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研究成果の概要： 
前立腺癌の骨転移巣では、腫瘍細胞と宿主の間質細胞である骨芽・破骨細胞が相互作用し

骨転移巣が形成される。一方、MMPは腫瘍・間質相互作用で重要な役割を果たすことが
知られている。本研究では、どのMMPがどのように骨微小環境での腫瘍間質相互作用
に働くかを検討した。我々の開発した動物モデルを用い、ラット前立腺癌が溶骨・造骨性

変化を伴い増殖する組織像が観察される骨浸潤先進部と対照として非浸潤部からRNAを
抽出し、microarray解析した結果、浸潤先進部では、MMP7とMMP13が高発現してい
た。我々はMMP13に着目し、MMP13の免疫染色を行ったところ、ラットの骨芽細胞
が陽性であった。さらにMMP13を抑制するONO4817をラットに経口投与したところ、
骨浸潤先進部における活性型 TGFβの濃度が減少し、破骨細胞の誘導と溶骨性変化の抑
制が観察された。以上より、前立腺癌が増殖する骨微小環境では、潜在型 TGFβが骨芽
細胞由来のMMP13により活性化され、前立腺癌や破骨細胞に TGFβのシグナルが伝達
された結果、前立腺癌の骨転移巣が進展することが考えられ、MMP13は骨微小環境での
腫瘍・間質相互作用で重要な役割を果たすことが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 
前立腺癌の骨転移に対する治療標的の確立

は急務 前立腺癌は欧米諸国で 1,2 を争う死
亡原因であり、本邦でもその罹患率は年々上

昇している。前立腺癌による死因はその骨転

移によるものがほとんどであるものの、骨転

移に対する有効な治療法は確立されておら

ず、その治療標的分子の同定・治療法の確立

は急務である。 
 
骨微小環境で腫瘍細胞・骨芽細胞・破骨細胞

が相互作用する機構を解明できる動物モデ

ル 我々が樹立したラット前立腺癌細胞株

（PLS-P）を同種の F344雄ラットの頭蓋骨直
上に移植した結果、骨浸潤先進部では、ヒト

前立腺癌の骨転移巣を正確に反映した、造骨

性と溶骨性の両者の変化を伴う腫瘍が増殖

する組織像を観察できた。この動物モデルを

用い、骨微小環境である浸潤先進部とその対

照群として非先進部を比較することで、骨微

小環境に特徴的な腫瘍細胞のメカニズムを

検討することが可能となった。既に我々は、

骨浸潤先進部で高発現していた MMP7は、骨
芽細胞表面の receptor activator of NF-kB 
ligand (RANKL)を可溶化し、破骨細胞を活性
化することを明らかにした。  
 
溶骨性変化の進展に伴い骨基質に含まれる

TGFβが骨微小環境に放出される。 前立腺
癌の造骨・溶骨性骨転移巣は、腫瘍細胞と間

質にある骨芽細胞・破骨細胞の３種の細胞の

相互作用の結果、骨転移巣が形成される。腫

瘍細胞は、破骨細胞を活性化して硬い骨基質

を溶解させて、腫瘍が増殖するための空間を

形成させる。さらに骨基質中に大量に含まれ

る TGFβなどの増殖因子が放出されることに
より、腫瘍細胞がさらに刺激され、骨芽・破

骨細胞を活性化し、骨溶解がますます促進さ

れる(Fig 1)。 

 

骨微小環境では活性型 TGFβ濃度が高い 

骨基質から放出される TGFβは潜在型であり、
プロテアーゼにより活性型に変換された後

に、細胞膜の TGFβレセプターを介し下流分
子の Smad2がリン酸化され、シグナルが細胞
内へと伝達される。先の動物モデルを用いて、

浸潤先進部（骨微小環境）と非浸潤部におけ

る活性型および潜在型 TGFβの量をそれぞれ
測定したところ、活性型 TGFβは浸潤先進部
で非浸潤部に比べて高かったが、潜在型

TGFβ では差は見られなかった。さらにリン
酸化 Smad2 抗体を用いて免疫染色を行った
ところ、骨微小環境での陽性細胞の数は、非

浸潤先進部にくらべて有意に多かった。 

TGFβ を活性化する既知のプロテアーゼの

発現は低く、collagenase 3(MMP13)の発現

は高い 骨微小環境で TGFβを活性化するプ
ロテアーゼを検索する目的で、浸潤先進部と

非浸潤部から RNA を抽出し microarray を用
いて検索した結果、浸潤先進部では、plasmin
や chymaseといった TGFβを活性化する既知
のプロテアーゼの高発現はみられなかった。

