で、腺癌(約 40%)に次いで多い[2]。 

 非小細胞癌の治療は外科切除が主な手段であるが、転移・浸潤を伴い手術困

難な場合には化学療法、放射線治療も行われる[2]。しかし、肺癌患者の 75%は

転移・浸潤を伴った進行期であり[4]、進行期肺癌では、化学療法などにより生

存期間の延長は認められるものの効果が限定的で、予後も不良である。そのた

め、進行期肺癌でより有効な治療手段の開発が求められている。  

 近年、系統的マイクロアレイ解析で標的候補を特定できるようになったこと

に伴い、各種の癌細胞に特異的な分子標的薬の開発が行われている。例えば、

Gefitinib(EGF 受容体キナーゼ阻害剤)は、非小細胞の進行期肺癌に対する分子標

的薬として臨床適応されている。しかし、Gefitinib は、既治療進行期非小細胞

肺癌に対し、10～19%の奏功率しか示さず[5]、また、腺癌で効果が高く扁平上

皮癌では有効性が低いことが報告された[6]。 

 また、分子標的薬の一つとして、抗体医薬の開発も進められている[7-8]。米

国では、2007 年時点で 5 種類の抗体診断薬[9-13]及び 18 種類の治療用抗体医薬

[14]が認可され、固形癌に対する抗体医薬として、Trastuzumab[15-16]、

Cetuximab[17]、Bevacizumab[18-19]が上市されている。このうち、Bevacizumab

は抗 VEGF ヒト型化モノクローナル抗体(IgG1)で、Bevacizumab と化学療法剤
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の併用が化学療法剤単独の場合と比較して、非扁平上皮非小細胞の進行期肺癌

に対し、生存期間を延長させたことが報告されている[20]。しかし、肺の扁平

上皮癌に対して臨床適応された抗体医薬品はまだない。  

 GPR87 は、構造から GPCR(G タンパク質共役型受容体)の一つと推定される 7

回膜貫通型タンパク質であり、肺扁平上皮癌などで高発現していることが知ら

れている。後述の通り、当研究室における系統的マイクロアレイ解析において

も、肺扁平上皮癌の培養細胞株などで GPR87 の発現が高かった。しかし、今日

まで内在性の GPR87 を認識できるモノクローナル抗体は得られていない。  

 そこで、本研究では、肺扁平上皮癌の治療用抗体のリードとなる特異性・有

用性の高い抗 GPR87 マウスモノクローナル抗体の作製をめざすとともに、肺扁

平上皮癌の治療法の開発に向け、作製した抗体 C0804 を用いて体外イメージン

グへの有用性の検討を行った。  

 

2. GPR87 について  

 GPR87(G protein-coupled receptor 87)は、GPCR ファミリー[21]に属するタンパ

ク質であり、一部の P2Y 受容体タンパク質の遺伝子と相同性があるが、機能な

どはほとんど分かっていない。  

 GPR87 に関して、以下の論文が発表されている。2001 年、Wittenberger らに

より、EST データマイニングの結果 GPR87 遺伝子を同定したことが報告された

[22]。2007 年、Tabata らにより、GPR87 のリガンドがリゾホスファチジン酸(LPA)

であることが報告された[23]が、この知見は追試が成功しておらず、まだ一般

的に承認されるには至っていない[24]。2008 年、Gugger らにより、GPR87 が肺

の扁平上皮癌で高発現していることが報告された[25]。また、Glatt らにより、

GPR87 が、肺扁平上皮癌、肺腺癌、頭頚部癌、咽頭扁平上皮癌、喉頭扁平上皮
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癌、皮膚扁平上皮癌、子宮頚部扁平上皮癌などで発現していることが報告され

た[26]。2009 年、Zhang らにより、p53 が GPR87 遺伝子内の p53 responsive element

を介して直接 GPR87 を調節することが報告された[27-28]。 

 その他、当研究室における系統的マイクロアレイ解析によって、GPR87 は、

ヒト正常組織では皮膚及び胎盤、ヒト癌細胞株では、食道癌由来細胞株、胃癌

由来細胞株、膵臓癌由来細胞株、肺癌由来細胞株、卵巣癌由来細胞株、子宮頚

癌由来細胞株で、それぞれ高発現しているとの知見が得られた(図 1)。  

 

3. 本研究の目的  

 本研究では、(1)肺扁平上皮癌の治療用抗体のリードとなる特異性・有用性の

高い抗 hGPR87 マウスモノクローナル抗体を作製するとともに、(2)作製した抗

体の体外イメージングへの有用性を検討することを目的とした。  
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第 2 章 材料と方法 
 

1. 材料  

 hGPR87 の cDNA クローンを東洋紡績より購入した。mGPR87 のゲノムはイ

ントロンを有しないため、wild 129SvEvBrd 系統マウス(後述)の尻尾を proteinase 

K(WAKO)で溶解してゲノム DNA を抽出し、その DNA を鋳型として PCR で増

幅し、mGPR87 の DNA を合成した。  

 hGPR87 の N 末端から 9～23 番目の 15 アミノ酸(KLPNN ELHGQ ESHNS)、及

び、N 末端から 327～341 番目の 15 アミノ酸(KKSNT RTRSE SIRSL)の合成ペプ

チド(図 10 参照)と KLH とのコンジュゲート体を、ペプチド研究所より購入し

た。  

 

2. 細胞  

 CHO 培養細胞株は Invitrogen より、DLD1(大腸腺癌培養細胞株)、Me180(子宮

頚癌培養細胞株)を含む全ての癌培養細胞株は ATCC(American Type Culture 

Collection)より、マウスミエローマ細胞 NS-1 は大日本製薬より購入した。  

 Wild CHO 細胞及び hGPR87 stable CHO 細胞(後述)は 10%FBS, 1%P/S 添加 F12

培地(GIBCO)で、DLD1 は 10%FBS, 1%P/S 添加 RPMI1640 培地(GIBCO)で、Me180

は 10%FBS, 1%P/S 添加 DMEM 培地(GIBCO)で、ハイブリドーマ(後述)は

16%low-IgG FBS(GIBCO), 1%P/S 添加 RPMI1640 培地(GIBCO)で、37℃ , 5％CO2

インキュベーターで培養した。  

 

3. 組換えプラスミドベクターの作製  

3-1. hGPR87 stable CHO 細胞株の樹立に用いた組換えベクター  
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 hGPR87 の cDNA を鋳型として、hGPR87 の cDNA の N 末端に FLAG タグを、

両端に BglII の制限酵素サイトをつけた DNA を PCR 法により作製し、制限酵

素処理後、pIRES-EGFP ベクター(Clontech)のマルチクローニングサイトにその

DNA を組み込み、組換えベクターFLAG-hGPR87/pIRES-EGFP を作製した(図 2

参照)。  

 

3-2. DNA 免疫に用いた組換えベクター  

 hGPR87 の cDNA を鋳型として、hGPR87 の N 末端に HA タグを、C 末端に

Myc タグ及び His タグを、両端に KpnI の制限酵素サイトをつけた DNA を PCR

法により作製し、制限酵素処理した。  

 CAG プロモーターを有するプラスミドにネオマイシン耐性遺伝子を挿入し

たベクターである pCXN2.1(-)のマルチクローニングサイトにその DNA を組み

込み、組換えベクターHA-hGPR87-myc-His/pCXN2.1(-)を作製した(図 3 参照)。  

 

4. hGPR87 stable CHO 細胞株の樹立  

 Lipofect Amine 2000(Invitrogen)を用いて、wild CHO 細胞に組換えベクター

FLAG-hGPR87/pIRES-EGFP をトランスフェクションし、G418(Invitrogen)を final 

1mg/mL 添加して選抜し、限界希釈法でクローニングし、hGPR87 stable CHO 細

胞株を樹立した。  

 

5. フローサイトメトリー解析  

 細胞プレートに PBS(-), 2mM EDTA を添加し、4℃ , 5 分間処理して細胞を剥

がし、FACS buffer(PBS(-), 2mM EDTA, 2% BSA)で懸濁し、5×105 cells/mL に調

製した。一次抗体を加え、4℃ , 1 時間静置し、FACS buffer で 3 回洗浄後、二次
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抗体を加え、4℃ , 30 分間静置し、FACS buffer で 3 回洗浄した。二次抗体には、

