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研究成果の概要（和文）：in vitroでは、骨肉腫細胞におけるCD81を抑制することで細胞増殖や細胞移動、浸潤
を抑制することが可能であった。さらにそのメカニズムとしてErk,JNK,p38およびAktのタンパク質を評価する
と，CD81を抑制した骨肉腫では明らかなErkとAktのリン酸化を抑制していた。また，細胞浸潤に関与するMMP2, 
MMP9,MT1-MMPの遺伝子発現を評価したところ、CD81を抑制した細胞ではそれらの発現が抑制していた。
in vivoでは,ヌードマウスを用いて腫瘍形成モデルと転移モデルを作製した。CD81をknock outした群で腫瘍形
成や転移は有意に少なかった。

研究成果の概要（英文）：In vitro, it was possible to suppress cell proliferation, cell migration and
 invasion by suppressing CD81 in osteosarcoma cells. Furthermore, Erk, JNK, p38 and Akt proteins 
were evaluated as their mechanisms. The phosphorylation of Erk and Akt in osteosarcoma was 
suppressed by CD81 knockdown. In addition, gene expression of MMP2, MMP9, MT1-MMP involved in cell 
invasion was evaluated. Their expression was suppressed in cells suppressed CD81.
In vivo, tumorigenesis models and metastasis models were generated using nude mice. Tumor formation 
and metastasis were significantly less in the group knocked out CD 81.

研究分野：骨・軟部腫瘍学

キーワード： 骨肉腫　CD81
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

骨肉腫は高悪性度骨腫瘍であり，小児や青年

期に好発する．集学的治療法の発達に伴い，

その予後は改善傾向であるが，肺転移がある

症例では依然予後不良である．近年，がん治

療で有効な分子標的薬が臨床応用されてい

るが，骨肉腫に対する有効な分子標的薬は臨

床応用されていない．一方，CD81 はテトラ

スパニンファミリーの一つで多くのがん種

において増殖および転移能に影響を与える

と報告されている．CD81 を抑制することで

骨肉腫を制圧できれば、生命予後の改善が期

待できる． 

 
２．研究の目的 

骨肉腫細胞におけるCD81発現を確認し，CD81

が骨肉腫の増殖や転移に与える影響を検討

することである． 

 
３．研究の方法 

今回の研究では骨肉腫細胞株を用いて，CD81

の発現を検討した．その後，CD81 発現を抑制

することで骨肉腫細胞株に与える影響を分

子レベルで評価した． 

①CD81 の発現と siRNA を用いた CD81 の抑制 

ヒト骨肉腫細胞(Saso2, MG63, 143B)および

ヒト骨芽細胞(hFOB1.19)における CD81 の発

現を real time RT-PCR 法および ELISA 法で

確認した．siRNA を用いて CD81 の抑制効果を

検証した． 

②CD81 を抑制下における骨肉腫細胞の増殖、

移動、浸潤能の評価 

ヒト骨肉腫細胞株(MG63, 143B)におけるCD81

を siRNA で抑制し増殖能を MTT assay で，移

動能を scratch assay で，浸潤能を invasion 

assay で評価した． 

③骨肉腫細胞における増殖、移動、浸潤能に

関与するタンパク評価 

CD81 を抑制することでヒト骨肉腫細胞株

(MG63, 143B)における Akt, Erk, JNK, p38

のタンパク発現を western blotting 法で確

認した．  

④ヒト骨肉腫細胞株 143B の CD81 knockout

細胞を作製し，in vivo における増殖および

転移能の評価 

CRISPR/Cas9 法を用いてヒト骨肉腫細胞株

143B における CD81 遺伝子を knockout させ，

ヌードマウスの皮下および尾静脈へ投与し，

増殖および転移の評価を行った． 

 
４．研究成果 

①CD81 の発現と siRNA を用いた CD81 の抑制 

 

 

 

 

 

 

 

 

ヒト骨肉腫細胞株およびヒト骨芽細胞株に

それぞれ CD81 は発現しており，特に 143B で

高発現していた(A, B)．siRNA を用いること

で CD81 の発現は抑制できた(C,D)． 

 

②CD81 を抑制下における骨肉腫細胞の増殖、

移動、浸潤能の評価 

 

 

 

 

 

 

 

MTT assay では MG63 および 143B 共に 72時間

で siCD81 を 導 入 し た 細 胞 の cell 

proliferation が有意に抑制された(A)．

scratch assay では，MG63 および 143B 共に

48 時間で有意に siCD81 を導入した細胞の

migration が抑制された(B)．さらに，

invasion assay でも MG63 および 143B 共に

48 時間で有意に siCD81 を導入した細胞の

invasion が抑制された(C)． 



③骨肉腫細胞における増殖、移動、浸潤能に

関与するタンパク評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

Akt および Erk のリン酸化は MG63 および

143B 共に明らかに抑制されていた．一方で，

JNK のリン酸化はやや増加傾向を認めた．ま

た，p38 のリン酸化は MG63 でほとんど認めな

かった．さらに 143B でも CD81 を特異的に抑

制することで，p38 のリン酸化への影響は認

めなかった． 

 

④ヒト骨肉腫細胞株 143B の CD81 knockout

細胞を作製し，in vivo における増殖および

転移能の評価 

 

 

 

 

 

 

骨肉腫細胞の皮下移植による皮下増殖モデ

ルを作製した．腫瘍増殖能は 143B (control)

群と比較してCD81をknockoutした143B (KO1

と KO2)群で有意に抑制されていた (A，B)．

20 日目に摘出した腫瘍の容積および重さは

それぞれ有意に KO1群および KO2群において

低かった (C,D)．さらに，尾静注後 28 日目

に肺を観察すると，control群と比較してKO1

群は明らかに肺転移数が少なかった (E)．目

視で転移数をカウントすると，KO1 群で有意

に転移数が少なかった (F)．HE 染色を行うと，

control 群は KO1 群と比較して明らかに微小

転移を多数認めた．また，control 群では血

管内の骨肉腫細胞が血管壁から肺実質内へ

浸潤する像を認めるのに対し，KO1 群では血

管内にとどまっており，血管壁から肺実質内

への浸潤は認めなかった(G)． 
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