我々は、非浸潤部に比べ浸潤先進部で高発現

する proteaseのうち rat collagenase 3 (MMP13)
に着目した。前立腺癌が増殖する骨微小環境

において MMP13 を分泌する細胞を検索する
目的で、ヒト MMP13 抗体を用いた免疫染色
を行ったところ、ラットの骨芽細胞が陽性で

あった。 



 
２．研究の目的 

これらの結果から、我々は、溶骨性変化に伴

って骨基質から放出された growth factorのう
ち最も多く含まれる TGFβに着目し、前立腺
癌の骨転移巣では、潜在型 TGFβが骨芽細胞
由来の MMP13 により活性化され、前立腺癌
や破骨細胞に TGFβのシグナルが伝達された
結果、前立腺癌の骨転移巣が進展すると仮説

を立てた。本研究では、骨微小環境での

MMP13 による TGFβ 活性化メカニズムを解
明し、MMP13 阻害による前立腺癌の骨転移
進展の阻止を示す目的で、in vivo において
MMP13 の作用を減弱すると、活性型 TGFβ
の量が減少し、骨転移巣の進展が阻止される

かどうか検討した。 
 
３．研究の方法 

ラット前立腺癌組織(PLS-P)を F344 雄ラット
の頭蓋骨に接して移植した。移植後、MMP 
inhibitor として ONO4817 を１週間に３回の
割合で、100mg/kg体重の濃度で投与した。 
移植後第 4週間で屠殺剖検し、頭蓋骨と腫瘍
を含めた組織を半割し、半分はパラホルム固

定をして、病理組織学的な検討に、もう一方

は腫瘍浸潤先進部(Tumor bone interface)、非先
進部(Tumor alone area)を切り出し、それぞれ
採取した。H.E.染色標本を作成し、画像解析
装置(IPAP 住化テクノス社)を用いて溶骨性
変化・造骨性変化の定量的な解析おこなった。

破骨細胞に特異的な TRAP 染色は、Acid 
Phosphatase kit (Sigma社)を用い、顕微鏡下で
破骨細胞・骨芽細胞の数を計測した。採取し

た組織片から、タンパク質を T-PER (PIERCE
社)を用いて抽出した。抽出液中のタンパク質
は Micro BCA Protein Assay Kit (PIERCE社)を
用いて定量した。また、抗 MMP13抗体（Santa 
Cruz社）を用いてWestern blottingを行なった。
substrate assay をおこなって、TB-interface お
よび tumor alone area における MMP13 の
activityを測定した。TGFβの組織中の濃度を
TGFβ ELISA assay kit(Bender Med Systems)を
用いて測定し、タンパク質 1mg あたりの

TGFβの量を算出した。 
 
４．研究成果 

(1) 骨微小環境における MMP13 活性の

ONO-4817 による特異的な抑制効果 

ONO4817は、MMP2, MMP3, MMP9, MMP13
を抑制することが知られている。一方、

TB-interface では、MMP7 および MMP13 が
up-regulationされ MMP2, MMP3, MMP9の発
現上昇は見られなかった。従って TB-interface
において ONO-4817は MMP13活性を抑制す
るが MMP7活性を抑制しないと予想される。 
これを確認する目的で MMP13 に特異的で切
断されると蛍光を発する基質を用いて、

TB-interface および TA-area における MMP13
の活性を測定した（substrate assay）。 

対照群のTB-interfaceにおけるMMP13の蛍光
量は時間経過に従い増大し、対照群の

TB-interfaceにおけるMMP13活性は高いこと
が示された。これに対し ONO4817 群の
TB-interfaceにおけるMMP13活性は時間経過
に従い増大したが、その上昇率は対照群に比

して 1/2 程度であった。また TA-area におけ
る MMP13 活性は対照群および ONO4817 群
ともに低く、Negative controlと同程度であっ
た(Fig. 2)。MMP13の発現量をWestern blotting
で検索したところ、MMP13 の活性化と同様
の傾向がみられた（Fig. 2）。さらに、MMP7
活性を同様の方法で検索したところ、対照群

