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略語一覧 

FZD10（Frizzled homologue 10）・・・フリズルド ホモログ 10 

HPV（Human Papilloma Virus）・・・ヒトパピローマウイルス 

NCCN（The National Comprehensive Cancer Network）・・・全米総合癌セン

ターネットワーク 

90Y（Yttrium-90）・・・イットリウム 90 

SS（synovial sarcoma）・・・滑膜肉腫 

TMA（Tissue microarray）・・・ティッシュマイクロアレイ 

PBS（Phosphate Buffered Saline）・・・リン酸緩衝食塩水 

HE（Hematoxylin Eosin）・・・ヘマトキシリン・エオジン 
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1.概要 

【背景】子宮頸癌は放射線感受性が高いが、放射線療法での治療領域は局所的で

あり、遠隔転移のあるⅣb 期の症例において治療の第一選択は化学療法となる。

放射線療法の適応とならない Stage Ⅳb 期の 5 年生存率は 20.8%と予後不良で

あり、新たな治療法の開発が望まれている。近年特定の免疫抗体に放射性同位元

素を結合させることで標的細胞に限りなく近位から放射線を照射し細胞傷害を

与える新しい治療法（放射免疫療法）が注目されている。 

固形腫瘍を対象とした放射免疫療法として、Frizzled homologue 10(FZD10)

に対する抗体に放射性同位元素であるイットリウム（90Y）が結合された 90Y-

OTSA101 がある。OTSA101 は FZD10 の強発現を認める滑膜肉腫を対象とし

た前臨床試験において高い抗腫瘍効果を呈し、既にフランスにおいて Phase I が

終了している。 

【目的】本研究では子宮頸癌に対して FZD10 が放射免疫療法の治療標的となる

か、そして 90Y-OTSA101 が有用かを検討する事を目的とした。 

【実験方法】倫理委員会承認の元、当院で手術を行った子宮頸癌患者 84 例のホ

ルマリン固定パラフィンブロックから Tissue microarray を作成し、比較対象と

して正常子宮頸部 10 例、正常卵巣 10 例、子宮体癌 10 例、子宮肉腫 9 例のホル

マリン固定パラフィン包埋された組織標本を用いて免疫組織化学染色を行い
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FZD10 のタンパク発現を評価した。子宮頸癌細胞株 SiHa 細胞、HeLa 細胞、

Caski 細胞、C33A 細胞の FZD10 の mRNA 発現をリアルタイム PCR(qPCR)を

用いて評価した。さらに細胞表面での FZD10 の蛋白発現を flow cytometry を用

いて評価した。in vivo の実験として、マウスの皮下に子宮頸癌細胞株を移植し

た担癌マウスモデルを使用し、90Y-OTSA101（1.85MBq）投与群、90Y（1.85MB

ｑ）投与群、OTSA101 投与群、PBS 投与群の計 4 群間で腫瘍増殖を比較した。 

マウスを安楽死させた後、腫瘍を摘出し免疫組織化学染色を用いて FZD10、Ki67

の発現を評価した。 

【結果】免疫組織化学染色を用いた臨床検体における FZD10 の発現評価では、

正常子宮頸部、正常卵巣、子宮体癌、子宮肉腫で 3 例（30%）、1 例(10%)、2 例

(20%)、0 例(0％)であるのに対し子宮頸癌では 70 例(91%)で高い発現を認めた。

子宮頸癌細胞株において SiHa 細胞において最も高い FZD10 の mRNA の発現

を認め、また、細胞膜表面の FZD10 タンパクの発現が確認された。 

SiHa 細胞を皮下移植したマウスを用いた実験では、90Y-OTSA101 を投与し

た群で投与後 3 週間後に比較群から優位に腫瘍抑制効果を認めた（P=0.001）。 

また観察期間に各群での体重の有意差を認めなかった。 

摘出した腫瘍の免疫組織化学染色における FZD10 はいずれの群でも発現を

認めた。 
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【結論】本研究では子宮頸癌患者の臨床検体における FZD10 の高率な発現を確

認することができた。さらに子宮頸癌細胞株の担癌マウスに対して、90Y-

OTSA101 が抗腫瘍効果を示した。このことから放射性同位元素と結合した

FZD10 抗体による、子宮頸癌に対する放射免疫療法の可能性が示唆された。 
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2.緒言 