AlexaFluor647-R-phycoerythrin(Invitrogen)を用いた。抗体の評価は、FACS 

Calibur(Becton Dickinson)を用いて、付属の解析ソフトにより、各蛍光強度にお

ける細胞数を表すスペクトルと、Geo Mean(Geometric mean)を解析することで

行った。  

 

6. マウス  

6-1. GPR87 ノックアウトマウス  

 GPR87 ノックアウトマウス及びその wild マウスを Lexicon 社より購入した。

両マウスは 129SvEvBrd 系統のマウスで、ノックアウトマウスは、マウスゲノ

ム上の GPR87 をコードする領域を LacZ 遺伝子で置換することにより、GPR87

をノックアウトしたマウスである(図 4 参照)。  

 

6-2. hGPR87 stable CHO 細胞移植マウス  

 Wild CHO 細胞及び hGPR87 stable CHO 細胞をトリプシン処理し、PBS(-)で 3

回洗浄後、FBS 及び P/S を含有しない F12 培地で懸濁し、5×107 cells/mL の細胞

懸濁液をそれぞれ調製した。  

 ジエチルエーテル麻酔下で、免疫不全マウス(Balb/cAJc-nu/nu、メス、5～6

週齢、日本クレア)の左下腹部に wild CHO 細胞を、右下腹部に hGPR87 stable 

CHO 細胞を、それぞれ、細胞懸濁液 200μL(1×107 cells)皮下移植し、hGPR87 stable 

CHO 細胞移植マウスを作製した。  

 移植後、週 2 回、体重及び腫瘍径(長径、短径)を計測した。細胞の移植から 2

～3 週間後、両腫瘤体積が 240～500ｍｍ3 に達したマウスを実験に用いた。腫

瘤体積(近似値)を、(長径)2×短径/2 の式で算出した。  
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6-3. DLD1/Me180 担癌モデルマウス  

 DLD1 細胞及び Me180 細胞をトリプシン処理し、PBS(-)で 3 回洗浄後、FBS

及び P/S を含有しない PRMI1640 培地又は FBS 及び P/S を含有しない DMEM 培

地で懸濁し、5×107 cells/mL の細胞懸濁液をそれぞれ調製した。  

 ジエチルエーテル麻酔下で、免疫不全マウス(Balb/cAJc-nu/nu、メス、5～6

週齢、日本クレア)の左肩部に DLD1 細胞を、右肩部に Me180 細胞を、それぞ

れ、細胞懸濁液 200μL(1×107 cells)皮下移植し、DLD1/Me180 担癌モデルマウス

を作製した。  

 移植後、週 2 回、体重及び腫瘍径(長径、短径)を計測した。細胞の移植から 3

～4 週間後、両腫瘤体積が 500ｍｍ3 に達したマウスを実験に用いた。腫瘤体積

(近似値)を、(長径)2×短径/2 の式で算出した。  

 

7. 免疫  

 ジーンガン(Helios Gene Gun、BioRad)を用いて、GPR87 ノックアウトマウス

に組換えベクターHA-hGPR87-myc-His/pCXN2.1(-)を打ち込み、DNA 免疫を行っ

た[29-30]。付属プロトコルに従い、組換えベクターの DNA 量が 1μg/shot にな

るようにカートリッジを作製し、各免疫 2 shot ずつ、計 7～15 回、ほぼ 4 日ご

とに免疫した。  

 DNA 免疫後、免疫マウスの血清を採取し、抗血清価の上昇を確認した。抗血

清価の測定は、フローサイトメトリーにより行い、細胞に hGPR87 stable CHO

細胞を、一次抗体に最終濃度で 50 倍希釈した血清を用いた。  

 抗血清価の上昇が見られたマウスに対し、hGPR87 stable CHO 細胞で、ブー

スト免疫を行った。1×107 cells/mL に細胞を調製し、200μL をマウスに尾静脈投
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与した（1 匹当たりの投与細胞数 2×106 cells）。  

 

8. 抗体作製  

 ブースト免疫から３日後、免疫マウスから脾臓を摘出し、マウス脾臓細胞と

マウスミエローマ細胞を 10:1 の割合で混合した。50%ポリエチレングリコール

溶液（PEG1500、Roche）を、脾臓細胞 1.5×108cells に対し 500μL の割合で撹拌

しながらゆっくり添加し、RPMI1640 培地を脾臓細胞 1.5×108cells に対し 4.5mL

の割合で撹拌しながらゆっくり添加し、遠心・上清除去の後、10%FBS 添加

RPMI1640 培地で懸濁し、96 ウエルプレートに、0.5×106 cells/well になるよう

に、細胞を播種した。翌日、HAT 選択培地(100μM hypoxantihine, 400nM 

aminopterine, 16μM thymidine, 10%FBS 添加 RPMI1640)に培地交換し、7～10 日

間培養した。  

 HAT 選択培地で抗体産生不死化ハイブリドーマを培養した後、各ウエルの培

養上清をそれぞれ採取し、抗 hGPR87 抗体産生ハイブリドーマをスクリーニン

グした。スクリーニングはフローサイトメトリーを用いて行い、細胞に hGPR87 

stable CHO 細胞を、一次抗体に final 2 倍希釈したハイブリドーマ培養上清を用

いた。  

 スクリーニングでポジティブだったウエルについて、そのウエル内のハイブ

リドーマを限界希釈法によりモノクローニングした。  

 HPLC(AKTA explore 100, Amersham)で、カラムに Hi Trap Protein G HP(GE)を、

結合 buffer に 20mM Na phosphate, 10mM NaCl, 0.1mM EDTA(pH7.2)を、溶出

buffer に 100mM Glycine-HCl(pH2.7)を用いて、ハイブリドーマの培養上清から

抗体を精製した。  
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9. 抗体のアイソタイプ  

 ハイブリドーマ培養上清を PBS(-), 1%(v/w) BSA で 100 倍希釈し、Mouse 

Monoclonal Antibody Isotyping Kit(大日本製薬)を用いて、付属プロトコルに従い、

アイソタイプを調べた。  

 

10. GST 融合タンパク質の作製  

 hGPR87 の cDNA 又は mGPR87 の DNA を鋳型として、PCR 法により、hGPR87

の各細胞外領域又は mGPR87 の N 末端側の細胞外領域をコードする DNA(図 29

参照)を合成し、GST 融合タンパク質発現用ベクターである pGEX4T-1 ベクター

(GE Healthcare)のマルチクローニングサイトにその DNA を組み込んだ。  

 大腸菌をその組換えベクターで形質転換し、5mL カルチャーでその大腸菌を

一晩培養した。培養液を 10 倍希釈し、1mL カルチャーで 2 時間培養し、IPTG

を final 0.5mM 添加して 2 時間培養し、各 GST 融合タンパク質を発現誘導した。 

 

11. ウエスタンブロット  

 菌体を遠心分離により集めた後、サンプル buffer(final 2% SDS, 100mM DTT, 

60mM Tris(pH6.8), 0.01% BPB, 10% Glycerol)で直接溶解し、滅菌水で 10 倍希釈

した。10%ポリアクリルアミドゲルにそのサンプルをアプライし、電気泳動し

た後、Hybond ニトロセルロース膜(GE)に転写した。転写膜をブロックエース(雪

印)溶解液に室温で 1 時間浸してブロッキングを行った。10%ブロックエース添

加一次抗体液に浸して、室温で 1 時間振とうした。一次抗体には、抗 GST 抗体

(Santa Cruz, final 10μg/mL)又は各作製抗体(final 1μg/mL)を用いた。PBS(-)で 3 回

洗浄後、二次抗体液に浸して、室温で 30 分間振とうした。二次抗体には、抗マ

ウス IgG-Peroxidase Conjugate(Sigma, 8,000 倍希釈)を用いた。SuperDignal West 
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DuraExtended Duration Substrate(Thermo)を 5 倍希釈後転写膜に 5mL 滴下し、暗

室内でフィルムに露光した。  

 

