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研究成果の概要（和文）：骨転移では、がん細胞によって構築される線維芽細胞を主体とした微小環境の形成が
重要である。本研究課題では骨微小環境での線維芽細胞とがん細胞との相互作用に着目し、がん細胞に発現する
Gタンパク会合型受容体であるGPR56の機能解析を行った。
骨内投与モデルでは、GPR56発現レベルと骨内での増殖能には有意な相関が見られた。さらに、自然骨転移モデ
ルでGPR56発現を誘導的に抑制すると、骨転移巣形成は有意に減弱した。以上の結果、GPR56は骨転移巣形成にお
ける線維芽細胞と腫瘍細胞との相互作用を媒介する重要な分子であり、乳がんの骨転移に対する新たな治療標的
となる可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Forming a fibroblast-dominated microenvironment constructed by cancer cells 
is crucial for bone metastasis. In this research project, we focused on the interaction between 
fibroblasts and cancer cells in the bone microenvironment. We analyzed the function of GPR56, a G 
protein-associated receptor expressed in cancer cells.
A significant correlation was found between GPR56 expression levels and the ability to form bone 
metastases in an intra-bone injection model. In addition, inducible suppression of GPR56 expression 
in the spontaneous bone metastasis model significantly decreased the tumor foci formation, even 
after bone metastases had developed. These results suggest that GPR56 is a crucial molecule 
mediating the interaction between fibroblasts and tumor cells in bone metastasis formation and may 
be a novel therapeutic target for bone metastasis in breast cancer.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
進行期の乳がん患者の70％以上に骨転移の合併が認められ、癌罹患率の増加と治療成績の向上に伴って骨転移を
併発する患者数も増加の一途にある。骨転移は他の臓器への転移と異なり、生活の質に影響は与えるが生命予後
に直結することは少ないと考えられており、現在の治療法は対症療法が中心となっている。近年、骨転移したが
ん細胞が悪性化し、他の臓器への再転移能を獲得することが報告された。生命予後に直接的に関わる臓器への転
移を促進させる温床としての骨転移巣の可能性を勘案すると、対症療法に留まらない骨転移の根本的な治療法を
目指した本研究課題は来るべき超高齢化社会において大きな社会的意義へと繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我が国の乳がん罹患者数は年間約 77,000 人で、骨転移の合併は 70％以上の進行期の乳がん患

者に認められ、Quality of Life のみならず生命予後も悪化させる。骨転移に対しては、骨転移部
位で活性化している破骨細胞の機能を抑制する治療薬が用いられているが、骨内のがん細胞の
増殖そのものに対しては抑制作用を示さない。したがって、骨内のがん細胞の増殖を直接的に抑
制する新規の骨転移治療薬の開発が望まれている。 

 
我々はマウス・トリプルネガティブ乳がん細胞株である 4T1 株から、同種マウスの乳房脂肪

組織（同所）移植後に骨に自然転移する亜株、4T1.3 クローンを樹立した。4T1.3 クローンは、親
株と比較し、原発部位での増殖速度、血中から骨髄への浸潤能に差異は認められなかったが、骨
内に接種した際に親株に比べて高い腫瘍形成能を示した。したがって、4T1.3 クローンの骨への
高い転移能は、転移先である骨内での生着能・増殖能が高いことによると考えられた。4T1.3 ク
ローンの骨内での増殖に伴い、骨内への腫瘍関連線維芽細胞(CAF)の集積が見られ、CAF の集積
抑制により、骨内に接種した 4T1.3 クローンの増殖が減弱することを明らかにした（Cancer Lett 
2016; 378: 23）。 

 
4T1.3 クローンと CAF の我々の遺伝子発現データから、骨内の 4T1.3 クローンで発現亢進し

ているレセプター遺伝子と、CAF で発現亢進しているレセプター遺伝子の組み合わせの抽出を
試みた。その結果、4T1.3 クローンでは細胞接着型 G タンパク共役受容体（ADGR）の一つであ
る GPR56/ADGRG1 の発現が、CAF では GPR56/ADGRG1 に対するリガンドであるⅢ型コラーゲ
ンの発現が亢進していることを見出した。さらに、4T1.3 クローンの GPR56/ADGRG1 遺伝子を
欠失させると、原発巣の増殖速度には変化を及ぼすことなく、骨転移巣形成が著明に減弱した。
以上の結果は、乳がんの骨転移過程において、GPR56/ADGRG1 が重要な役割を果たしている可
能性を強く示唆していると考えられる。しかし、GPR56/ADGRG1 の発がん過程における役割に
ついては矛盾した報告がなされているうえに、細胞シグナル伝達機構については不明な点が多
くある。本研究計画では、骨転移過程での GPR56/ADGRG1 の役割の検証を通して標的分子とし
ての妥当性を実証するとともに、GPR56/ADGRG1 の細胞内シグナル伝達機構を解明し、
GPR56/ADGRG1 を分子標的とした、骨転移に対する新たな戦略開発の基盤形成を目指し、本研
究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GPR56/ADGRG1 の骨転移での役割の検証を通して、標的分子としての妥当性を

実証するとともにリガンドとの結合機構の解明を目指した。GPR56/ADGRG1 の骨転移巣におけ
るがん増殖への寄与を明らかとすることで、骨内のがん細胞の増殖そのものを抑制するという
新たなコンセプトに基づいた、新たな骨転移治療法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
我々は、以上の研究目的を達成するために、以下の方法で解析を遂行した。 

(1) 乳がん骨転移過程での GPR56/ADGRG1 の病態生理学的役割の解明 
①  骨への自然転移を起こさないマウス乳がん細胞株TS/Aから樹立した高骨転移株TS/A.3