2-1. 子宮頸癌の疫学・診断 

子宮頸癌は乳癌に次いで多く報告される女性特有の癌である。先進国での子

宮頸癌の発生率と死亡率は過去 30 年間で低下しているが[1]、本邦では 1990 年

代後半より横ばいに推移していたが近年は増加傾向にある[2]。国立癌研究セン

ターがん対策情報センターの 2018 年の推定では、子宮頸癌の罹患数は約 11,200

人、死亡数は約 2,900 人とされ、20〜30 歳代で罹患率・死亡率が増加している。 

子宮頸癌は HPV との関連性が最も深く、HPV 発癌としての罹患者数が最も

多い。その 96%以上が高リスク HPV に関連し特に HPV16 型が陽性であること

が多く、HPV 感染は子宮頸癌の主な原因と考えられている[3]。我が国において

は HPV ワクチン接種の公費助成が 2010 年 11 月に開始された。しかしクチン

摂取後の副反応が多数報告されたことにより 2013 年 6 月から政府はワクチン

の積極的摂取の推奨を中止している。そのため HPV ワクチンの接種率は諸外国

に比べ低く、今後罹患者数の増加が予想される[4-6]。 

子宮頸癌の診断および進行期の決定は内診、コルポスコピー、組織生検、頸管

内掻把、子宮頸部円錐切除術、膀胱鏡、直腸鏡、CT、MRI などにより行われる。

以上の所見から臨床進行期分類は、一般的に FIGO 分類（ International 

Federation of Gynecology and Obstetrics）が適用され、治療前に決定される。 
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2-2. 子宮頸癌と放射線療法 

子宮頸癌はその進行期に準じて治療法が決定されるが、子宮頸癌は放射性感

受性が高く、放射線療法が標準治療に広く用いられている。一般的に初期ステ

ージ（Ⅰ、Ⅱ期）においては外科的治療が基軸となるが、根治的放射線療法は

手術療法に対する非劣勢を示し[7]、NCCN ガイドライン 2016 年版では、外科

的治療とともに同時化学療法も標準療法とされている[8]。[7]また手術適応の

ない進行子宮頸癌（Ⅲ、Ⅳ期）においては、放射線療法、ならびに同時放射線

化学療法が[9, 10]標準治療となる[9]。しかし放射線療法は局所的治療法であ

り、遠隔転移のあるⅣb 期においては適応とならない。つまり放射線感受性が

非常に高い癌腫にも関わらず、制御不可の病変がある際の治療は化学療法に限

定される。その結果 Stage Ⅳb 期の 5 年生存率は 20.8%と予後不良であり、新

たな治療法の開発が望まれる。 

 

2-3. 放射免疫療法 

近年 CD20 陽性の非ホジキンリンパ腫に対する新薬としてゼヴァリン®（イ

ブリツモマブチウキセタン）が用いられるようになった。この薬剤はマウス型

抗 CD20 モノクローナル抗体であるイブリツモマブチウキセタンにβ線を放射

する放射性同位元素のイットリウム（Y-90）で標識した薬剤である。[10, 
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11]。即ちこの薬剤は細胞障害性の高い放射性同位元素を抗体に結合させて投

与することで、標的となる細胞の極めて近位から放射線治療を行うことができ

る（図 1）。がん細胞の殺細胞能という観点から抗癌剤に比し放射線が優れてい

るものがあり、食道がんや本研究の対象疾患である子宮頸癌に代表される放射

性感受性の高い腫瘍に対しては、検査で捉えることのできない微小な遠隔転移

に対しても有効に細胞障害を与えることが可能である[10]。また放射性同位元

素は、標的の近傍の細胞にも放射線を照射する効果があり（cross fire effect）、

まだ抗原を発現していない近傍の癌細胞にも同様に照射することで抗腫瘍効果

を高めることが可能である点も長所と考えられている。このような治療を放射

免疫療法と呼ぶ。しかし、CD20 は B 細胞分化抗原であり、イブリツモマブチ

ウキセタンは固形腫瘍への応用は困難である。 

 

2-4. FZD10（Frizzled homologue 10） 

長山らの研究で、23 040 個の遺伝子からなる cDNA マイクロアレイを使用

して 47 個の軟部肉腫の遺伝子発現を分析したところ、Frizzled homolog10

（FZD10）が滑膜肉腫で非常に高いレベルで特異的にアップレギュレートされ

ることが発見された[12]。FZD10 は、Frizzled ファミリーのメンバーであり、

Frizzled ファミリーは、アミノ酸組成に基づいて分けられた 10 の異なる 7 回膜
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貫通型受容体で構成されている（図 2）。FZD10 タンパク質は、Wnt タンパク

質によって活性化され、細胞機能の調節に関与する細胞表面受容体である

[13]。 

また、既報では、胎盤以外の正常な臓器では FZD10 の蛋白発現は非常に低

い、もしくは認めないとなっており、FZD10 を標的とする治療薬における正常

細胞ないし組織への副作用が限定的である可能性を示唆している[14]。 

FZD10 の機能は完全には明らかになってないが、近年の研究では胃癌や結腸

直腸癌における進行期と相関するとの報告もあり[15]、また、細胞内で癌活性

化のメッセンジャーとして働く可能性があるとの報告もある[16]。 

 FZD10 はまた、小池らの研究では複数の子宮頸癌細胞株において FZD10 の

mRNA が高発現していることが報告されている[17]。 

 

