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研究成果の概要（和文）：Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor (LSR)はリポタンパク質受容体である
が、癌における役割は不明な点が多い。本研究ではLSRが低グルコースなどの環境下において、リポタンパク質
による細胞の増殖・生存に関わることをin vitroで明らかにした。さらに、VLDLの細胞内取り込みとそれに続く
脂質代謝を、独自に開発したLSRの機能阻害抗体が阻害し、抗腫瘍効果を発揮することを卵巣癌PDXマウスを用い
た実験で証明した。また、抗体投与後に腫瘍組織の癌幹細胞マーカーの発現が減弱することから、抗LSR抗体は
癌幹細胞へ抗腫瘍効果を示す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Principal investigator’s (PI) group identified Lipolysis-stimulated 
lipoprotein receptor (LSR) as a new therapeutic target of ovarian cancer. LSR is one of the receptor
 of lipoprotein and located at cell surface, however, the function of LSR in cancer is still 
unclear. In this research, PI’s group demonstrated that in low glucose environment, LSR promoted 
lipoprotein uptake and contributed to cell proliferation/viability in vitro. Moreover, PI’s group 
also demonstrated that their newly developed anti-LSR monoclonal antibody inhibited these processes 
and showed anti-tumor effect in vitro and in vivo. In addition, the expression of CD44 which is one 
of the cancer stem cell related marker was decreased after administration of anti-LSR monoclonal 
antibody in vivo, suggesting that anti-LSR monoclonal antibody showed anti-tumor effect against 
cancer stem cell.
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は死亡リスクが 70%と致死率の高い

癌であり、本邦でも毎年新たに約 8,000 人が
診断され、4,000 人が死亡する婦人科悪性腫
瘍で、近年増加傾向にある。卵巣癌は早期に
は無症状であることが多く、70％以上の患者
が III 期以上の進行癌として診断される。特
に、抗癌剤耐性の獲得や腹膜播種などによる
再発が生じることと、これらに対する有効な
治療法が確立されていないことから、III 期
の 5 年生存率は 30％と低い。従って、患者
の予後を改善させるにはこれらの問題を解
決するような新規治療法の開発が急務であ
る。 
研究代表者等は卵巣癌の新規治療法の開

発を目的とし、プロテオミクス手法を用いて
卵巣癌の新規癌抗原を探索した結果、
Lipolysis-stimulated receptor (LSR) を同
定した。LSR は肝臓でリポタンパク質のクリ
アランスに働く分子であるが、LSR を介した
癌と脂質との関係は十分に解析されていな
い。研究代表者等は LSR を高発現する卵巣癌
患者群は低発現群より予後不良であること
を明らかにしているが、これは LSR 高発現患
者群では化学療法抵抗性を示すためではな
いかと考えた。抗癌剤抵抗性の要因の 1 つと
して、癌幹細胞の存在が示唆されている。本
研究では卵巣癌における LSR の機能解析と、
新規治療法として抗体療法の開発を検討し
た。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は研究代表者らが同定した

LSR に着目し、卵巣癌における LSR の機能解
析と、独自に開発した LSR阻害モノクローナ
ル抗体を用いた新規治療法の有用性を、動物
モデルを用いて評価することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）FACSによる LSR 発現の確認 
卵巣癌細胞株として、OVCAR3, OV90, SW626, 

RMG-I, KURAMOCHI, OVISE を用いた。OVCAR3
は RCBより、OV90, SW626 は ATCCより、RMG-I, 
KURAMOCHI, OVISE は JCRB より入手した。 

100mm dish に撒いた細胞は 90%コンフルエ
ントに達した時点で PBS (Nacalai Tesque)
で 2回洗浄し、0.02% EDTA solution (Nacalai 
Tesque)で dish よりはがした。 細胞を FACS 
staining buffer (PBS supplemented with 1% 
FBS and 0.1% sodium azide)で 2 回洗浄し、
抗 LSRモノクローナル抗体で染色し、続いて
100 倍希釈した Goat Anti-Mouse IgG (H+L 
chain specific)  (southernbiotech 社)で
染色した。染色した細胞は FACS Canto II 
cytometer (Becton Dickinson, Mountain 
View, CA, USA)で測定し、FlowJo software 
(Tree Star, Stanford, CA, USA)を用いてデ
ータ解析した。 
 
（２）VLDL を用いた細胞増殖・生存アッセイ 

96 ウェルプレート（Corning 社）を用いて実
施した。細胞を 10% FBS 含有培地で 1,000 
cells/well(100 l/well)で播種し、24h 後に
グルコース不含、FBS不含、VLDL添加培地に
変更し、48 時間、37 度、5%CO2インキュベー
ターで培養した。生細胞数測定試薬 SF 試薬
(ナカライテスク)を用いて細胞増殖を評価
した。 
 
（３）卵巣癌 PDXマウス作成 
インフォームドコンセントに同意を得た

卵巣癌患者から卵巣癌の手術により得られ
た腫瘍組織を超免疫不全マウス(NOG マウス)
皮下に移植し、腫瘍の正着を試みた。腫瘍正
着後、F0 から F1 に継代した。継代時の腫瘍
組織中における LSRの発現は免疫組織化学染
色法より解析した。 
 
