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研究成果の概要（和文）：本研究では乳癌・肺癌の骨転移モデルマウスを作成し、癌の骨転移巣においてヒアルロン酸
が高発現し、その産生を抑えることと癌の骨転移が抑制されることを明らかにした。またヒアルロン酸合成抑制剤であ
る4-MUは、骨転移治療としてすでに実施されているゾレドロン酸、放射線と相乗効果を示し、癌骨転移巣を抑制するこ
とを明らかにした。また骨に転移した癌細胞だけではなく、その周囲に存在する正常な細胞もヒアルロン酸を合成して
癌の骨転移に有利な環境を提供していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established mouse bone metastasis model of breast and lung cancer, and revealed
 that metastatic lesion in bone had marked expression of hyaluronan in both malignant cells and stromal ce
lls including tumor-associated fibroblasts. 4- Methylumbelliferone (4-MU), an inhibitor of hyaluronan synt
hesis significantly suppressed the hyaluronan synthesis of breast and lung cancer as well as stromal fibro
blast, resulting in the suppression of metastatic lesion in bone. 4-MU also affected the cellular event vi
a suppression of hyaluronan synthesis, that co-localization of CD44, a cell surface receptor of hyaluronan
, ezrin, and actin was abrogated by 4-MU. 
 4-MU had synergistic inhibitory effects on the progression of bone metastasis, with zoledronic acid, a bi
sphosphonate, which is allowed to use for patients with bone metastasis in Japan. 4-MU also had synergisti
c effects with radiotherapy, a conventional anti-bone metastatic treatment.
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１．研究開始当初の背景 
(1) がん患者の多くが骨転移を発症し、疼痛、
病的骨折などでQOLを著しく低下することか
ら、がんの骨転移患者に対する侵襲の少ない
新規治療法の確立は急務である。 
 
(2) これまでのがん骨転移の研究は、がん細
胞のみに焦点をあてた解析、あるいは破骨細
胞の抑制を図る解析にとどまり、骨の微小環
境とがん細胞のネットワークに着目したも
のはほとんどない。我々は間葉系悪性腫瘍に
おいてヒアルロン酸の発現・機能抑制が抗腫
瘍効果を示すことを報告し、ヒアルロン酸を
ターゲットとした悪性腫瘍治療が可能であ
ることを見出した。ヒアルロン酸をターゲッ
トとした研究を進め、骨内の微小環境におけ
る他の細胞、分子とのネットワークの解明、
抗がん剤やビスフォスフォネート製剤、放射
線治療との相互作用、優位性が示されれば、
他に注目されていないメカニズムによる新
規治療法の開発につながる。 
 
２．研究の目的 
(1) 骨転移における骨組織構成細胞間ネッ
トワークとヒアルロン酸を中心としたマト
リックス分子の関連を明らかし、ヒアルロン
酸の骨転移に果たす役割を解明する。 
 
(2) 各種ヒアルロン酸制御法による骨転移
病変に対する治療効果の解析、および 4-MU
を中心としたヒアルロン酸阻害による抗骨
転移進展効果とビスフォスフォネート製
剤・抗がん剤・放射線治療との比較、併用効
果を解析する。ヒアルロン酸の合成を特異的
の阻害する薬剤である 4-MU、また新たな低分
子治療薬として期待される低分子糖鎖（ヒア
ルロン酸オリゴ糖）を中心として治療効果を
明らかにする。 
 
(3) がん細胞ではなく、細胞外マトリックス
をターゲットとしていることから、がんの種
類を超えて応用できる可能性がある。つまり
各種がんの骨転移への応用の可能性を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1) MDA-MB231 ヒト乳がん細胞株、Lewis マ
ウス肺がん細胞株を用いて、マウス脛骨骨転
移モデルを作製。ヒアルロン酸合成阻害剤で
ある 4-Methylumbelliferone （4-MU）の投与
により、ヒアルロン酸合成が抑制されるかの
評価を各種癌細胞および間質細胞である線
維芽細胞について評価した。また 4-MU の in 
vitro における各種癌細胞株に対する抗腫瘍
効果、間質細胞増殖に対する効果、in vivo
の骨転移モデルにおける骨転移巣抑制効果
を解析した。 
 
(2) 低分子ヒアルロン酸であるヒアルロン
酸オリゴ糖の、内因性ヒアルロン酸の抑制を

介した抗腫瘍効果について解析した。
MDA-MB231 ヒト乳がん細胞株を使用して、ヒ
アルロン酸オリゴ糖（4 糖、8 糖）と高分子
ヒアルロン酸の抗腫瘍効果を in vitro、in 
vivo にて解析した。 
 
(3) 骨転移の治療として臨床で使われてい
るゾレドロン酸と 4-MU を併用して、相加・
相乗効果を示すかの実験を実施した。Lewis
マウス肺がん細胞株を用いて、単層培養の in 
vitro 実験、マウス癌骨転移モデルを作成し
ての in vivo 実験を実施した。 
 