12. ポンソー染色及びドットブロット  

 合成ペプチドと KLH とのコンジュゲート体の段階希釈液をニトロセルロー

ス膜(GE)上に 1μL ずつ滴下し、ニトロセルロース膜を乾燥させた。ニトロセル

ロース膜を PBS(-)に浸した後、ポンソーS 染色液(final 1% ポンソーS, 5%酢酸 , 

蒸留水)に浸し、5 分間振とうした。水洗し、各合成ペプチドが適当量滴下され

たかどうか、ドットを確認した。  

 さらに水洗し、ポンソーS 染色液を除去した後、ニトロセルロース膜をブロ

ックエース(雪印)溶解液に室温で 1 時間浸してブロッキングを行った。10%ブロ

ックエース添加一次抗体液に浸して、室温で 1 時間振とうした。一次抗体には、

各作製抗体(final 1μg/mL)を用いた。PBS(-)で 3 回洗浄後、二次抗体液に浸して、

室温で 30 分間振とうした。二次抗体には、抗マウス IgG-Peroxidase 

Conjugate(Sigma, 8,000 倍希釈)を用いた。SuperDignal West DuraExtended Duration 

Substrate(Thermo)を 5 倍希釈後転写膜に 5mL 滴下し、暗室内でフィルムに露光

した。  

 

13. ADCC 活性  

 標的細胞として、Wild CHO 細胞又は hGPR87 stable CHO 細胞を 2×106 個を培

地 200μL で懸濁し、51Cr(185MBq/mL, Perkin Elmer)を 16μL 加え、37℃条件下で

1.5 時間インキュベートし、51Cr を細胞内に取り込ませた後、96 ウエルプレー

トの各ウエルに、その細胞を 1×104 cells(50μL)ずつ分注した。作製抗体 6 種(final 

0.001, 0.01, 0.1, 1, 10μg/mL) 50μL 添加した。対照には、代わりに培地を同量添
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加した。  

 マウスから脾臓細胞を採取し、GM-CSF(final 10ng/mL, Funakoshi), IL-2(final 

50ng/mL, Funakoshi)添加 RPMI 培地で 3 日間培養した後、エフェクター細胞と

して、5×106 cells (100μL)添加し(標的細胞：エフェクター細胞=1:50)、37℃ , 4

時間インキュベートした。  

 ADCC 活性により標的細胞が破壊されると、標的細胞内に取り込まれた 51Cr

が培養上清中に放出される。そこで、インキュベート後、各ウエルの培養上清

を回収し、その線量をガンマカウンターで測定した。  

 同時に、細胞内に取り込まれた 51Cr 量の値として、標的細胞 1×104 cells５に

51Cr を取り込ませた後、2%NP-40 を添加して全標的細胞を破壊し、その培養上

清を回収し、その線量をガンマカウンターで測定した。  

 そして、各抗体を加えた場合におけるガンマカウンターの測定値から抗体の

代わりに培地を同量加えた場合における同測定値を減じた値(A)、及び、細胞内

に取り込まれた 51Cr 量の測定値から抗体の代わりに培地を同量加えた場合にお

ける同測定値を減じた値(B)を求めた。次に(A)を(B)で除し、そのパーセンテー

ジを ADCC 活性の値(%)とした。  

 

14. CDR をコードする DNA 塩基配列の検索  

 ハイブリドーマから、RNeasy Plus Mini kit(QIAGEN)で total RNA を抽出し、

TaqMan Gold RT-PCR kit(Applied Biosystems)で total RNAを cDNAに変換した後、

Mouse Ig-Primer set(Novagen)を用いて PCR を行い、各抗体の H 鎖、L 鎖の N 末

端近傍をコードする DNA を増幅した。  

 次に、増幅した DNA をゲル精製し、Taq polymerase(TaKaRa)で 3’末端にアデ

ニンを付加し、TOPO TA Cloning kit(Invitrogen)で T ベクターに組み込み、ミニ
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プレップでそのベクタープラスミドを精製し、M13 のフォワードとリバースの

プライマーを用いて、その PCR 産生物のシークエンスを調べた。  

 

15. siRNA のトランスフェクション  

 Me180 細胞を 6-well プレート又は 10cm ディッシュに播種し、30～50%コン

フルエントの状態で、Lipofectamine RNAiMAX(Invitrogen)を用いて、hGPR87 に

対する siRNA(Forward 配列:AAU AUA UGC GAA CUU CCG AUC UUC U, 

Invitrogen)をトランスフェクションし、24 時間培養した。同時に、対照として、

Stealth RNAi Negative Universal Control LO(invitrogen)を同様にトランスフェク

ションし、24 時間培養した。  

 

16. リアルタイム PCR 

 siRNA のトランスフェクションから 24 時間後、細胞から RNeasy Plus Mini 

kit(QIAGEN)で total RNA を抽出し、TaqMan Gold RT-PCR kit(Applied Biosystems)

で total RNA を cDNA に変換し、その cDNA を鋳型とし、表 1 のプライマーを

用いて、hGPR87 の発現量をリアルタイム PCR で測定した。発現量の標準化に

はヒト Cyclophilin A を用いた。  

 

17. 抗体による細胞染色  

 細胞が接着したカバーグラスを 4%パラホルムアルデヒド液に室温で 15 分間

浸し、細胞を固定した。PBS(-)で洗浄後、2%BSA に室温で 15 分間浸し、ブロ

ッキングを行った。PBS(-)で洗浄後、カバーグラスに一次抗体液を 100μL 滴下

し、室温で 60 分間静置した。一次抗体には、抗 FLAG 抗体(SIGMA, final 10μg/mL)

又は各作製抗体(final 10μg/mL)を用いた。PBS(-)で 3 回洗浄後、カバーグラスに
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二次抗体液を 100μL 滴下し、室温で 30 分間静置した。二次抗体には、

AlexaFluor594(Invitrogen)を用いた。スライドグラスにマウント液を一滴滴下し、

カバーグラスを被せ、密封し、蛍光顕微鏡(LICA DMLB, 10×60 倍)で観察した。 

 

18. 免疫組織染色  

 新潟大学医歯学総合病院において、2003 年から 2009 年の間に癌と診断され

た患者から手術的に切除された癌の病巣を免疫組織染色の試料に用いた。用い

た試料は、皮膚癌 14 例、舌癌 6 例、咽頭癌 4 例、喉頭癌 7 例、肺癌 38 例、食

道癌 15 例、胃癌 5 例、大腸癌 35 例、膵癌 35 例、子宮頚癌 10 例、子宮内膜腺

癌 9 例、乳癌 44 例、卵巣癌 36 例、腎癌 16 例、腎盂腎癌 8 例、膀胱癌 11 例、

前立腺癌 10 例である。これらの検体を使用することについては、患者の同意を

得ている。  

 室温条件下で、手術的に切除した病巣を 10%ホルマリン固定し、アルコール

で段階的に脱水し、パラフィン包埋した。厚さ 4μm に連続切断し、MAS コー

トスライド上に載せた。連続切片の一部について、HE 染色、免疫染色を行い、

各癌を病理組織学的に分類した。  

 各癌組織のパラフィン切片を、キシレンで脱パラフィン化し、100%エタノー

ルに浸漬し、段階的にエタノール濃度を下げ、水和した。  

 切片をクエン酸バッファー(10mM, pH6.0)中でオートクローブ処理(121℃ , 15

分間)することにより抗原賦活化を行い、室温に戻した。切片を 100%無水メタ

ノールに過酸化水素を 0.3%溶解した溶液に切片を 20 分間浸漬し、内在性ペル

オキシダーゼの活性阻害を行った。  

 切片を PBS(-)で数回洗浄し、正常ヤギ血清で 10 分間ブロッキングし、一次

抗体を添加し、4℃条件下で一晩静置した。PBS(-)で数回洗浄し、二次抗体とし
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て、ペルオキシダーゼ標識化ヤギ抗マウス抗体(Histofine MAXPO, Nichirei)を添

加し、室温条件下で 1 時間静置した。PBS(-)で数回洗浄し、0.01%過酸化水素 , 

0.1mg/mL ジアミノベンジジンを含有する PBS(-)溶液に 5 分間浸漬し、DAB 免

疫染色法により、免疫染色を行った。一次抗体には、作製抗体 C0804 (final 

10μg/mL)を用いた。  

 

