
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

 平成 25 年 6 月 11 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  

本研究課題では、悪性黒色腫、乳がん、前立腺がんを骨へ高率に転移する株として確立、マウ
スへ移植して、骨転移と皮下固形腫瘍形成のIn vivo解析を実施した。PGEに依存した血管新生と
浸潤および骨転移に着目した解析において、PGEレセプター作働薬の内、EP4アンタゴニストが増
殖・血管新生・転移に対して有効性を示し、創薬展開の可能性を示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This proposal investigated roles of prostaglandin E (PGE) on the growth, angiogenesis, 
and bone lose associated with bone metastasis of cancer.  In the mouse models of tumor 
growth and bone metastasis, PGE produced by host cells is essential and EP4 antagonist 
suppresses the growth and metastasis of cancer in vitro and in vivo.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
がんの転移は術後の予後を左右する要因

として、克服すべき重要課題となっている。
研究代表者の宮浦は、がんの骨転移に着目し
て研究し、炎症調節因子であるプロスタグラ
ンジン E（PGE）ががんの転移や増殖を左右す
ることを見出した。特に、骨転移は骨破壊を
伴うが、PGE 合成の最終ステップを司る膜型

PGE 合成酵素(mPGES)欠損マウスを用いた研
究成果から、宿主細胞が産生する PGEが骨転
移と骨破壊を制御することを見出した。そこ
で、mPGES 欠損マウスを用いてメラノーマの
移入実験を行なったところ、mPGES 欠損マウ
スでは骨転移が軽微となり骨破壊も起こら
ず、肺への転移も極めて起こりにくいことを
見出した。したがって、がん細胞の転移巣の
形成と組織破壊、血管新生、骨破壊などの過
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程に宿主細胞が産生する PGEが必須因子なっ
ていると考えられる。 
本課題の開始にあたり、申請者は使用する

がん細胞として、メラノーマに加えて、乳が
んと前立腺がんに着目した。乳がんは女性の
がんとして若年齢から発症し、骨転移しやす
いことが知られている。一方、前立腺がんは
男性の癌として患者数が増加の一途を辿っ
ており、乳がんと同様に、骨転移しやすいこ
とが知られている。 
これら 3 種のがん細胞に着目して、その増

殖・浸潤・血管新生・骨転移と骨破壊につい
て、In vitro解析ならびに In vivo 解析を行
なう計画とした。研究に使用するがん細胞と
して、これまでに In vivo移植実験で骨転移
が確認できている、マウス B16 メラノーマ、
マウス乳がん細胞(4T1)、ヒト前立腺がん細
胞（LNCaP）を用いることとした。 
標的細胞にける PGE の作用は、4 種の PGE

レセプターサブタイプ（EP1～EP4）を介して
発現することが報告されている。申請者らは、
骨組織では、骨芽細胞が EP4を発現しており、
EP4 受容体を介したシグナルにより、PGE の
骨吸収作用が発揮されることを報告してき
た。そこで、本課題において、がん細胞の増
殖・浸潤・血管新生・転移における PGEの作
用がどの受容体を介するかを明らかにする
ために、EP1～EP4に対する選択的アンタゴニ
ストの影響を調べることとした。これにより、
有効性を示したアンタゴニストががんの転
移抑制を目的とする新たな創薬展開に発展
することを狙っている。 
 
２． 研究の目的 
 
(1) B16 メラノーマの腫瘍形成における宿主
由来 PGE の役割を解明するために、mPGES 遺
伝子欠損マウスを用いて、血管新生制御因子
の解析をすると共に B16 移植実験を行なう。  
 
(2)マウス乳がん細胞(4T1)を用いて、増殖・
浸潤・骨転移と骨破壊に及ぼす PGE の作用を
解明すると共に、EP1～EP4アンタゴニスト投
与による骨転移・骨破壊への治療効果を検証
する。 
 
(3) ヒト前立腺がん細胞（LNCaP）を用い、
ヌードマウスに移入して、高率に骨転移する
実験系を確立する。 
 
３． 研究の方法 
 
(1)固形腫瘍形成における宿主 PGE の役割 
①In vivo解析： 

mPGES 欠損マウスならびに野生型マウスを
用い、マウス背部に B16メラノーマ細胞を移
入し、固形腫瘍を形成させる。固形腫瘍の体

積を計測すると共に、血管新生について、
Angio Sense蛍光イメージングにより In vivo
解析する。 
②線維芽細胞による血管新生因子の産生： 
皮膚線維芽細胞を mPGES欠損マウスならび