(4) 骨転移の治療として臨床で実施されて
いる放射線治療について、4-MU が増感作用を
有するかについての解析を実施した。Lewis
マウス肺がん細胞株を用いて、in vitro実験、
in vivo 実験で放射線治療と 4-MUの併用効果
を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) MDA-MB231 ヒト乳がん細胞株においてヒ
アルロン酸合成酵素 2 の発現は 4-MU 投与で
減少した。HA binding assay 解析結果で、4-MU
により有意に HA 合成量が低下した。4-MU は
細胞増殖を抑制し、アポトーシスを誘導した。
ヒアルロン酸－CD44 相互作用の下流にある
細胞内の Akt リン酸化は 4-MU により有意に
低下した。細胞運動能・浸潤能も 4-MU によ
り抑制された。また間質細胞としての線維芽
細胞 NIH3T3 細胞に対しても 4-MU はその運動
能・浸潤能を抑制した。マウスによる脛骨骨
転移モデルに対する in vivo の 4-MU 投与で
は、骨転移である脛骨融解病変の進行を有意
に抑制した（図 1）。In vivo の脛骨骨転移部
組織評価で、4-MU 投与により HA の蓄積はよ
り辺縁で抑制されていた。以上の内容は論文
発表した（Urakawa H, Nishida Y et al, Int 
J Cancer, 2012; 130: 454-466）。 

図 1. 4-MU により乳癌骨転移巣の進行は有意
に抑制された（Urakawa et al, Int J Cancer 
2012 より） 
 
(2) MDA-MB231 ヒト乳がん細胞株において、
HA10 糖は有意に細胞増殖・運動・浸潤能を抑
制したが、HA4 糖ではその効果を示さなかっ



た。HA4 糖、HA10 糖投与によりヒアルロン酸
合成酵素 2の発現は変化した。HA10 糖投与後
1 時間で Akt のリン酸化の抑制が起こり、そ
の効果は抗 CD44 抗体の前投与により減弱し
た（図 2）。In vivo において、HA10 糖の局所
投与により、脛骨骨転移巣の進行は有意に抑
制された。脛骨骨転移巣の組織学的検討では、
内因性の HA 蓄積が抑制されていた。以上の
内容は論文発表した（Urakawa H, Nishida Y 
et al, J Orthop Res, 2012; 30: 662-672）。 

図 2. Akt のリン酸化は HA10 糖投与により抑
制され、その効果は抗 CD44 抗体前投与によ
り減弱した（Urakawa H et al, J Orthop Res 
2012 より） 
 
(3) Lewis マウス肺がん細胞株およびヒト肺
がん細胞株（A549、SK-MES-1）に対して、ゾ
レドロン酸と 4-MU はそれぞれ単独で細胞増
殖・運動・浸潤能を抑制した。またゾレドロ
ン酸と 4-MU の供投与による効果を Calcucyn
ソフトウエアにより解析したところ相乗的
に細胞増殖・運動・浸潤能を抑制した。ゾレ
ドロン酸は単独でアポトーシスを誘導し、
4-MU はアポトーシス誘導効果を持たなかっ
たが、供投与により相加的にアポトーシスを
誘導した。ヒアルロン酸の細胞膜上受容体で
ある CD44 とその細胞骨格との連結を果たす
Ezrin の局在を細胞染色で評価したところ、
4-MU投与により2分子の供局在が阻害された。
In vivo 実験において、ゾレドロン酸と 4-MU
は相加的に骨転移巣進展抑制効果を示した
（図 3）。それとともにヒアルロン酸蓄積の抑
制および破骨細胞分化活性も抑制された（図
4）。以上の結果を論文発表した（Futamura N, 
Nishida Y et al, Clin Exp Metastasis 2013; 
30: 595-606）。 

図 3. Lewis マウス肺がん細胞マウス骨転移
モデルにおいてゾレドロン酸と 4-MU は骨転
移進行を相加的に抑制した（Futamura N et al, 
Clin Exp Metastasis 2013 より） 
 

図 4. Lewis マウス肺がん細胞マウス骨転移
モデルにおいてゾレドロン酸と 4-MU は骨転
移巣における破骨細胞分化を相加的に抑制
した（Futamura N et al, Clin Exp Metastasis 
2013 より） 
 
(4) Lewis マウス肺がん細胞株に対して放射
線（8Gy、1 回照射）と 4-MU はそれぞれ単独
で細胞増殖・運動・浸潤能を抑制した。4-MU
は細胞増殖・運動・浸潤能について放射線の
増感作用を示した。放射線によるアポトーシ
ス誘導が見られたが、その効果は 48 時間で
減弱したが、4-MU 投与によりアポトーシス誘
導が長時間にわたって見られた。細胞周期解
析では MUは G0/1 アレストを誘導し、放射線
は G2 アレストを誘導した。併用では強い G2
アレストを示した。In vivo の実験では、単
独投与でも骨転移巣進展抑制が見られたが、
併用により相乗的に抑制した。以上の結果は
2013 年アメリカ整形外科学会で発表した。 
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