19. DOTA 化による抗体親和性の検討  

 negative control IgG1(Dako)又は作製抗体 C0804 を 50mM Bicine-NaOH, 150mM 

NaCl(pH8.5)にバッファー交換し、10mg/mL に調製した。p-SCN-Bz-DOTA 

(Macrocyclics)を DMSO で 10mg/mL に溶解し、抗体溶液と DOTA 溶液をモル比

で 1:10 又は 1:20 になるように混合し、35℃で 24 時間静置し、抗体を DOTA 化

した。DOTA 化抗体を用いて、hGPR87 stable CHO 細胞のフローサイトメトリ

ーを行い、DOTA 化抗体の親和性を検討した。  

 

20. DOTA 化抗体の RI 標識化  

 抗体と DOTA をモル比で 1:10 になるように混合した DOTA 化抗体  (2mg/mL) 

0.3mg に対し、64Cu を 74MBq 加え、45℃で 60 分間静置し、RI 標識した。RI

標識化抗体を、Amicon Ultra-4(Millipore)を用いて、遠心濃縮した。  

 濃縮反応液の一部(2μL)を 0.1M クエン酸アンモニウム , 10mM DTPA 溶液

(pH5.5)で 100 倍希釈し、そのうちの 2μL を iTLC-SG(impregnated glass fiber sheets, 

Varian)に滴下し展開させた。展開後、RI 標識化抗体は移動が少なくシートの下

側に展開し、free の 64Cu は移動が大きくシートの上側に展開する。そこで、シ

ート乾燥後、ガンマカウンターWizard 3 automatic gamma counter(WALLAC)でシ

ートの下側と上側のカウントをそれぞれ測定し、標識率を計測した。標識率は、
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シート下側のカウント(cpm)/{シート上側のカウント(cpm)+シート下側のカウ

ント(cpm)}×100 の式で算出した。また、280nm の吸光度を測定し、RI 標識化抗

体の濃度を求めた。  

 

21. PET イメージング  

 マウスに RI 標識化抗体を 5MBq 尾静脈投与し、その 24、48、72 時間後に、

イソフルランで麻酔し、鎮静状態を維持させながら microPET(Inveon PET, 

SIEMENS)で PET 撮像した。RI 標識化抗体の投与後 24、48 時間の撮像では、

120 分間エミッションスキャンを行い、投与後 72 時間の撮像では、180 分間エ

ミッションスキャンを行った。撮像時には、マウスの体動を観察しながらイソ

フルランの吸入濃度を 1～4%の間で調節し、鎮静状態を維持させた。  

 装置付属の解析ソフト ASI Pro により、3D-MAP 法(OSEM 3D/MAP)で収集デ

ータを解析・再構成した。画像撮像において、吸収補正を行っていない。  

 

22. PET 撮像後におけるマウス体内の放射能分布  

 RI 標識化抗体投与の 72 時間後、イソフルランを過剰吸入させ、マウスを安

楽死させた。そのマウスから、移植細胞部及び各臓器を摘出し、各重量を電子

天秤 HR-200(A&D)で計測するとともに、γ カウンターCRC-25W(CAPINTEC)で

各カウントを測定した。  

 また、カウントを測定する際に、マウスに投与した量と同量の RI 標識化抗体

を分取し、γ カウンターでそのカウント数を測定し、マウスに投与した RI 標識

化抗体のカウント(全体量)を測定した。そして、移植細胞部・各臓器における

カウントを全体量で除し、%I.D.を算出し、その値を移植細胞部・各臓器の重量

で除して、%I.D./g を算出した。  
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第 3 章 結果 
 

1. hGPR87 stable CHO 細胞株の樹立  

 wild CHO 細胞に組換えベクターFLAG-hGPR87/pIRES-EGFP をトランスフェ

クション後、薬剤選抜により、hGPR87 stable CHO 細胞株を樹立した。  

 hGPR87 stable CHO 細胞について、抗 Flag 抗体を一次抗体としてフローサイ

トメトリーを行い、図 5 に示す通り、hGPR87 が細胞膜上に発現していること

を確認した。  

 また、同様に、hGPR87 stable CHO 細胞について抗 Flag 抗体を一次抗体とし

て細胞染色を行ったところ、図 6 に示す通り、陽性反応物が細胞膜上に存在し

ていた。  

 

2. 抗 hGPR87 モノクローナル抗体の作製  

 GPR87 ノックアウトマウスをジーンガンによる DNA 免疫法によって免疫し、

さらに hGPR87 stable CHO 細胞でブースト免疫した後、ハイブリドーマを作製

した。hGPR87 と特異的に結合する抗体を産生するハイブリドーマ株を、hGPR87 

stable CHO 細胞を用いたフローサイトメトリーによりスクリーニングした結果、

6 つの抗 hGPR87 モノクローナル抗体 C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814

が得られた。  

 作製抗体を一次抗体として hGPR87 stable CHO 細胞のフローサイトメトリー

を行った結果、図 7 に示す通り、作製抗体 6 種全てで、濃度依存的なスペクト

ルの移動が検出された。  

 また、作製抗体 C0804 を用いて細胞染色を行った結果、図 8 に示す通り、陽

性反応物は hGPR87 stable CHO 細胞の細胞膜上に存在していた。  
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3. 抗 hGPR87 モノクローナル抗体の評価  

3-1. 抗体のアイソタイプ  

 表 2 に示す通り、作製抗体 C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814 は、全

て、重鎖のサブクラスが IgG1 で、軽鎖が κ 鎖であった。  

 

3-2. GST 融合タンパク質を用いたエピトープ解析  

 作製抗体 C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814 を用いて hGPR87 の細胞

外領域と GST との融合タンパク質のウエスタンブロットを行った結果、図 9 に

示す通り、全ての作製抗体で、N 末端側細胞外領域と GST との融合タンパク質

でバンドが検出された。この結果より、作製抗体 6 種はいずれも、hGPR87 全

長中、N 末端側の細胞外領域(1～41 アミノ酸、図 10 参照)を認識することが分

かった。  

 

3-3. 合成ペプチドを用いたエピトープ解析  

 合成ペプチドを用いてドットブロットを行った結果、図 11 に示す通り、

hGPR87 全長中、N 末端側 9～23 番目のアミノ酸配列を有する合成ペプチドを

滴下した部分にドットを検出した。この結果より、作製抗体 6 種は、いずれも、

hGPR87 全長中、N 末端側 9～23 番目の領域(図 10 参照)を認識することが分か

った。  

 

3-4. マウスとの交差性  

 作製抗体 C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814 を用いて、ヒト又はマウ

スの N 末端側細胞外領域と GST との融合タンパク質のウエスタンブロットを
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行った結果、図 12 に示す通り、作製抗体 6 種はいずれも、mGPR87 の N 末端

側細胞外領域と GST との融合タンパク質を認識しなかった。この結果より、作

製抗体 6 種は、いずれも、mGPR87 を認識せず、これらの抗体はマウスとの交

差性を有しないことが分かった。  

 

3-5. ADCC 活性の測定  

 標的細胞に hGPR87 stable CHO 細胞を、エフェクター細胞として脾臓細胞を

用いて作製抗体 C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814 の ADCC 活性を測定

した結果、図 13 に示す通り、作製抗体 6 種は、いずれも、ADCC 活性を有する

ことが示された。  

 

3-6. CDR の DNA 塩基配列の決定  

 図 14～図 17 に示す通り、作製抗体 C0804, C0812, C0815 の H 鎖 V 領域(VH 

region)の配列中の CDR1～CDR3 の DNA 配列及びアミノ酸配列、並びに L 鎖 V

領域(VL region)の配列中の CDR1～CDR3 の DNA 配列及びアミノ酸配列の解析

に成功した。  

 

 以上、作製抗体 6 種のうち、C0804 について評価をまとめて表 3 に示した。  

 

4. 癌細胞における内在性 hGPR87 検出  

 子宮頚癌培養細胞株である Me180 細胞に hGPR87 に対する siRNA をトランス

フェクションした結果、図 18 に示す通り、トランスフェクションから 24 時間

後の Me180 細胞における hGPR87 発現レベルが mRNA レベルで 15.4%に有意に

ノックダウンされた。  
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 そこで、作製抗体 C0804, C0812, C0815 を一次抗体に用いて、hGPR87 をノッ