に野生型マウスから採取して初代培養する。
繊維芽細胞に B16 細胞を接着させて、PGE 産
生を調べる。また、培養系に PGE を添加し、
血管新生促進因子である VEGF の産生を調べ
る。 
 
(2) 乳がんの増殖・浸潤及び骨転移・骨破壊 
① 乳がん細胞の増殖と浸潤の解析： 
マウス乳がん細胞(4T1)を培養し、その増

殖と浸潤活性を調べる。浸潤活性はマトリッ
クスを破壊して浸潤した細胞数を計測する。 
② 骨転移モデルと骨破壊： 

4T1 細胞をマウス頚骨に移入して骨転移巣
モデルを確立し、移植 8日後、頚骨を採取し、
マイクロＣＴを用いて、骨 3 次元解析を行な
う。骨転移巣における局所 PGE産生・骨破壊・
mPGES および COX-2 遺伝子誘導・血管新生に
ついて、In vivo解析を行なう。 
③ EP1～EP4 アンタゴニストの効能評価： 
上記の 4T1移入実験について、マウスに EP1

～EP4 アンタゴニストを皮下投与し、骨破壊
への有効性を評価する。 
 
(3) 前立腺がんの骨転移系の確立 
ヒト前立腺がん細胞（LNCaP）をヌードマ

ウスに移入し、骨転移が高率に発生する細胞
株を作製し、高転移実験系を確立する。 
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図1.  mPGES-1 欠損マウスにおけるB16細胞の
皮下腫瘤形成および血管新生の抑制作用



 

 

４． 研究成果 
 
(1) 固形腫瘍形成における宿主 PGE の役割 
①In vivo解析： 

がん細胞の固形腫瘍形成において、血管新
生は必須である。そこで、腫瘍形成における
血管新生について宿主由来の PGE産生の影響
を解析した。mPGES 欠損マウスならびに野生
型マウスを用い、マウス背部に B16 メラノー
マ細胞を移入し、固形腫瘍を形成させた。そ
の結果、宿主が PGE を産生できない mPGES 欠
損マウスでは、野生型マウスに比較して、B16
メラノーマの固形腫瘍形成が顕著に抑制さ
れた(図 1)。 
その血管新生を調べたところ、腫瘍の栄養

血管となる太い新規の血管形成が野生型マ
ウスの固形腫瘍で観察されたが、mPGES 欠損
マウスでは、形成された血管が少なく細いも
のであった。さらに、Angio Sense を用いた
蛍光イメージング法により、血管新生を解析
したところ、野生型マウスの腫瘍周囲では、
顕著なシグナルが観察されたが、mPGES 欠損
マウスでは、そのシグナルは軽微であった
(図１)。従って、腫瘍形成に必須な血管新生
には、宿主細胞が産生する PGEが関与してい

ると考えられる。 
 
②線維芽細胞による VEGF産生と PGE： 

皮膚線維芽細胞を mPGES欠損マウスならび
に野生型マウスから採取して初代培養した。
それら細胞に固定した B16細胞を接着させて、
PGE 産生を調べたところ、野生型マウス由来
細胞では、B16 との接着により PGE 産生が顕
著に増加した。一方、mPGES 欠損マウス由来
の皮膚線維芽細胞は、ほとんど PGE を産生で
きず、B16 との接着によっても変化しなかっ
た(図 2上段)。次に、皮膚線維芽細胞の培養
系に PGE 添加したところ、野生型マウス由来
の細胞では、血管新生因子である VEGF の産
生が上昇した。一方、mPGES 欠損マウス由来
の皮膚線維芽細胞では、VEGF の産生量が低く、
PGE 添加により上昇したが、野生型のコント
ロールレベルであった(図 2 下段)。従って、
宿主細胞ががん細胞に接着すると PGEを産生
し、その PGE は VEGF 産生を促して、血管新
生を促進すると考えられる。このカスケード
が mPGES欠損マウス由来細胞で低下している
ことは、宿主由来の PGEが腫瘍の増加に必須
な血管新生を制御していると考察される。 
 

(2) 乳がんの増殖・浸潤及び骨転移・骨破壊
における PGE の役割及び EP アンタゴニスト
の創薬展開 
①乳がんの増殖と浸潤における PGE 作用： 
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図2.  皮膚線維芽細胞のPGE2 産生における
B16 細胞共培養およびmPGES-1 欠損の影響

A.