2-5. OTSA101 

滑膜肉腫での FZD10 の発見に基づいて、FZD10 の N 末端細胞外ドメインを

標的とするモノクローナル抗体（MAb 92–13）が、滑膜肉腫の抗体療法の開発

に向けた最初のステップとして開発された[18]。In vitro では、MAb 92–13 は

細胞増殖に対して弱い拮抗作用しかなく、抗体依存性の細胞毒性および補体依

存性細胞毒性はほとんどなかった。MAb 92–13 をインジウム-111（111 In）で
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標識した試薬を、FZD10（SYO-1）が過剰発現している SS 腫瘍細胞の担癌マ

ウスに静脈注射すると 48 時間後に最大の蓄積を示したが、FZD10 陰性 SS 腫

瘍細胞には蓄積しなかった[18]。また、MAb 92–13 は、共焦点顕微鏡および

flow cytometry を用いた分析により、FZD10 に結合した後に腫瘍細胞に内在化

することが確認された[18]。イットリウム 90 で標識した実験では、イットリ

ウム 90 の高エネルギーのβ線がマウスに移植された FZD10 陽性の SS 腫瘍細

胞（SYO-1 細胞株）を照射し腫瘍を縮小させた。また重大な毒性は認めなかっ

た[18]。腫瘍進行までの時間の中央値は、治療群で 58 日、対照群で 9 日であ

った。 

これらの前臨床データは、滑膜肉腫細胞への放射免疫療法にあたり、FZD10

を標的とする新薬の可能性を示唆している[18]。 

オンコセラピーサイエンス株式会社は、FZD10 に対する高い親和性を示す抗

FZD10 抗体（OTSA-101）を開発し、さらにイットリウム 90 を標識させた

90Y-OTSA101 は滑膜肉腫患者に対し in vivo での試験で高い抗腫瘍効果を示

し、既にフランスにおいて PhaseⅠが終了している。重篤な合併症は報告され

ず、最も多くの Grade≥3 以上の有害事象としては一時的な血球減少に留まっ

た[19]。このことから FZD10 を標的とする放射免疫療法が滑膜肉腫患者にお

いて実現可能であることが示唆されている。 



10 

3. 目的 

本研究では子宮頸癌での FZD10 の発現を、臨床検体及び子宮頸癌細胞株を用

いて評価すること、放射免疫療法として 90Y-OTSA101 の子宮頸癌への効果に

ついてマウスを用いて検討する事を目的とした。  
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4. 材料と方法 

本研究は、日本大学医学部附属板橋病院倫理委員会の承認を得て行った。 

（承認番号：RK-170711-6） 

 

4-1. 子宮頸癌における FZD10 の発現 

FZD10 の発現を、パブリックオンラインリソースである Oncomine

（https://www.oncomine.org）にて確認した。Oncomine は 715 のデータセッ

トにおける 86733 サンプルにおける特定の遺伝子発現を評価出来るツールであ

り、今回は子宮頸癌を含む 16 癌腫が含まれる Bittner M らの microarray のデ

ータセットを用いた。 

 

4-2. Tissue microarray（TMA） 

当院で手術を施行された子宮頸癌 84 症例の病理標本のヘマトキシリン・エオ

ジン染色スライドを病理医と共に鏡検を行い、腫瘍の最も描出される位置を決

定した。テシューマイクロアレイヤー（KIN-1、東屋医科器械）を用い、ホルマ

リン固定パラフィン包埋ブロックの上記決定した部位より 5mm 径の組織片を

抜き出し、TMA を作成した。 

 



12 

4-3. 免疫組織化学染色  

子宮頸癌 TMA と比較対象として正常子宮頸部 10 例、正常卵巣 10 例、子宮

体癌 10 例、子宮肉腫 9 例の各臨床検体のホルマリン固定パラフィン包埋ブロ

ックより 4μm の切片を作成し、シランコーティングしたスライドグラスに貼

付しプレパラートを作成した。脱パラフィン、脱キシロールを行い、抗原賦活

化（pH9.0、100℃、30 分）を行った。一次抗体として抗 FZD10 抗体（オンコ

セラピーサイエンス株式会社より提供）、二次抗体として Histofine Simple 

Stain MAX PO(ニチレイ、東京)を用い、過酸化水素加 DAB 水溶液中で反応

物を可視化し、ヘマトキシリンによる対比染色を行い封入した。陽性コントロ

ールとして滑膜肉腫細胞株の SYO-1 細胞を、陰性コントロールとして結腸腺

癌の LoVo 細胞を使用した。判定は組織の 10%を超える染色を認めるものを陽

性と定義した。 

 

4-4. リアルタイム PCR 

細胞株における FZD10 の mRNA 発現を評価した。子宮頸癌細胞株として

SiHa 細胞、HeLa 細胞、Caski 細胞、C33A 細胞、陰性コントロールとして前

立腺細胞株 LiNCap 細胞の各細胞株より抽出した total RNA を吸光度プレート

リーダー(Thermo Fisher Scientific)で濃度計測し complementary DNA(cDNA)
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を合成した後、Applide Biosystem 7500standard Real-Time PCR 

System(Applide Biosystems)を用いてリアルタイム PCR 解析を行った。Primer 

set として Hs00273077_s1（Thermo Fisher Scientific）を用い、内因性コント

ロールはβ-アクチン  TaqMan Gene Expression Assays（Applied 

Biosystems、マサチューセッツ）を用いた。 

 