クダウンしていない Me180 細胞(control siRNA をトランスフェクションした細

胞)とノックダウンした Me180 細胞(hGPR87 に対する siRNA をトランスフェク

ションした細胞)のフローサイトメトリーを行った。その結果、図 19 に示す通

り、hGPR87 をノックダウンしていない Me180 細胞では、抗体濃度依存的なス

ペクトルのシフトが検出されたのに対し、hGPR87 をノックダウンした Me180

細胞ではスペクトルのシフトがより少なかった。  

 

5. 癌組織の免疫組織染色  

 作製抗体 C0804 を用いて、癌組織の免疫組織染色を行った。その結果、図 20

及び表 4 に示す通り、扁平上皮癌では発生部位に関わらず癌細胞に陽性所見が

みられた。移行上皮癌でも強陽性であった。陽性反応は細胞膜及び細胞質でみ

られた。陽性率は、表 4 に示す通り、肺扁平上皮癌で 81%、子宮頚癌で 80%、

その他の扁平上皮癌及び移行上皮癌で 100%であった。  

 腺癌の免疫組織染色では、図 20 及び表 4 に示す通り、肺腺癌で弱陽性、膵臓

癌で陰性～弱陽性であった。  

 その他、正常組織の免疫組織染色では、図 20 及び表 5 に示す通り、皮膚扁平

上皮に弱陽性像がみられたほかは陰性であった。  

 

6. PET イメージング  

6-1. DOTA 化による抗体親和性の検討  

 抗体と DOTA の混合比率 1:10、1:20 で作製抗体 C0804 を DOTA 化し、hGPR87 

stable CHO 細胞によるフローサイトメトリーを行った結果、図 21 に示す通り、

C0804 のみの場合(DOTA 化していない場合)における一次抗体濃度 10μg/mL の
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GeoMean は 731.22 であったのに対し、抗体:DOTA=1:10 では 527.72、抗

体:DOTA=1:20 では 277.46 と親和性が低下した。  

 

6-2. hGPR87 stable CHO 細胞移植マウスの PET イメージング  

 免疫不全マウスの左下腹部に wild CHO 細胞、右下腹部に hGPR87 stable CHO

細胞を移植した hGPR87 stable CHO 細胞移植マウスに、64Cu 標識化 C0804 を投

与し、その 24、48、72 時間後、microPET で撮像した。その結果、図 22 に示す

通り、心プール集積では投与後 24 時間で高い集積が認められたが、投与後 48

時間及び 72 時間では集積が減少した。また、hGPR87 stable CHO 移植部では 24

～72 時間で経時的な集積の増加を認めた。  

 

6-3. DLD1/Me180 担癌モデルマウスの PET イメージング  

 図 23 に示す通り、作製抗体 C0804 による DLD1 細胞及び Me180 細胞のフロ

ーサイトメトリーを行った結果、大腸腺癌培養細胞株 DLD1 では抗体濃度によ

るスペクトルのシフトがほとんど観察されなかったのに対し、子宮頚癌培養細

胞株 Me180 では一次抗体の濃度依存的にスペクトルがシフトした。そこで、

DLD1 を hGPR87 発現の少ない細胞、Me180 を hGPR87 発現細胞として、免疫

不全マウスの左肩部に DLD1 細胞、右肩部に Me180 細胞を移植し、DLD1/Me180

担癌モデルマウスを作製した。このマウスに、64Cu 標識化 C0804 を投与し、そ

の 24 及び 72 時間後、microPET で撮像した。その結果、図 24 に示す通り、(a)

及び(b)の 2 回のイメージングのいずれの場合も、心プール集積は 64Cu 標識化

C0804 投与後 24 時間では集積が高かったのに対し、72 時間では集積が減少し

た。肝集積は 64Cu 標識化 C0804 投与後 24 時間と 72 時間でほぼ同程度の集積

が認められた。また、DLD1 移植部では高い集積は認められなかったのに対し、
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Me180 移植部では、投与後 72 時間に高い集積が認められた。  

 

6-4. DLD1/Me180 担癌モデルマウスにおける 64Cu 標識化 C0804 の体内分布  

 DLD1/Me180 担癌モデルマウスに、64Cu 標識化 negative control IgG1 又は 64Cu

標識化 C0804 を投与し、投与から約 72 時間後に移植細胞部及び各臓器を摘出

し 64Cu 標識化抗体の体内分布を調べた。その結果、図 25 に示す通り、DLD1

移植部では 64Cu-negative control IgG1 を投与した場合(n=3)と 64Cu-C0804 を投与

した場合(n=2)とで値がほとんど変わらなかったのに対し、Me180 移植部では

64Cu -C0804 を投与した場合の値の方が高かった。negative control IgG1 と C0804

のどちらを投与した場合も、投与から約 72 時間後における血液プール、肝プー

ルは高かった。  
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第 4 章 考察 
 

1. 作製抗体について  

 近年、PAR 受容体(Protease-activated receptor)、LPA 受容体など、多くの GPCR

が癌細胞の増殖などに関わっている可能性が示唆されている[31-32]。一方、

GPCR は、立体構造が複雑かつ不安定で、抗原として認識されにくく、また、

動物種間で配列が保存されており免疫寛容になりやすい。このため、GPCR の

部分ペプチドを合成して免疫しても免疫原性が弱い場合が多く、他のタンパク

質と比較して、そのネイティブな立体構造を認識する抗体を作製することは難

しいとされている[33-34]。  

 本研究では、GPCR の一つと推定される GPR87 について、hGPR87 stable CHO

細胞株を樹立して、hGPR87 stable CHO 細胞を用いたフローサイトメトリーに

より、hGPR87 特異的抗体をスクリーニングする系を確立するとともに、免疫

寛容回避のために hGPR87 ノックアウトマウスを用いて、DNA 免疫(ジーン癌

免疫)[29-30]と細胞免疫で免疫することで、6 種類のモノクローナル抗体(C0804, 

C0812, C0815, C0806, C0807, C0814)の作製に成功した。  

 本研究室では、他の GPCR についても DNA 免疫による抗体作製を試みたが

抗体を作製できなかった。GPR87 でのみ DNA 免疫によって抗体を作製できた

理由は、次の通りであると推測する。DNA 免疫を行う場合、ジーンガンで皮膚

組織に発現ベクターを直接打ち込み、GPR87 を発現させる。一方、系統的マイ

クロアレイ解析の結果では、GPR87 は皮膚で比較的高発現していた。従って、

GPR87 の発現に関与するタンパク質が皮膚又はその近傍に位置する細胞に発

現しており、DNA 免疫を行った場合、皮膚細胞内に GPR87 が正常に発現しや

すい環境が整っていたため、効率的な免疫が可能であったと考えられる。  
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 子宮頚癌培養細胞株である Me180 細胞を用いたフローサイトメトリーでは、

hGPR87 をノックダウンしていない Me180 細胞では、抗体濃度依存的なスペク

トルのシフトが検出されたのに対し、hGPR87 をノックダウンした Me180 細胞

を用いるとスペクトルのシフトが減少した。この結果より、作製抗体 C0804, 

C0812, C0815 は、子宮頚癌培養細胞株 Me180 細胞の細胞膜上に内在性に存在す

る hGPR87 を特異的に認識することが分かった。  

 そこで、このうち、作製抗体 C0804 を用いて、癌組織の免疫組織染色を試み

た結果、図 20 及び表 4 に示す通り、扁平上皮癌及び移行上皮癌で癌細胞に陽性

所見が認められた。扁平上皮癌は、肺癌[2]のほか、皮膚癌［35-36］、頭頚部癌

[37-38]、食道癌[39]、子宮頚癌[40]などで、移行上皮癌は膀胱癌[41]及び腎盂腎

癌で発生頻度が高い。従って、肺の扁平上皮癌に加え、他の各扁平上皮癌、移

行上皮癌など、発生頻度の高い広範な癌の病理組織診断に対する作製抗体

C0804 の有用性が示唆された。  

 図 20 の免疫組織染色では、癌細胞の細胞膜のほかに、細胞質も染色された。

この染色像が、hGPR87 が細胞膜以外の部分にも分布することによるものなの

か、若しくは抗体が非特異的に結合したことによるものなのかについては、現

時点で GPR87 の機能・細胞内動態などに関する知見がほとんどないので判断で

きない。ここには示さなかったが、各種癌培養細胞株(DLD1、KLM1、Capan1、

H2009、A549、A431)を用いたフローサイトメトリーでは、他の膜タンパク質と

の交差性は検出されなかった。しかし、作製抗体 C0804 を用いた Me180 及び上

記各癌培養細胞株のウエスタンブロットでは、特異的バンド及び非特異的バン

ドをいずれも検出できなかった(データ未開示)ので、細胞内の抗原に対する交

差性の有無についてはわからない。  
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 現在上市されている癌治療用抗体の多くは、ADCC 活性(抗体依存性細胞障害

