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研究成果の概要： 
 細胞浸潤能変化 
  invasion assayによりGPR48発現量に正相関した浸潤能の亢進が細胞レベルで認められ
ていたため、そのメカニズムを探るため、細胞運動能の変化をscratch assayで調べた。使
用した恒常発現株のGPR48発現量は株間で様々であったが、運動能との相関性は見出せな
かった。さらに浸潤能亢進レベルも対照群と有為差が認められなくなった。このため、細
胞外マトリックス分解能などの測定も計画していたが中止とした。 
 発癌促進効果 
  GPR48遺伝子を導入した培養細胞でcolony formation assayとfocus assayを行い、GPR48
発現亢進による発癌性への寄与を検討したが、発癌促進効果は認められなかった。しかし
細胞レベルでの研究から、GPR48は癌の悪性度を促進する作用を示した。 
 GPR48トランスジェニックマウスの解析 
  全身性発現型トランスジェニックマウスの作成に成功し、外来性GPR48発現臓器の異なる
3ラインを得た。個体レベルでの機能解析は、ノックアウトマウスにおいて発育不全や腎臓
形成不全が認められているが、全身性発現型GPR48トランスジェニックマウスでは発育程
度、腎形成の異常は出現せず、長期通常飼育下で癌その他の疾患の発生の傾向は認められ
なかった。 
 我々はこれまでの他の研究プロジェクトにより、p27 のユビキチンプロテアソームシステ
ムによる分解の基質認識タンパクである Skp2 ホモノックアウトマウスは、尿管結紮によ
る腎不全モデル(UUO マウス)を作成すると腎障害レベルがヘテロまたはホモ野生型と比
較して著明に軽減されていることを見出していた。このような表現系の発現に、Skp2 に
よる p27 分解の抑制、さらに GPR48 発現量の上昇が関与している可能性を考え、GPR48
トランスジェニックマウスで UUO を作成して組織学的に解析した。その結果、腎障害の
程度はコントロール UUO マウスと同等であり、Skp2 ノックアウトマウスで見られた腎の
特徴は GPR48 を介してはいないと考えられた。これらのマウスを用いた結果から、GPR48
はp27の下流因子の一つではあるものの、腎障害および発癌の過程においてGPR48がp27
下流の主経路に関与している可能性は低いと思われた。 
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１．研究開始当初の背景 

■p27と癌進行の関係 
早期発見、外科的治療の進歩などから癌

の治癒率は上昇している。しかしながら、
高転移癌に代表される予後不良の癌の治
療は困難を極め、その克服は癌研究の最重
要課題の一つである。これまでの臨床病理
学的解析から、大腸癌、乳癌、肺癌、胃癌
等広範囲の癌で予後の不良度はCDK阻害に
よって細胞周期を負に調節するp27のタン
パク質低下（分解亢進）と高い相関性を示
すことが我々を含む複数のグループから
報告されている。しかしp27の低下による
癌の悪性形質増強のメカニズムは不明で
ある。 

 我々はこのメカニズムの解明が予後不良
の癌の診断治療法発展のための糸口に繋
がると考えて研究を開始し、今までにいく
つかの興味深い知見を得ている。まず p27
の発現低下によって遺伝子発現が変動す
る因子を同定するために、ヒト大腸癌細胞
HCT116 の p27 遺伝子の片側をソマティッ
クノックアウトし、p27 発現低下モデル細
胞(p27-hKO)を作成した。この細胞をマイ
クロアレイ解析したところ、p27 の発現低
下で発現が上昇する因子の一つとして、リ
ガンド不明の GPCR に属する GPR48 が見出
された (Gao et al. Cancer Res.2006)。 
GPR48 と p27 の逆相関性はアレイ解析に用
いた HCT116 細胞のみならず、p27 ノックア
ウトマウス由来のMEFを用いた場合でも確
認された。 
 
 
■ GPR48 の持つ機能 
我々はさらに、GPR48 が癌悪性化にどの
ような関与をしているのか推察できる、い
くつかの解析結果を得た。まず GPR48 の
細胞浸潤能への影響を、癌細胞株を材料と
して強制発現およびノックダウン形質転換
細胞を作製して比較検討した。マトリジェ
ルコートチャンバーを用いた in vitro 評価
系では、浸潤能は GPR48 導入により亢進
し（図 2）ノックダウンでは抑制され、
GPR48 存在量と浸潤能は正相関する事が
わかった。さらに in vivo 評価系としてヌ
ードマウスへの癌細胞移植実験を行い、移
植癌細胞の浸潤・転移能についても in vitro