B.

N
um

be
r o

f c
el

ls
 

( x
 1

05
) /

  w
el

l

*

#

1.2

1.3

1.4

0

#

* P<0.05 vs Control
# P<0.05 vs PGE2

A.

0

20

40

60

80

100

120

140

160

N
um

be
r

of
 in

va
de

d 
ce

lls
(%

 o
f c

on
tro

l)

**

# #

PGE2

Antagonist EP1 EP4

* P<0.05 vs Control
# P<0.01 vs PGE2

B.

図3. 4T1 の増殖、浸潤に対する PGE2 
およびEP1/EP4 アンタゴニストの影響



 

 

マウス乳がん細胞(4T1)を培養し、その増
殖と浸潤活性に対する PGE の影響を調べた。
その結果、4T1 細胞の増殖は PGE 添加により
有意に上昇し、EP1 アンタゴニストあるいは
EP4 アンタゴニストを併用添加すると、PGE
による増殖亢進が抑制された。4T1 細胞の浸
潤活性は、PGE添加により有意に促進された。
その効果は、EP1アンタゴニストあるいは EP4
アンタゴニストの併用添加により部分的か
つ有意に抑制された(図 3)。 
 
②骨転移モデルと骨破壊： 
4T1 細胞をマウス頚骨に移入して骨転移巣

モデルを確立し、移植 8日後、頚骨を採取し
た。マイクロＣＴを用いて、骨 3次元解析を
行なったところ、頚骨近位部の海綿骨が骨吸
収亢進により顕著に消失し、骨破壊が観察さ
れた(図 4)。骨転移巣では、局所 PGE 産生・
骨吸収像・mPGES および COX-2 遺伝子誘導が
観察された。 
 

③EP1～EP4アンタゴニストの効能評価： 
4T1 移入実験において、マウスに EP4 アン

タゴニストを皮下投与し、骨破壊への有効性
を評価した。マイクロＣＴ解析において、乳
がん細胞による海綿骨の破壊は EP4アンタゴ
ニストの投与によりほぼ完全に正常化して
おり、顕著な骨破壊抑制効果を示した(図 4)。 

 
(3) ヒト前立腺がん骨転移系の確立 
ヒト前立腺がん細胞（LNCaP）をヌードマ

ウスに移入し、骨転移と骨転移が高率に発生
する細胞株を確立した。転移巣では、顕著に

骨破壊が観察された。また、前立腺癌では、
乳がんの場合と異なり、移入する細胞数によ
っては、部分的に骨形成が促進される傾向が
認められた。  
 

(4)考察 
本研究課題ではメラノーマ、乳がんおよび

前立腺がんについて、その増殖・浸潤を培養
系で検討すると共に、血管新生と骨転移・骨
破壊について、マウス移入系 In vivo解析を
行なった。特に、PGE を産生できないマウス
として mPGES欠損マウスを用いた解析によっ
て、宿主細胞が産生する PGE の役割を解析し
た。その結果、当該マウスでは、腫瘍形成が
顕著に抑制され、血管新生因子 VEGF の産生
も低下していたことから、宿主が産生する
PGE ががんの増殖・転移に大きく影響するこ
とを明らかにした。 
 また、乳がんと前立腺がんはヒト症例にお
いて、骨転しやすく、骨破壊による骨関連事
象が予後悪化の要因となっている。本研究で
は、乳がんおよび前立腺がんを移入した骨組
織では顕著な骨破壊が起こること、乳がんに
よる骨破壊は EP4アンタゴニストの投与で改
善することを見出した。従って、EP4 アンタ
ゴニストが新たな転移抑制剤となる可能性
を示している。今後は、全身転移系において、
各種臓器への転移への有効性を評価する必
要がある。これらデータの蓄積により、EP4
アンタゴニストによる創薬展開が期待され
る。 
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