活性)、CDC 活性(補体依存性細胞障害活性)などのエフェクター活性により、癌

細胞を破壊し、治療効果を発揮する[7-8]。抗体のエフェクター活性は、抗体の

サブクラスによって異なることが知られている[42]。ヒトの IgG1 抗体は、ADCC

活性などのエフェクター活性を有するものが多く、癌治療用抗体の多くも IgG1

である[7]。作製抗体 C0804 は、アイソタイプが IgG1 であり、hGPR87 stable CHO

細胞に対し、強い親和性を示すとともに ADCC 活性を示した。また、作製抗体

C0804 は、フローサイトメトリーにより、細胞膜上に存在する hGPR87 を認識

できるかどうかでスクリーニングを行ったため、生体内で立体構造を保持した

hGPR87 を認識できる。以上の点から、作製抗体 C0804 は、癌診断・治療への

適用可能性が示唆された。なお、例えば、cetuximab における PET イメージン

グなどによる癌診断の際の抗体投与量と治療用抗体の投与量とを比較すると、

マウスの実験で、癌診断の際の抗体投与量(50μg)は治療用抗体の投与量(250μ

g)と比較して 1/5 である[43-44]。従って、PET 用診断剤として投与した場合に

おける ADCC 活性の影響は、投与量を調節することにより回避できると考える。 

 

2. PET イメージングについて  

 進行期の肺扁平上皮癌に対する化学療法の効果は限定的であり、進行期肺癌

でより有効な治療手段の開発が求められている。これに対し、RI 標識化抗体を

用いて治療用放射線を癌部へ運搬し、癌部を直接照射して抗癌効果を奏する治

療法である RIT(Radioimmunotherapy)が有効な可能性がある[45]。 

 RIT 用抗体として、RI 標識化抗 CD20 モノクローナル抗体の Ibritumomab 

Tiuxetan が悪性リンパ腫に臨床適応されている。Ibritumomab Tiuxetan は、β線
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核種の 90Y で標識した抗体を用いて治療を行う RI 標識化抗体医薬である[46]。

Ibritumomab Tiuxetan では、治療前に、90Y の代わりにγ線核種の 111In で標識し

た同じ抗体を用いて SPECT で抗体の癌部への集積を確認する。この SPECT/RIT

法では、抗体治療前に有効性、標的以外の組織への集積の有無など、その適格

性を確認できる[47]。  

 PET は陽電子核種を用いたコンピュータ断層撮影法であり、SPECT と比較し

て高い感度・解像度を有する[48]。そこで、γ線核種の代わりに 64Cu などの陽

電子核種を用いることにより、陽電子核種標識化抗体で PET 診断し、治療前に

適格性を確認した上で RIT を行う癌治療法である PET/RIT 法を確立できる可能

性がある[44]。 

 そこで、本研究では、肺扁平上皮癌の PET/RIT 法の開発に向け、作製抗体

C0804 を用いて microPET による体外イメージングへの適用性を検討した。  

 図 24 に示す通り、DLD1/Me180 担癌モデルマウス 2 個体に、64Cu 標識化 C0804

を投与し、PET 撮像した結果、いずれの個体でも、心プール集積は 64Cu 標識化

C0804 投与後 24 時間から 72 時間で減少し、肝集積は投与後 24 時間と 72 時間

でほぼ同等であったのに対し、Me180 移植部では、DLD1 移植部と比較して投

与後 72 時間に高い集積が認められ、Me180 移植部への特異的集積が示された。 

 DLD1/Me180 担癌モデルマウスにおける、投与から約 72 時間後の臓器摘出に

よる 64Cu 標識化抗体の体内分布でも、図 25 に示す通り、DLD1 移植部では、

64Cu-negative control IgG1 を投与した場合と 64Cu-C0804 を投与した場合とで値

がほとんど変わらなかったのに対し、Me180 移植部では、64Cu -C0804 を投与し

た場合の値が高く、図 24 の投与後 72 時間における PET イメージングのデータ

と同様の傾向が観察された。  

 以上より、作製抗体 C0804 は、RI 標識化することにより癌部への高い特異的
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集積を認め、肺扁平上皮癌に対する PET/RIT 法のリード抗体としての有用性が

示唆された。  

 

 今回の PET イメージングでは、経時的漸減が観察されたものの、心・血液プ

ール及び肝臓への高い集積が認められた。この心・血液プール及び肝臓への集

積は、RI 標識化抗体を用いた従前の microPET のデータでも観察されており[44, 

49-51]、本研究結果は、それらのデータと矛盾するものではなかった。PET/RIT

法における RI 標識化 C0804 の人体への投与を考慮した場合、これらの正常組

織に対する RI 被ばくを低減する必要があり、今後、心・血液プール及び肝臓へ

の集積を抑制する手段の検討が必要である。  

 本研究では、抗体のリジン残基にイソチオシアネート基を介してキレート剤

の DOTA を結合させ、DOTA に 64Cu を配位させて C0804 の RI 標識化を行った。

C0804 の DOTA 化の際、図 21 に示す通り、DOTA 化により抗体の親和性を保持

したものの、DOTA の濃度依存的な親和性の低下が観察された。作製抗体 C0804

は図 16 及び図 17 に示す通り CDR にリジン残基を有しており、DOTA 化による

C0804 の親和性低下が、癌部への集積性を低下させている可能性がある。今後、

より高い癌部への集積性を実現するために、DOTA 化に伴う親和性低下を回避

する方法を検討する必要がある。  

 

 今後、作製抗体 C0804を PET/RIT法に適用するために、(1)抗体のヒト型化と、

(2)RI 標識化抗体投与の際における正常組織の RI 被ばくの低減が必要となる。  

 抗体のヒト型化は、マウス抗体の免疫原性を低下させるために行うが、ヒト

型化により、抗体の親和性が低下する場合が多い[52]。また、後述する scFv 化

など抗体の低分子化の際も同様である[53]。抗体の親和性を保持又は向上させ
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る抗体改変方法として、分子動力学計算を用いた改変抗体設計技術の開発が提

案されている[54]。具体的には、抗原抗体複合体を結晶化し、抗体の CDR の配

列と、結晶化で得られた座標情報に基づき、分子動力学計算を行い、最適な改

変抗体を設計する。これにより、抗体を最適にヒト型化改変でき、かつ抗体の

親和性を保持又は向上させることができる可能性がある。また、抗体の親和性

を向上できれば、癌部への集積を高くでき、その分正常組織の被ばくを減少で

きる。  

 RI 標識化抗体投与の際における正常組織の RI 被ばくを低減する手段として、

抗体の低分子化とプレターゲティング法が有効な可能性がある。scFv 化など、

抗体の低分子化により、その人工抗体の癌部への集積が速くなり[42, 55]、かつ

投与後腎臓から速やかに排出されるため[56]、正常組織の被ばくを抑制できる。

また、プレターゲティング法は、Goldenberg らによって提唱された方法であり

[57]、まず、scFv 化した人工抗体とストレプトアビジンを融合させたタンパク

質を投与し、次に、RI 標識したビオチンを、数日後に投与する。これにより、

ストレプトアビジンとビオチンの高い親和性を利用して、短時間で高い腫瘍集

積率を達成でき、かつ治療効果・有効性を高く、被ばくによる副作用を少なく

できる可能性がある。  

 

 系統的マイクロアレイ解析や免疫組織染色の結果では、人体において、癌組

織よりは低レベルであるが、皮膚などの正常組織でも GPR87 が発現している可

能性が示唆された。今後、PET/RIT 法における RI 標識化 C0804 の人体への投

与を考慮した場合、RI 標識化した C0804 が、正常組織における内在性の GPR87

発現部位に集積するかどうかについても考慮する必要がある。図 10 に示す通り、

hGPR87 と mGPR87 のアミノ酸配列における C0804 のエピトープ配列(15 アミ
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ノ酸)の相同性は 33%であり、図 12 に示す通り C0804 はマウスとの交差性を有