と 
も膜に移行しないことが多く、候補薬品

の下流シグナルへの阻害効果も GPCR 膜外領
域への結合の有無も評価できない。 この点
において我々は重要なツールを3点取得して
本研究課題を開始した。 
リガンド非存在下で同様の結果が得られ

た。またヒト大腸癌検体において GPR48 の
発現を解析したところ、リンパ節転移と
GPR48 の発現亢進が有意に相関した。以上
よりGPR48はp27の発現低下により誘導さ
れる新たな浸潤転移促進遺伝子であること
が強く示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
・ シグナル伝達経路が不明なことは

GPR をターゲットとした研究を困難にす
る場合が多い。GPCR は膜蛋白であるが、
一般にはリガンドの存在によってその構
造が大きく変化して活性型となり、細胞内
局在が変化して膜に移行する性質を持つ。
そのためリガンドが不明な GPCR は細胞
内に強制発現させてもシグナル活性を評価
できる GPR48 発現ベクター 
・ 恒常的活性型の性質を持つ GPR48 変異

体 
・ 抗 GPR48 中和抗体 
リガンドは未同定のまま、シグナルを強化

された状態のレセプターGPR48 が評価対象
とされる。また、N 末端の膜外領域の部分ペ
プチド配列に対するポリクローナル抗体を
作成したところ、シグナル伝達を阻害する効
果を持っていた。 
本研究では今までに得られた成果を基盤

として I.GPR48 の癌悪性化への関与をさら
に検討するとともに、II.GPR48 の機能解析
および III.GPR48 を分子標的とした診断治
療薬開発を行うことを目標とした。 
 
３．研究の方法 
◆ 細胞浸潤能変化の解析 
マトリゲルチャンバーを用いた invasion 
assay により GPR48 発現量に正相関した浸潤
能の亢進が細胞レベルで認められていたた
め、そのメカニズムを探るため、細胞運動能
の変化を scratch assay で調べた。 
◆ GPR48発現亢進による発癌性への寄与 
GPR48 遺伝子を導入した培養細胞で colony 



formation assay と focus assay で GPR48 発
現亢進による発がん性への寄与を評価した。 
◆ GPR48トランスジェニックマウスの解析 
恒常性強発現プロモーターを持つ発現ベク
ターを構築し、全身発現型トランスジェニッ
クマウスを作成し、通常飼育下で見られる表
現系の異常の有無を調べた。トランスジェニ
ックマウスはさらに UUO モデル作成に使用
し、腎障害レベルを評価した。 
 
４．研究成果 
◆ 細胞浸潤能変化の解析 
様々なGPR48発現量の恒常発現株を用いて
scratch assayを行ったが、GPR48発現量と運
動能との相関性は見出せなかった。 
◆ GPR48発現亢進による発癌性への寄与 
colony formation assayとfocus assayいずれ
においても、GPR48発現亢進による発癌促進効
果は認められなかった。 
◆ GPR48トランスジェニックマウスの解析 
全身性発現型トランスジェニックマウスの作
成に成功し、外来性GPR48発現臓器の異なる3
ラインを得た。ノックアウトマウスでは発育
遅延が見られる事が他の研究グループから報
告されているが、我々の作成したマウスの体
重変化は対照群とほぼ同様で、外観上は癌を
含めた疾患の発症は全く確認されなかった。                               
各臓器の標本をHE染色で観察したが、特に異
常が発生した臓器はなかった。また尿および
血液を用いた生化学的検査ではLDHの上昇が
示唆されたが、例数を増やした検証で有意差
はつかなかった。我々はこれまでの他の研究
プロジェクトにより、p27のユビキチンプロテ
アソームシステムによる分解の基質認識タン
パクであるSkp2ホモノックアウトマウスは、
尿管結紮による腎不全モデル(UUOマウス)を
作成すると腎障害レベルがヘテロまたはホモ
野生型と比較して著明に軽減されていること
を見出していた。このような表現系の発現に
、Skp2によるp27分解の抑制、さらにGPR48発
現量の上昇が関与している可能性を考え、
GPR4トランスジェニックマウスでUUOを作成
して組織学的に解析した。その結果、腎障害
の程度はコントロールUUOマウスと同等であ
り、Skp2ノックアウトマウスで見られた腎の
特徴はGPR48を介してはいないと考えられた。 
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