を用いて In vitro 培養条件や 骨髄内／肺などの転移巣における GPR56/ADGRG1 の発現
をフローサイトメトリー法にて確認した。 

②  GPR56/ADGRG1 の発現を欠失させた TS/A 由来の骨転移株を作成し、in vitro での評価
ならびに同所移植モデルでの自然骨転移能と直接モデルによる in vivo での腫瘍形成能
を評価した。 

③  GPR56/ADGRG1 を過剰発現させた TS/A の親株を用いて②と同様の解析を実施した。 
④  GPR56/ADGRG1 発現をテトラサイクリン誘導性に欠失できる高骨転移株を樹立し、自

然骨転移モデルを用いて、①②と同様の解析を実施した。 
⑤  ヒト乳がん患者の骨転移試料を用いて、GPR56/ADGRG1 発現を免疫染色にて評価した。 

 
(2) GPR56/ADGRG1 の活性化機構の解明 

⑥  シグナル伝達過程における GPR56/ADGRG1 の GAIN 領域での切断の必要性を明らか
にするために、野生型ならびに変異型 GPR56/ADGRG1 を強発現する親株を樹立した。
骨髄内環境における増殖能を骨内投与モデルならびに同所移植モデルで検討した。 

⑦  ⑥で樹立した細胞株を用いて、GPR56/ADGRG1 のリガンドとして３型コラーゲンを用
いて in vitro での増殖能を評価した。 
 

４．研究成果 
(1) マウス乳がん細胞株 TS/A を用いて骨内への直接投与により、高い骨髄内増殖能を有する



TS/A.3 を樹立した。樹立には骨内投与、回収・培養、再投与の
工程を３回繰り返した。TS/A.3 亜株では親株と比較して
Gpr56/Adgrg1 の mRNA の発現亢進が見られ、骨内に投与した
際に骨髄内での増殖が亢進していた(右図)。また、TS/A.3 は親
株と比較して同所移植モデルによる肺転移巣形成能に有意な
差は認められなかった。 
 
TS/A.3 の Gpr56/Adgrg1 遺伝子を欠失させた
細胞株を樹立した。樹立した細胞株を用いた
骨 髄 内 投 与 モ デ ル で の 検 討 で は 、
GPR56/ADGRG1 の発現欠失により骨髄内の
腫瘍細胞の増殖は抑制された（右図）。 
 
GPR56/ADGRG1 を強発現させた TS/A 親
株を用いて、骨転移能の評価を行った。通
常の培養条件では発現の有無によって増殖
能に有意な差は認められなかったが、リガンド下の培養では、受容体分子を強発現させた細胞
株の増殖能は有意に亢進した。さらに、骨内投与モデルでは GPR56/ADGRG1 の強発現株で
コントロール株と比較して、骨髄内での増殖の亢進がみられた。一方、同所移植モデルに
よる検討を行ったが、GPR56/ADGRG1 ならびにコントロールベクター強発現株ともに自
然骨転移は確認されなかった。 

 
骨転移を伴う乳がん患者 6 検体に対して、
GPR56/ADGRG1 抗体染色による発現検討を行っ
た。その結果、6 検体中 3 検体で発現が確認され
た。一方、年齢・サブタイプ(ER, HER2)・化学療
法の有無(CT)による発現量の違いは認められなか
った。この結果より、GPR56/ADGRG1がマウスと
同様にヒトでも骨転移巣で高頻度に発現し、骨転
移に関与している可能性が示唆された（左図）。 
 

(2) (1)の検討から GPR56/ADGRG1 の発現が複数の細胞株とヒト検体で認められ骨転移過程に
おける GPR56/ADGRG1 の関与が強く示唆されたことから、次に下流のシグナル伝達経路に着
目した。GPR56/ADGRG1 はシグナル伝達において GAIN 領域での切断の必要性が報告されて
おり、本研究課題でも骨転移過程における切断の必要性について検討した。 

 
これまでの検討より、リガンド分子として３型コラーゲンが GPR56/ADGRG1 のシグナル伝

達に必要であることを明らかにしている。そこで、GAIN 領域における切断が起こらない変異
型の GPR56/ADGRG1 を 4T1.0 に強発現さ
せた細胞株を樹立し、リガンド刺激時の増
殖能を検討した。その結果、変異型を強発
現した細胞株では３型コラーゲンによる
増殖促進効果は認められなかった。さら
に、骨髄内直接投与モデルでも変異型を強
発現した細胞株はコントロール群と比べ
て増殖能に有意な差は認められなかった。 

 
以上の結果は、Cancer Science 誌に既に報
告した（Cancer Sci. 2021; 112(12), 4883-93）。本論文は、骨転移巣の形成において炎症性微小
環境によって誘導される線維芽細胞の集積が必須であることをマウスモデルを用いて証明
した論文として世界的に注目されている。本研究成果は、腫瘍細胞を直接的な標的とせず、
がん微小環境の構成成分である線維芽細胞を標的とする、我々が提唱する新しい抗がん治
療概念が骨転移でも応用可能であることを証明したものである。 
我々は、ヒト臨床サンプルを用いた結果より同様の機構がヒトでも存在する可能性を示し

た。一方、今回証明した GPR56/ADGRG1 はリガンドとの結合様式や、構造変化を伴う活性
化機構に議論の余地がありこれまでに分子標的薬の開発は進んでいない。今回の結果より、
骨転移標的分子として GPR56/ADGRG1 が再注目されることで、構造的な活性化機構の解明
に基づいた新規薬剤開発が進むことが期待される。骨髄内の腫瘍細胞を直接的に排除する
という新たなコンセプトに基づいた骨転移治療法の開発は、来るべき超高齢化社会で増加
が想定される骨転移患者に対する新たな治療戦略へと繋がることが期待される。 
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