4-5. Flow cytometry 

細胞表面の FZD10 の蛋白発現を評価した。SiHa 細胞、HeLa 細胞、Caski 細

胞、C33A 細胞、陽性コントロールとして A14 細胞（FZD10 を導入した細胞

株：オンコセラピーサイエンス株式会社より提供）を 10cm dish に播種し処理

前に 37℃で一晩接着させた。 

細胞を回収した後、1 次抗体、2 次抗体を反応させ 4℃で 1 時間置いた後 

、BD FACS Verse(BD Bioscience)を使用して解析した。Flow Jo ソフトウェア

バージョン 10.0.7r2（Tree Star、Inc.、Ashland、OP、USA）を用いてデータ

分析した。 

 

4-6. 担癌マウスモデルの作成 

すべての動物実験は日本大学動物実験運営内規に則り、医学部動物実験委員
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会の承認の下で行った。（動物実験番号：AP19MED061-2） 

BALB-c nu/nu（雌、4 週）24 頭（三協ラボサービス株式会社、東京）からマ

ウスを購入し、無菌条件下で飼育した。無菌餌と水を自由に供給された。週齢 5

週のマウスに 5x106 個の SiHa 細胞を含む 0.1mlBPS をマウスの左側腹部に皮下

摂取し、腫瘍の生着をモニタリングした。 

 

4-7. 抗体放射性同位元素標識 

90YCl 溶液（パーキンエルマージャパン株式会社）を 1M 酢酸溶液（pH5.5）

と室温で 5 分間インキュベートした。標識率はセファデックス G-50(Sigma-

Aldrich)を用いた後、液体シンチレーションカウンターで線量を 3 回計測し確認

した。 

 

4-8. 90Y-OTSA101 による放射免疫療法 

細胞移植後 3 週間後にマウスをランダムに 4 群に分け（各グループ n=5）、そ

れぞれ PBS、OTSA101 単体、90Y 単体（1.85MBq）、90Y-OTSA-101(1.85 MB

ｑ)を含んだ PBS 溶液 1ml をマウスの尾静脈に静脈内投与した。腫瘍の体積の

推移をモニターするためにノギスを用いて毎週計測を行い、体積(mm3)=(長径)

×(短径)2 /2 の式を用いて計算した。相対腫瘍体積は治療開始前の体積で割った
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ものとして計算した。同時にマウスの体重を秤で計測した。人道的エンドポイン

トの観点から試薬投与後６週目までを観察期間とした。 

 

4-9. 摘出腫瘍の免疫組織化学染色 

各群における結果が腫瘍の FZD10 発現の有無の差によるものではないこと

を確認する目的で、６週目の各群のマウスから摘出した腫瘍を用いて免疫組織

化学染色を行った。またその時点での腫瘍の増殖能を比較するため Ki67 での

免疫組織化学染色を施行した。 

6 週間の観察後、炭酸ガスを用いてマウスを安楽死させた後、腫瘍を摘出し

ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを作成し、4μm の切片プレパラート

を作成した。FZD10 及び Ki67 の発現を免疫組織化学染色を用いて確認した。 

FZD10 の染色は上記プロトコールに準ずるが二次抗体としてヒストファイン 

マウスステインキット（ニチレイ、東京）を使用した。 

Ki67 の染色は脱パラフィン、脱キシロールを行い、抗原賦活化（pH6.0、

100℃、30 分）を行った。一次抗体として Anti-Ki67 抗体 [SP6] (ab16667)

（abcum、ケンブリッジ）、二次抗体として Histofine Simple Stain MAX PO(ニ

チレイ、東京)を用い、過酸化水素加 DAB 水溶液中で反応物を可視化し、ヘマ

トキシリンによる対比染色を行い封入した。 
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4-10. 統計処理 

グループ間の比較は Kruskal-Wallis 検定および Steel 法を用いた。P 値＜0.05

を有意差ありとした。 
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5.結果 

5-1. パブリックオンラインリソースでの FZD10 発現の評価 

FZD10 の mRNA 発現を、Oncomine を用いて評価した。Oncomine では

715 のデータセットにおける 86733 サンプルにおける特定の遺伝子発現を評価

でき、今回は子宮頸癌を含む 16 癌腫が含まれる Bittner M らの microarray の

データセットを用いた。16 癌腫における全 mRNA 発現の中央値で比較した

際、癌腫の中央値が全中央値を超える癌腫は 5 癌腫（膀胱癌、子宮頸癌、胃

癌、卵巣癌、膵臓癌）のみであり、その中でも子宮頸癌の FZD10 の発現は最

も高いものであった。（図２）。この事から、子宮頸癌において FZD10 が治療

標的となり得る可能性が示された。 

 