しない。本研究は、マウスを用いて PET イメージングを行っており、RI 標識

化した C0804 が、皮膚などの正常組織における内在性の GPR87 発現部位に集

積するかどうかについては評価対象としていない。しかし、作製抗体 C0804 の

エピトープ配列は、hGPR87 のアミノ酸配列とアカゲザル及びマーモセットの

GPR87 と予想されるタンパク質のアミノ酸配列との間で 100%の相同性を有す

るため、C0804 はアカゲザル及びマーモセットとの交差性を有する可能性が高

い。従って、被験動物にアカゲザル又はマーモセットを選択して PET イメージ

ングなどを行うことにより、皮膚などの正常組織における内在性の GPR87 発現

部位に集積するかどうかについて、所見を得ることができる可能性がある。  

 

3. 結語  

 本研究では、系統的マイクロアレイ解析において扁平上皮癌などで発現亢進

していた hGPR87 に対する高親和性マウスモノクローナル抗体 C0804 の作製に

成功した。そして、担癌モデルマウスに 64Cu 標識化 C0804 を投与して PET 撮

像した結果、癌部に高い集積を認めた。以上より、作製抗体 C0804 は、扁平上

皮癌に対する PET 診断のリード抗体となる可能性を有することが示唆された。 
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図 1 マイクロアレイ解析結果(hGPR87 発現パターン) 

マイクロアレイ解析の結果、正常組織では皮膚及び胎盤で、癌細胞株では膵臓

癌、肺癌、食道癌で、RNA レベルで高発現していた。  
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図 2 hGPR87 stable CHO 細胞株の樹立に用いた組換えベクター  

pIRES-EGFP ベクターのマルチクローニングサイトに FLAG-hGPR87 を組み込

んだ。  
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図 3 DNA 免疫に用いた組換えベクター  

CAG プロモーターを有する pCXN2.1(-)ベクターのマルチクローニングサイト

に HA-hGPR87-Myc-His を組み込んだ。  
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図 4 GPR87 ノックアウトマウス  

図中の mGPR87 と記載された領域はマウスゲノム上の GPR87 をコードする領

域で、この部分を LacZ 遺伝子で置換することにより、GPR87 をノックアウト

した。  
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図 5 hGPR87 stable CHO 細胞における hGPR87 の局在  

一次抗体に抗 Flag 抗体を用いたフローサイトメトリーにより、hGPR87 が細胞

膜上に発現していることを確認した。横軸:蛍光強度、縦軸:細胞数。それぞれ、

一次抗体を加えなかった場合(紫)、一次抗体に抗 HA 抗体(final 10μg/mL)を用い

た場合(緑)、一次抗体に抗 Flag 抗体(final 10μg/mL)を用いた場合(ピンク)のスペ

クトル。  
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図 6  hGPR87 stable CHO 細胞における hGPR87 の局在(細胞染色) 

一次抗体に抗 Flag 抗体(final 10μg/mL)を用いて細胞染色を行い、hGPR87 が細胞

膜上に存在していることを確認した。  
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図 7 フローサイトメトリーによる抗 hGPR87 作製抗体の評価  

作製抗体(C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814)が、hGPR87 stable CHO 細

胞の細胞膜上に存在する hGPR87 を認識することが示された。横軸:蛍光強度、

縦軸 :細胞数。一次抗体を加えなかった場合 (紫 )、及び、一次抗体濃度が final 

0.01(緑), 0.1(ピンク), 1(水色), 10μg/mL(オレンジ)の場合のスペクトル。  
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図 8 作製抗体 C0804 を用いた細胞染色  

細胞染色でも、作製抗体 C0804 が、hGPR87 stable CHO 細胞の細胞膜上に存在

する hGPR87 を認識することが確認された。  
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図 9 GST 融合タンパク質を用いた作製抗体のエピトープ解析  

GST 融合タンパク質のウエスタンブロットの結果、作製抗体 (C0804, C0812, 

C0815, C0806, C0807, C0814)は、hGPR87 全長中、N 末端側の細胞外領域(1～41

アミノ酸)を認識することが分かった。レーン C:GST, レーン 1:N 末端側細胞外

領域と GST との融合タンパク質 , レーン 2:第 2-3 膜貫通領域間の細胞外領域と

GST との融合タンパク質 , レーン 3: 第 4-5 膜貫通領域間の細胞外領域と GST

との融合タンパク質 , レーン 4: 第 6-7 膜貫通領域間の細胞外領域と GST との融

合タンパク質。  
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図 10 hGPR87、mGPR87、rGPR87 のアミノ酸配列  

hGPR87(全長 358 アミノ酸)、mGPR87(全長 359 アミノ酸)、rGPR87(全長 358 ア

ミノ酸)。赤枠：細胞外領域、TM1～TM7：膜貫通領域、黒枠：合成ペプチドの

アミノ酸配列。  
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図 11 合成ペプチドを用いたエピトープ解析  

hGPR87 全長中、N 末端側 9～23 番目のアミノ酸配列を有する合成ペプチドを

用いたドットブロットの結果、作製抗体(C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, 

C0814)は、そのペプチドを認識した。レーン 1:hGPR87N 末端側合成ペプチド、

レーン 2: hGPR87C 末端側合成ペプチド(N 末端から 327～341 番目のアミノ酸配

列を有する合成ペプチド)。  
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図 12 マウスとの交差性  

GST 融合タンパク質のウエスタンブロットの結果、作製抗体 (C0804, C0812, 

C0815, C0806, C0807, C0814)は、mGPR87 を認識しなかった。レーン 1:hGPR87

の N 末端側細胞外領域と GST との融合タンパク質 , レーン 2:mGPR87 の N 末端

側細胞外領域と GST との融合タンパク質。  
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図 13 作製抗体の ADCC 活性  

hGPR87 stable CHO 細胞を標的細胞として用いて ADCC 活性を測定した結果、

作製抗体(C0804, C0812, C0815, C0806, C0807, C0814)は、ADCC 活性を有するこ

とが分かった。横軸:抗体濃度、縦軸:ADCC 活性(%)。標的細胞: hGPR87 stable 

CHO 細胞(実線)又は wild CHO 細胞(破線)。標的細胞:エフェクター細胞比 1:50。

n=2 でその平均値を示した。  
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図 14 H 鎖 CDR 付近の DNA 配列  

作製抗体(C0804, C0812, C0815)の H 鎖 V 領域(VH region)の配列中、CDR1～

CDR3 の DNA 配列。  
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図 15 L 鎖 CDR 付近の DNA 配列  

作製抗体(C0804, C0812, C0815)の L 鎖 V 領域(VL region)の配列中、CDR1～CDR3

の DNA 配列。  
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図 16 H 鎖 CDR 付近のアミノ酸配列  

作製抗体(C0804, C0812, C0815)の H 鎖 V 領域(VH region)の配列中、CDR1～

CDR3 のアミノ酸配列。  
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図 17 L 鎖 CDR 付近のアミノ酸配列  

作製抗体(C0804, C0812, C0815)の L 鎖 V 領域(VL region)の配列中、CDR1～CDR3

のアミノ酸配列。  
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図 18 Me180 細胞における siRNA による hGPR87 発現レベルの低下  

 hGPR87 に対する siRNA をトランスフェクションした場合、control siRNA を

トランスフェクションした場合と比較して、トランスフェクションから 24 時間

後の Me180 細胞における hGPR87 発現レベルが 15.4%にノックダウンされた。

縦軸：Me180 細胞に control siRNA をトランスフェクションした場合の hGPR87

発現レベルの平均を 1 とした時の相対的な hGPR87 発現レベル。ヒト Cyclophilin 

A の発現量で標準化した。n=3 で平均値と標準偏差を示した。2 標本 t 検定

(p<0.01)により、有意差があった。  
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図 19 hGPR87 ノックダウン Me180 細胞における  

作製抗体によるフローサイトメトリー  

作製抗体(C0804, C0812, C0815)では、hGPR87 を siRNA によってノックダウン

した場合、スペクトルのシフトが減少した。横軸:蛍光強度、縦軸:細胞数。control 

siRNA は、control siRNA をトランスフェクションしてから 24 時間後の Me180

細胞の結果を、hGPR87 siRNA は、hGPR87 に対する siRNA をトランスフェク

ションしてから 24 時間後の Me180 細胞の結果を示す。一次抗体を加えなかっ

た場合(紫)、及び、一次抗体濃度が final 0.1(緑), 1(ピンク), 10μg/mL (水色)の場

合のスペクトル。  
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図 20 作製抗体 C0804 による免疫組織染色  