（４）卵巣癌 PDXマウスに対する抗 LSRモノ
クローナル抗体の薬効解析 
卵巣癌 PDXマウス(Ovx2, Ovx4, Ovx6)につ

いて、腫瘍体積が 100mm3に達した時点でマウ
スを 2群に分け、コントロール抗体投与群お
よび抗 LSRモノクローナル抗体投与群とした。
抗体は PBS で希釈し、200g/400l となるよ
うに調製し、週 2回の頻度で合計 6 回投与し
た。腫瘍体積は週 2 回の頻度で計測した。腫
瘍体積は長径ｘ短径 x 短径 x0.5 として計算
した。 
 
（５）免疫組織化学染色法による発現解析 
ホルマリン固定されたパラフィン包埋組

織は卵巣癌 PDX マウスより調製した。抗体は
抗 LSR 抗体(CST, #14804)、抗 CD44 抗体(BD 
Pharmingen, 550392)を用いた。 
パラフィン包埋組織の薄切は脱パラフィ

ン処理、アルコールによる脱水を行った。癌
抗原に対する免疫組織化学染色は Dako REAL 
EnVision Detection System を用いた。 
 
 (６) 統計解析 
Student's t test あるいは one way ANOVA 

Holm’s POC hoc test を用いた。p < 0.05
を有意差有りとした。 
 
 



４．研究成果 
6 種類の卵巣癌細胞株における LSR の発現

を FACS解析により解析した。その結果、LSR
が 6種類の卵巣癌細胞株において発現するこ
とを確認した(図 1)。 

 
図 1 フローサイトメトリーによる卵巣癌細
胞株における LSRの発現解析。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
続いて、LSR による脂質を介した卵巣癌の

増殖との関係を、細胞株を用いて in vitro
で解明した。LSR 発現が陽性の卵巣癌細胞株
である OVCAR3, RMG-I、KURAMOCHI, OV90, 
SW626, OVISE 細胞株を 96 ウェルプレートに
撒き、翌日、血清及びグルコース不含培地に
交換し、VLDL を添加したときの細胞増殖促進
作用が、抗 LSR抗体により阻害されることが
確認された(図 2)。 
 
図 2. 抗 LSR抗体はグルコース、血清不含培
地条件下での VLDL による細胞増殖促進作用
を阻害する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 卵巣癌の手術時の組織を NOGマウス皮下に
移植することで、PDXマウスの作成を行った。
移植した腫瘍組織により、生着に要する日数

が異なったが、高異型度漿液性卵巣癌 2系統
(Ovx4、Ovx6)と、これと臨床的に極めて類似
した高異型度漿液性腹膜癌 1 系統(Ovx2)の
PDXモデルの 3系統を樹立する事に成功した。
NOG マウスの皮下に移植した腫瘍組織を摘出
し、LSR の発現を免疫組織化学染色法により
解析した結果、以下の図に示すように間質で
はなく癌組織特異的に抗 LSR抗体の反応性が
認められたことから 3 系統全てにおいて LSR
の発現が陽性であることを確認した(図 3)。 
 
図 3. 独自に樹立した 3系統の卵巣癌 PDXは
すべて LSR陽性である。 
 
 
 
 
 
 

 
 
研究代表者が同定した卵巣癌抗原 LSRに対

する抗 LSR抗体が卵巣癌に対して血中の脂質
の取り込みを遮断することで抗腫瘍効果を
発揮することを証明するには、LSR 陽性の卵
巣癌組織を超免疫不全マウス(NOG マウス)の
皮下に移植した patient tumor-derived 
xenograft(PDX)モデルを用いて証明する必
要がある。連携研究者の吉野潔准教授のグル
ープにて手術時に得られた卵巣癌腫瘍組織
を NOG マウスの皮下に移植することで、PDX
マウスを 3系統樹立済みである (高異型度漿
液性卵巣癌 2系統(Ovc4, Ovx6)、および、高
異型度漿液性腹膜癌 1 系統(Ovx2)。 
LSR 発現が陽性である高異型度漿液性卵巣癌
PDX2系統(Ovx4, Ovx6)および高異型度漿液性
腹膜癌 1 系統(Ovx2)に対して、コントロール
抗体投与群と比較して、抗 LSRモノクローナ
ル抗体投与群では有意な抗腫瘍効果が認め
られた(図 4)。 
 
図 4.  抗 LSR モノクローナル抗体は LSR 陽
性卵巣癌 PDX マウスの腫瘍増殖を阻害する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
抗 LSR抗体の抗腫瘍効果の作用機序を解明

すべく、抗 LSR抗体投与マウスおよびコント
ロール抗体投与マウスの腫瘍組織において、
卵巣癌の癌幹細胞マーカーとして知られて
いる CD44 の発現を免疫組織化学染色法によ
り解析した(図 5)。その結果、コントロール
抗体投与群と比較し、抗 LSR 抗体投与群では
腫瘍細胞における CD44 の発現低下が確認さ
れた。 
 
図 5.  抗 LSR モノクローナル抗体は LSR 陽
性卵巣癌 PDX マウス腫瘍組織中の CD44 発現
細胞を減少させる。 
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