5-2. 臨床検体における FZD10 発現の評価 

続いて、実際の臨床検体を用いて FZD10 の発現の評価を行った。Tissue 

Microarray 及びパラフィン固定ブロック薄切切片を用いて、免疫組織化学染色

を行った（図 3a）。子宮頸癌検体の TMA 84 症例のうち 7 例は薄切切片の状態

が不適であったため除外し 77 症例を評価として用いた。子宮頸癌及び比較対象

の臨床検体における患者背景を表１に示す。子宮頸癌患者 77 例の平均年齢は

46.8 歳で、組織型は扁平上皮癌が最も多く 55 例、次いで類内膜癌が 13 例、粘
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液性腺癌が 5 例、神経内分泌腫瘍が 3 例、漿液性腺癌が 1 例であった。進行期

は StageⅠが 60 例、StageⅡが 17 例であった。StageⅢと StageⅣの症例が存在

しない理由は、子宮頸癌において StageⅢ以上の進行期には手術適応がなく、検

体を得る事が困難であったためである。また、正常子宮頸部及び正常卵巣の標本

10 例は子宮筋腫の患者から作成され、平均年齢は 53.9 歳であった。子宮体癌患

者 10 例の平均年齢は 54.8 歳で、組織型は類内膜癌が 7 例、漿液性腺癌が 3 例

であった。進行期は StageⅠが 1 例、StageⅡが 3 例、StageⅢが 4 例 StageⅣが

2 例であった。子宮肉腫患者 9 例の平均年齢は 58.8 歳であり、組織型は癌肉腫

が 8 例、子宮内膜間質肉腫が 3 例であった。進行期が StageⅠが 8 例、StageⅢ

が 1 例であった。 

FZD10 の免疫組織化学染色にて発現を認めた一例（図 3b, 3c）、および発現を

認めなかった一例（図 3d,3e）、および代表的な各サンプルでの免疫組織化学染

色の結果を示す（図 4）。子宮頸癌において全 77 例中、70 例(91%)に FZD10 の

発現を認めた。一方、子宮体癌で 2 例(20%)、子宮肉腫で 0 例(0％)であり、子

宮癌の中でも子宮頸癌に特異的に発現が高い事が伺えた。続いて正常組織につ

いて評価した。正常子宮頸部では 3 例（30%）、正常卵巣で 1 例(10%)のみに発

現を認めた（表２）。すなわち FZD10 は正常頸部および卵巣にも発現はわずか

に認めるものの、子宮頸癌に特に特異的に発現がみられる蛋白であるという事
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が本実験により明らかとなり、子宮頸癌に対する放射免疫療法を検討する際に、

適した治療標的となると考えられた。 

 

5-3. 子宮頸癌細胞株における FZD10 発現の評価 

続いて in vivo で用いる子宮頸癌細胞株を決定する目的で各細胞株の FZD10

発現を評価した。 

まずリアルタイム PCR を用いて各細胞株の FZD10 の mRNA 発現を評価し

た。陰性コントロールとして用いた前立腺癌細胞株の LNCap では FZD10 の

mRNA 発現を認めなかったのに対して、子宮頸癌株の SiHa 細胞、HeLa 細

胞、Caski 細胞、C33A 細胞においてはいずれも FZD10 の mRNA 発現を認め

た。その中でも特に SiHa 細胞において発現を認め、その発現は Caski の 1.7

倍、C33A の 2.9 倍、Hela の 4.7 倍であった。（図 5） 

続いて、抗体薬を検討する際、蛋白が細胞膜表面に存在する事を確認する必

要があり、Flow cytometry を用いて細胞表面の FZD10 タンパクの発現を評価

した。その結果、明らかな差を Flow cytometry にて検出出来た子宮頸癌細胞株

は SiHa でのみであった。（図 6）抗体薬を用いる際には細胞表面へ標的となる

蛋白が発現してる必要があり、以上のことから in vivo での検討に用いる細胞株

は SiHa 細胞とした。 
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5-4. マウスを用いた 90Y-OTSA101 の抗腫瘍効果の評価 

子宮頸癌細胞株の担癌マウスに対して、90Y-OTSA101 が抗腫瘍効果を示す

か検討した。OTSA101、つまり FZD10 抗体のみでは抗腫瘍効果を示さないこ

と、またイットリウム 90 の全身投与のみでは抗腫瘍効果を示さないことを示

す目的で、比較群として PBS 投与群、OTSA101 単体投与群、イットリウム

90 単体投与群の３群とし、90Y-OTSA101 含め 4 群で比較検討した。 

週齢 5 週のマウスに 5×106 個の SiHa 細胞を含む 0.1mlBPS をマウスの左側

腹部に皮下摂取し、腫瘍の発育を確認されたものに関し、3 週間後に PBS、

OTSA101 単体、イットリウム 90 単体、90Y-OTSA101 を投与した。 

90Y-OTSA101 投与にあたり投与前に OTSA101 と 90Y の標識率を確認し

た。セファデックス G-50(Sigma-Aldrich)を用いた後、液体シンチレーション

カウンターで線量測定を 3 回行いそれぞれ 96.7%、96.7%、96.4%であり、平

均が 96.6%であった。（表３）投与に当たっては 95%以上を投与条件とし、検

定 3 回全てにおいて基準を満たしたことを確認した。 

試薬投与において PBS 投与群、OTSA101 単体投与群、イットリウム 90 単

体投与群、90Y-OTSA101 投与群の 4 群、各 5 頭に振り分け、試薬をマウスの

尾静脈より投与した。その後腫瘍体積を算出し、試薬投与時点との腫瘍体積と

の比を記録した（図 8）。 
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投与後 3 週目において、試薬投与日からの腫瘍体積比は PBS 投与群で 4.3