 扁平上皮癌、移行上皮癌で陽性所見がみられた。腺癌では、肺腺癌で弱陽性、

膵臓癌で陰性～弱陽性であった。正常組織では、皮膚扁平上皮に弱陽性像がみ

られたほかは陰性であった。ホルマリン固定、パラフィン切片、DAB 法。使用

抗体:C0804(final 10μg/mL)。  
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図 21 作製抗体 C0804 の DOTA 化に伴う親和性低下  

C0804 のみ、又は、1:10、1:20 の混合比率で C0804 を DOTA 化し、hGPR87 stable 

CHO 細胞のフローサイトメトリーを行った結果、DOTA の比率の増加に伴い、

C0804 の親和性が低下した。横軸:蛍光強度、縦軸:細胞数。一次抗体を加えなか

った場合 (紫 )、及び、一次抗体濃度が final 0.01(緑 ), 0.1(ピンク ), 1(水色 ), 

10μg/mL(オレンジ)の場合のスペクトル。  
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図 22 64Cu 標識化 C0804 による  

wild/stable CHO 移植マウスの PET イメージング  

 心プール集積は 64Cu-C0804 投与後 24 時間以降減少したのに対し (矢印 )、

hGPR87 stable CHO 移植部では 24～72 時間で経時的に集積が増加した(囲み部)。

背側から見た再構成像で、上側が頭側。左図：矢状断面、右図：水平前頭断面。

左下腹部：wild CHO 移植 (224.3mm3)、右下腹部：hGPR87 stable CHO 移植

(417.7mm3)、抗体:DOTA=1:10。  
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図 23 作製抗体 C0804 による  

DLD1 細胞及び Me180 細胞のフローサイトメトリー  

大腸腺癌培養細胞株 DLD1 ではスペクトルのシフトがほとんど観察されなかっ

たのに対し、子宮頚癌培養細胞株 Me180 では一次抗体の濃度依存的にスペクト

ルがシフトした。横軸:蛍光強度、縦軸:細胞数。一次抗体を加えなかった場合(紫)、

及び、一次抗体濃度が final 0.1(緑), 1(ピンク), 10μg/mL (水色)の場合のスペクト

ル。使用抗体：C0804。  
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図 24 64Cu 標識化 C0804 による  

DLD1/Me180 担癌モデルマウスの PET イメージング  

 (a)及び (b)のイメージングにおいて、心プール集積は 64Cu-C0804 投与後

24→72 時間で減少し、肝集積は 24 時間と 72 時間でほぼ同等であったのに対し、

Me180 移植部では DLD1 移植部に比べ投与後 72 時間での集積が高かった。背

側から見た再構成像で、上側が頭側。左図：矢状断面、右図：水平前頭断面。

(a)左肩部：DLD1 移植(1,740mm3)、右肩部：Me180 移植(329.0mm3)、(b)左肩部：

DLD1 移植(188.9mm3)、右肩部：Me180 移植(574.9mm3)。抗体:DOTA=1:10。  
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図 25 DLD1/Me180 担癌モデルマウスにおける 64Cu 標識化 C0804 の体内分布  

投与から約 72 時間後に解剖により得られた 64Cu 標識化抗体の体内分布。DLD1

移植部では 64Cu-negative control IgG1 を投与した場合(水色、n=3)と 64Cu-C0804

を投与した場合(赤色、n=2)とで値がほとんど変わらなかったのに対し、Me180

移植部では 64Cu-C0804 を投与した場合の値が高かった。血液プール、肝プール

は両者とも高かった。64Cu -negative control IgG1 投与個体はそれぞれ投与の 69, 

70, 71 時間後、64Cu -C0804 投与個体はそれぞれ投与の 72, 75 時間後に安楽死さ

せ、各臓器を摘出した。抗体:DOTA=1:10。  
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表 1 siRNA に用いたプライマーの塩基配列  

遺伝子  増幅部位  プライマーの塩基配列  

human Cyclophilin A 190-368 FW ttc gtg ctc tga gca ctg gag a 

RV gga ccc gta tgc ttt agg atg gag 

hGPR87 245-394 FW cca gcc acc aca atg aaa g 

RV tgg taa ttt tgc aag cgt ca 
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表 2 抗体のアイソタイプ  

抗体  サブクラス（重鎖）  軽鎖  

C0804 IgG1 κ 

C08012 IgG1 κ 

C0815 IgG1 κ 

C0806 IgG1 κ 

C0807 IgG1 κ 

C0814 IgG1 κ 

 

 



- 57 - 

 

表 3 作製抗体 C0804 の評価  

種類  抗 hGPR87 マウスモノクローナル抗体  

アイソタイプ  IgG1, κ  

エピトープ  hGPR87 全長中、N 末端側 9～23 番目の領域  

mGPR87 との交差性 なし  

ADCC 活性  あり  

CDR 領域の DNA 配列  配列情報あり  

フローサイトメトリー  hGPR87 stable CHO 細胞、Me180(子宮頚癌培養細胞株)

で使用できる。  

細胞染色、免疫組織染色  使用できる。  

ウエスタンブロット  ・hGPR87 の N 末端側細胞外領域と GST との融合タン

パク質を大腸菌で発現させた場合、hGPR87 全長を組

換えバキュロウイルスで発現させた場合、wild CHO

に FLAG-hGPR87/pIRES-EGFP をトランジェントでト

ランスフェクションした場合、hGPR87 を認識できる。 

・hGPR87 stable CHO 細胞及び Me180(子宮頚癌培養細

胞株)での発現量では hGPR87 を認識できない。  

ELISA ・hGPR87 stable CHO 細胞を用いた cell ELISA には使

用できる。  

・hGPR87 の N 末端から 9～23 番目の合成ペプチドを

用いたペプチド ELISA には使用できない。  
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表 4 作製抗体 C0804 による各癌の免疫組織染色結果（まとめ）  

ヒト癌組織  評価  ｎ  陽性率  

皮膚癌  扁平上皮癌（有棘細胞癌） ＋＋＋  7 100% 

基底細胞癌  ＋  7 100% 

メラノーマ（悪性黒色腫） ＋＋  7 100% 

頭頚部癌  舌癌（扁平上皮癌）  ＋＋＋  6 100% 

咽頭癌（扁平上皮癌）  ＋＋＋  4 100% 

喉頭癌（扁平上皮癌）  ＋＋＋  7 100% 

肺癌  扁平上皮癌  ＋＋＋  16 81% 

腺癌  ＋＋  6 66% 

小細胞癌  ＋  5 60% 

大細胞癌  －  4 0% 

カルチノイド腫瘍  －  4 0% 

食道癌  扁平上皮癌  ＋  10 80% 

腺癌  ＋  5 90% 

胃癌  腺癌  －  5 0% 

大腸癌  腺癌  －  35 0% 

膵癌  管状腺癌  －～± 35 0% 

乳癌  腺癌  －～± 44 0% 

卵巣癌   －  36 0% 

子宮癌  子宮頚癌（扁平上皮癌）  ＋  10 80% 

子宮内膜癌（腺癌）  ＋  9 100% 

腎癌  腎細胞癌（腺癌）  －  16 0% 
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腎盂腎癌（移行上皮癌）  ＋＋  8 100% 

膀胱癌  移行上皮癌  ＋＋＋  6 100% 

腺癌  ± 5 0% 

前立腺癌  腺上皮癌  ± 10 0% 

 

 

表 5 作製抗体 C0804 による正常組織又は癌組織非癌部の免疫組織染色結果  

（まとめ）  

皮膚  扁平上皮組織  ± 

肺  気管支上皮細胞  ＋  

肺胞  －  

食道  扁平上皮細胞  ± 

腺上皮細胞  ± 

大腸  粘膜上皮細胞  －～± 

子宮  子宮頚癌（扁平上皮癌）非癌部  －～± 

子宮腺癌非癌部  －～± 

膵臓  腺房細胞、ランゲルハンス細胞  －～± 
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