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1．研究目的 
乳がんは女性で最も頻度の高い癌である。日本

では年間およそ8.5万人が新規に罹患し、1.5万人
が死亡している。治療標的としてエストロゲン受
容体・プロゲステロン受容体・HER2の各受容体
があるものの、これらの標的を持たないトリプル
ネガティブ乳がん（TNBC）は既存化学療法に対
して抵抗性を示し、再発時の予後はきわめて不良
である。我々は抗癌剤治療抵抗性マーカーと相関
する因子を網羅的に探索し細胞外マトリックス蛋
白であるペリオスチンを見出した。ペリオスチン
はそのC末端に選択的スプライシングバリアント
を有しており、生理的なバリアントと抗がん剤投
与後に発現亢進するバリアントが存在する。我々
はこれまでに、抗がん剤投与後に発現亢進するバ
リアントに対する特異的中和抗体を作成し、複数
のTNBC株において既存抗がん剤との併用効果を
確認し、TNBCの化学療法抵抗性改善薬としての
臨床研究を準備している。この抗体に対する患者
個人の反応性を治療前に検査するために、目的の
ペリオスチンバリアントが確実に分泌されている
ことを証明するコンパニオン診断薬が重要となる。
この研究ではスプライシングバリアント特異的
ELISAシステムとIn situ hybridization法の樹立を
目指し、化学療法抵抗性乳がんの新規治療法を確
立したいと考えている。 
 

2．研究内容 
2.1 スプライシングバリアント特異的 ELISA シス

テムの樹立 
ペリオスチンはそのC末端に4つのメジャーな

スプライシングバリアントを有しており、生理的
にはエクソン17，21のない一番短いアイソフォー
ムがmRNAレベルで1000-10000万倍程度他のバ
リアントよりも発現が高い(図1)。例えば乳がん、

特にトリプルネガティブ乳がんでは、バリアント
の発現変化が起き。エクソン21を含有するペリオ
スチンバリアント(病的ペリオスチン)が増加する
(図2)。このようにペリオスチンエクソン21抗体は
選択性の高い、安全な治療法につながると考えら
れる。私たちはコンパニオン診断薬開発を目的に、
エクソン21を含有する病的ペリオスチンを測定す
るために、エクソン14、21、23に対するモノクロ
ーナル抗体を作成して、ELISAシステムの構築を
行っている。各モノクローナル抗体は約200種類の
候補抗体から1次スクリーニングを行い、さらに抗
原との結合力から2次スクリーニングを行い、1種

図 1．ペリオスチン選択的スプライシングバリア

ント（exon15～23を表示） 
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類を選択した。選択には図2の免疫沈降データで示
すように患者腫瘍組織に発現するペリオスチンを
認識できるかどうかも含めて検討を行い、選択し
ている。また各組み合わせでcapture抗体にはダイ
レクト標識を行い、バックグラウンドの低減を試
みた。測定には人工ペリオスチン蛋白および病的
ペリオスチン低分泌細胞株(SUM159PT）、高分泌
TNBC細胞株（Hs578t）培養上清を用いた。図3
に示すように、TNBC分泌エクソン21含有ペリオ
スチンは作成ELISAシステムにより良好に測定さ
れ、またHS578t>SUM159PTでの分泌量パターン、
希釈直線性(非特異的結合の確認)も保たれていた。
現在、臨床サンプルを用いた検討を繰り返してお
り、TNBC患者での病的ペリオスチン発現量およ
び抗癌剤での誘導について検討中である。将来的
に治験時に診断薬として用い、患者選択のための
コンパニオン診断薬として開発を進める予定で
ある。 
 
2.2 In situ hybridization 法の樹立 

本研究ではまず、全⻑ペリオスチンに対するプ
ローブを用いて、各種条件検討を行った。組織切
片のmRNA保存状態を検討するため、陽性プロー
ブおよび陰性プローブをデザインし、陽性プロー
ブでスコア3点以上、陰性プローブでスコア1点未
満(ドット数でスコア化)を適応サンプルと判断し
た。また試験の妥当性はHela細胞を用いて行った。
加熱処理ステップの条件を3条件検討し、本プロー
ブの条件として95Cの加熱処理ステップが最も良
好であった。検討したヒト乳がん24検体のうち、8
検体で不適応サンプルと判定された。適応サンプ
ルのうち、右図に示すようにペリオスチンシグナ
ルはドット状に観察され、そのほとんどが非がん
細 胞 に 局 在 し て い た ( 図 ： 乳 が ん 、 invasive 
carcinoma, Grade 2, Stage IIA)。現在、以上の条件
を用いて、エクソン17および21に対する短いプロ
ーブを作成し、Basescopeによるバリアント特異的
発現の解析を行っている。 

図 2．TNBC 腫瘍と周囲正常組織ペリオスチンバリ

アント発現解析 

図 3．人工ペリオスチンとペリオスチン変異体濃

度測定 

図 4．希釈直線性の確認 
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