倍、OTSA101 単体投与群で 4.7 倍、イットリウム 90 単体投与群で 3.4 倍であ

ったのに対し、90Y-OTSA101 投与群では 1.9 倍と 90Y-OTSA101 投与群にお

いて有意に腫瘍増殖が抑制されていた（P=0.001）。 

  投与後６週目においては PBS 投与群で 17.6 倍、OTSA101 単体投与群で

15.7 倍、イットリウム 90 単体投与群で 13.5 倍であったのに対し、90Y-

OTSA101 投与群では 7.0 倍と、以前として著明な腫瘍増殖抑制効果を認めて

いた。 

 

5-5. 体重推移 

90Y-OTSA101、及び OTSA101 またはイットリウム 90 がマウスに与える影

響及び体重推移を評価した。 

投与後 4 週目に 90Y 群の 1 匹が死亡した。下血、吐血等は認めず、死亡要因

は 90Y 投与によるものに起因せず、癌死の可能性が高いと考えられた。また、

観察期間中に各群において体重推移に優位差を認めなかった（図８）。このこ

とから 90Y-OTSA101、または OTSA101 やイットリウム 90 がマウスに体重減

少を来すような毒性は示さなかったと考えられた。 
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5-6. 摘出腫瘍の免疫組織化学染色 

 各群におけるマウスの腫瘍に FZD10 発現の有無を評価する目的で摘出腫瘍

の免疫組織化学染色を行った。また摘出時の増殖能を評価するため Ki67 の発

現も評価した。 

試薬投与後 6 週目でマウスを安楽死させ腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍の

FZD10 の発現を免疫組織化学染色を用いて評価したところ、すべて群において

FZD10 及び Ki67 の発現が確認された。 

実験後において各群の腫瘍の FZD10 発現量に差がなく、このことは Y90-

OTSA101 群において抗腫瘍効果を示したことが FZD10 の発現の差によるもの

でないことが示された。。また全ての群の Ki67 の発現は 6 週目の腫瘍において

腫瘍が増殖していることを示した。 
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6. 考察 

本研究から FZD10 をターゲットとした子宮頸癌への放射免疫療法の発展の

可能性を見いだせた。 

まず、子宮頸癌患者の臨床検体による免疫組織化学染色から、FZD10 の高率

な発現を確認することができた。それに対し正常子宮頸部、正常卵巣、子宮体癌、

子宮肉腫ではほとんど発現していないことも確認できた。 

次いで、子宮頸癌細胞株のリアルタイム PCR より、子宮頸癌細胞株の SiHa

細胞、HeLa 細胞、Caski 細胞、C33A 細胞で FZD10 の mRNA での発現が確認

でき、特に SiHa 細胞において最も高い発現が確認できた。そのうえで Flow 

cytometry の結果から SiHa 細胞における細胞表面の FZD10 タンパクの発現を

確認できた。 

SiHa 細胞を皮下移植したマウスを用いた実験では試薬投与 3 週間後に 90Y-

OTSA101 群において優位に腫瘍増殖抑制の効果が示唆された。以下その詳細に

ついて考察する。 

がん治療における化学療法や抗体療法において正常組織への障害を最小限に

することは常に求められる課題であり、前述した通り FZD10 は胎盤を除く正常

のヒト組織で発現が認められていない[17]。そのため治療ターゲットとしての

利用価値が高い。本研究において臨床検体における子宮頸癌に高頻度の FZD10
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発現を認め、正常組織は発現を認めないまたは低発現であった結果は既知の報

告と矛盾せず、子宮頸癌に対する新たな抗体療法の開発の可能性を示唆してい

る。そして放射性感受性の高い子宮頸癌の特徴と併せると FZD10 をターゲット

とする放射免疫療法は、今後発展し得る分野であることが確認できた。 

放射免疫療法を含め、抗体療法はターゲットとなるタンパクが細胞表面に発

現していることで効力を発揮する[20]。また膜貫通蛋白である FZD10 に結合し

た抗体は細胞内部へ取り込まれる。すなわち FZD10 の抗体試薬は細胞内へ蓄積

することが確認されている[18]。この特徴は放射免疫療法において細胞内部か

らの放射線照射を行うことができることを示しており、FZD10 を放射免疫療法

の治療標的とすることの利点である。そのため細胞表面の FZD10 発現は放射免

疫療法の効果を予測するのに特に重要な要素である。本試験において SiHa 細胞、

HeLa 細胞、Caski 細胞、C33A 細胞の 4 種の子宮頸癌細胞株の Flow cytometry

の結果では、SiHa 細胞において細胞表面の FZD10 発現を確認できたため in vivo

で使用する細胞株として適切と判断された。 

放射免疫療法では抗体試薬と放射性同位元素の標識を投与前に行う必要があ

り、イットリウムを用いた既存薬のイブリツモマブでは標識率 95%以上が投与

条件となっている[21]。本研究においても試薬投与直前に、OTSA101 とイット

リウムを標識させ、3 回の検定で平均 96.6%の標識率であったため試薬投与の条
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件を満たしたと判断できた。 

イットリウム 90 は半減期 64.1 時間の高エネルギーβ線放出核種である[22]。

イットリウム 90 を用いた放射免疫療法の研究はいくつかの癌腫において報告が

あるが子宮頸癌においての報告は極めて少ない。他の癌腫における研究では、本

研究と同量の 1.85MBｑで抗腫瘍効果を示すものや、3.7MBｑで効果を表すもの

など癌腫において様々である[23-28]。本研究において、SiHa 細胞を皮下移植し

たマウスでの実験では 90Y-OTSA101（1.85MBq）が投与された群では試薬投与

後 3 週間、他の群と比較し増殖速度を抑えることができたと考えられる。しか

し、4 週目以降は腫瘍増殖速度は緩徐に上昇傾向にあり、事実摘出腫瘍の免疫組

織化学染色にて細胞増殖の指標となる Ki67 は 90Y-OTSA101 群においても陽性

であった。このような 3〜4 週間程度に限定された腫瘍抑制は以前の研究におい

ても報告があり[26]、イットリウムの半減期が 64.1 時間であることからその際

の投与量では一時的な抗腫瘍効果に留まったことが推察され、線量や投与プラ

ンの変更で改良が期待できる点と考えられる。 

また緒言に示したように本研究は子宮頸癌Ⅳ期への応用が期待できると考えて

いるが、人体内における癌の進行の過程で FZD10 の発現強度が低下する可能

性や、本治療による FZD10 陰性のサブクローンが増殖する可能性は検討して

おらず、本研究の限界として今後の研究における課題と考えられる。  
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7. 今後の展望 

今回の研究では FZD10 を治療標的とした放射免疫療法として、腫瘍抑制効果

を呈することが確認することができた。腫瘍に抗体が集積していることを客観

的に評価すること、そして腫瘍縮小に足る抗腫瘍効果を得るための投与線量や

投与時期及び投与回数などの追従研究が今後期待される。さらに、この研究は最

終的に実臨床での使用を目標としており、この研究結果を基盤とした PhaseⅠの

臨床試験が計画できることを望んでいる。 

また、抗体療法はそのターゲットとデリバリーする物質により多岐に渡る発

展の余地がある分野である。抗がん剤を結合させた抗体試薬を今回の放射免疫

療法に併用させ、抗体療法としての同時放射線化学療法を行うことで効果を倍

増させる可能性もあれば、試薬を細胞内へ内在化させる物質を同時にデリバリ

ーすることで効果を飛躍的に上昇させる可能性もある。その組み合わせや新技

術との融合はあらゆる研究展開の余地があると考えている。 
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8. まとめ 

本研究では子宮頸癌患者の臨床検体における FZD10 の高率な発現を確認す

ることができた。さらに子宮頸癌細胞株の担癌マウスに対して、90Y-

OTSA101 が抗腫瘍効果を示した。このことから放射性同位元素と結合した

FZD10 抗体による、子宮頸癌に対する放射免疫療法の可能性が示唆された。

FZD10 をターゲットとした子宮頸癌に対する放射免疫療法の研究は報告がなく

今後の子宮頸癌の新たな治療開発の一端に貢献すると考えられる。 

  



28 

9. 謝辞 

本研究の機会を与えてくださりご指導ご鞭撻をいただきました日本大学医学

部産婦人科学系産婦人科学分野 川名 敬先生、終始親身なご指導を賜りました

池田 悠至先生に深く感謝いたします。また試薬提供、貴重な助言を頂いたオ

ンコセラピーサイエンス株式会社 原田 陽介氏、藤澤 淑子氏に感謝申し上げ

ます。病理学分野の指導及び助言をいただきました日本大学医学部病理学分野 

増田 しのぶ先生、西川 陽子先生に感謝申し上げます。動物実験の指導、RI 施

設の新規核種の使用申請及び飼育環境の新設に尽力いただきました日本大学医

学部総合医学研究所 高橋 理恵氏、谷口 由樹氏、渡部 和浩氏に感謝いたし

ます。本研究にご指導ご協力頂いた日本大学医学部産婦人科研究室 丸山 理恵

研究員、冨田 直子氏に心から感謝申し上げます。最後に本論文を完成するに

当たり協力していただいた友人、家族、そして家庭でのサポートをしてくれた

妻と子供に感謝いたします。 

 

10. 利益相反 

本研究はオンコセラピーサイエンス株式会社より同社開発の試薬の譲渡を受け

使用した。また同社より in vivo 研究における放射性同位元素物質の取り扱い操

作に関する指導を受けた。 



29 

11. 表 

表１：臨床検体の患者背景 
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表 2：免疫組織化学染色の陽性率 
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表 3：抗体試薬とのイットリウム標識率 
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12. 図 

図１：放射免免疫療法の作用機序 

（a） 

 

（b） 
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図２：FZD10 タンパク模式図 

     

https://www.creative-biolabs.com/fzd10-membrane-protein-introduction.html 

 

  

https://www.creative-biolabs.com/fzd10-membrane-protein-introduction.html
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図３：90Y-OTSA101 模式図 

 

 

https://www.oncotherapy.co.jp/ 

 

  

https://www.oncotherapy.co.jp/
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図４：オンラインデータベースにおける FZD10 の mRNA 発現 
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図 5：臨床検体の TMA 作成及び免疫組織化学染色 
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図 6：各組織の免疫組織化学染色 

 

       

子宮頸癌 
子宮頸癌 

子宮頸癌 

正常卵巣 

正常子宮頸部 

子宮肉腫 

子宮体癌 

低倍(×20) 高倍(×100) 
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図 7：リアルタイム PCR を用いた FZD10mRNA の発現の評価 
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図 8： flow cytometry を用いた FZD10 発現の評価 
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図 9：担癌マウスを用いた実験 
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図 10：放射免疫療法の効果 
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図 11：マウスの体重推移 
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図 12：摘出腫瘍の免疫組織化学染色 
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13. 図説 

図１：放射免疫療法の作用機序 

(a)放射免疫療法では抗体と放射性同位元素が結合している試薬を用いる。 

(b)放射性同位元素が結合した抗体試薬が標的に結合することで細胞の極めて近

位から放射線照射を行う。 

 

図２：FZD10 模式図 

FZD10 タンパク質は細胞機能の調節に関与する細胞表面の 7 回膜貫通型受容

体である。 

 

図３：90Y-OTSA101 模式図 

抗 FZD10 抗体である OTSA101 に放射性同位元素であるイットリウム 90 が結

合した構造をとる。 

 

図４：子宮頸癌における FZD10mRNA の発現 

FZD10 の各癌腫における発現をパブリックオンラインリソースである

Oncomine 用いて検索した。 

・（最大値、最小値）、誤差線（90 パーセンタイル、10 パーセンタイル） 
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図５：臨床検体の TMA 及び免疫組織化学染色 

図５(a)は 1 片５mm 径で作成した TMA のパラフィンブロック 

図５(b)(c)は FZD10 陽性例の検鏡写真（b：×20、 c：×100） 

図５(d)(e)は FZD10 陰性例の検鏡写真（d：×20、 e：×100） 

 

図６：各組織の免疫組織化学染色 

子宮頸癌（2 例）、正常子宮頸部、正常卵巣、子宮体癌、子宮肉腫の代表的な染

色画像を示す。子宮頸癌で FZD10 の高発現を認める。 

 

図７：リアルタイム PCR を用いた FZD10mRNA の発現の評価 

リアルタイム PCR により各種細胞株の FZD10mRNA の発現を比較した。Ct

値は初期閾値で決定し、サンプルの RNA 量は比較定量(ΔCT)を用いて評価し

た。 

 

図８：flow cytometry を用いた FZD10 発現の評価 

細胞表面の FZD10 蛋白発現を評価した。陽性コントロールの A14、子宮頸癌

細胞株の SiHa、HeLa、Caski、C33A を評価した。 

 



46 

図９：担癌マウスを用いた実験 

週齢 5 週のマウスに 5x106 個の SiHa 細胞を含む 0.1mlBPS をマウスの左側腹部

に皮下摂取する。細胞株移植 3 週間後に PBS 投与群、OTSA101 単体投与群、

90Y 単体（1.85MBq）投与群、90Y-OTSA1-101(1.85 MBｑ)投与群の４群に分

け、各種試薬を尾静脈より投与した。その後毎週ノギスを用いて腫瘍の大きさ

を計測した。 

 

図１０：放射免疫療法の効果 

各群の腫瘍体積の推移は試薬投与時の体積で割った比として表している。PBS

群（青線）、OTSA101 群（黄線）、90Y 群（緑線）、90Y-OTSA101 群（赤線）

を表し、誤差線は各群の最大値と最小値を表す。 

試薬投与日（赤三角）、＊（有意差あり）を表す。 

 

図１１：マウスの体重推移 

試薬投与日からのマウスの体重推移を表す。PBS 群（青線）、OTSA101 群（黄

線）、90Y 群（緑線）、90Y-OTSA101 群（赤線）を表し、誤差線は各群の最大

値と最小値を表す。 
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図 1２：摘出腫瘍の免疫組織化学染色 

マウスから摘出した腫瘍切片で免疫組織化学染色を用いて FZD10（×100）、

Ki67（×100）発現を評価した。 
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