およびONO4817群のいずれも TB-interfaceで
は高かったことから、ONO4817 は MMP7 の
活性を抑制しないことが明らかとなった

（Fig.2）。以上の結果から、TB-interfaceにお



いて ONO4817 は MMP13 を選択的に抑制す
ることが確認できた。 
 
(2) 溶骨性変化、造骨性変化に対する

ONO4817 の抑制効果 

実験期間中のラットの体重は、ONO4817群お
よび対照群とも差は見られなかった。腫瘍の

大きさは対照群では増大する傾向がみられ

たが ONO4817群では抑制され、実験第 34週
では有意な抑制効果が見られた。 
頭蓋骨の直上に移植した腫瘍組織を病理組

織学的に検索すると、対照群では頭蓋骨のほ

とんどが溶解し、腫瘍組織が脳周辺にまで増

殖する像が観察された（Fig. 3）。 
一方、ONO4817群では、腫瘍の増殖は弱く頭
蓋骨の破壊像は比較的弱かった。骨破壊像の

定量的解析では、骨破壊の程度は ONO4817
投与により有意に抑制されていた。

TB-interface 周辺に誘導された破骨細胞の数
も、ONO4817 投与により有意に抑制された。
さらに、造骨性変化および骨芽細胞の数も

ONO4817は有意に抑制した（Fig.3）。 
 
(3) 骨微小環境における細胞増殖に対する

ONO4817 の抑制効果 

次にTB-interfaceおよびTA-areaにおける前立
腺癌の細胞増殖活性にたいする ONO4817 の
影響を PCNA免疫染色で検索した（Fig. 4）。 
対照群の TB-interface では、多くの腫瘍細胞
が PCNA 強陽性であったが、ONO4817 投与
群の TB-interface では陽性細胞数は減少して

いた。TA-areaでは、対照群、ONO4817群の
いずれも陽性細胞数はまばらに観察された。 

これを定量化したところ、対照群の TB- 
interfaceでは、TA-areaに対して細胞増殖率は
優位に上昇していた。ONO4817 投与群の
TB-interfaceは、細胞増殖率は、有意に抑制さ
れていた。TA-area での細胞増殖率は ONO 
4817 による抑制効果は見られなかった（Fig. 
4）。 
 
(4) 骨基質由来のTGFβに対するONO4817

の作用 

骨基質由来の TGFβが、TB-interfaceにおいて
腫瘍細胞に作用し、増殖促進作用を示すこと

を、我々はこれまでに報告してきた。 
そこで、骨微小環境での腫瘍細胞に対し、

ONO4817 が増殖抑制作用を示したことが、
TGFβ と関連するかどうか検討するため、
TB-interface および TA-area における active 
form TGFβ と、total (active + latent form) 
TGFβ の量を定量した（Fig. 5）。 
active form TGFβ は、TA-area に比較して
TB-interface で優位に上昇していたが、
ONO4817により、有意に減少しており、active 
form TGFβ levelは PCNA陽性細胞率と同様の
傾向を示した（Fig. 5）。 
一方、total TGFβ levelは、TB-interface およ
び TA-area において対照群および ONO4817
群とも大きな差はみられなかった。 
従って TB-interface において、ONO4817 は
total TGFβ level は抑制せず、 active form 
TGFβ を抑制することが明らかとなった。 
これらの結果から、TGFβ が latent form から
active form へと活性化される過程に対し、

MMP13の抑制作用を持つONO4817が抑制す
ることが示唆された。 



 

 (5)まとめ 

我々は、前立腺癌の骨転移巣では潜在型 

TGFβが骨芽細胞由来の MMP13 により活性

化され、前立腺癌や破骨細胞に TGFβのシ

グナルが伝達された結果、前立腺癌の骨転

移巣が進展すると仮説を立てた。この仮説

を検証する目的で、我々の動物モデルを用

い、 MMP13 抑制作用を持つ ONO-4817 の溶

骨性変化および骨微小環境における腫瘍細

胞の影響を検索した。ONO4817 投与により、 

TB-interface における活性型 TGFβの量は

対照群に比較して、有意に減少した。また、

腫瘍細胞の細胞増殖、破骨細胞の誘導およ

び溶骨性変化も ONO4817 投与群で有意に

抑制されていた。これらの結果から、骨芽

細胞から分泌された MMP13 は、骨基質由来

の TGFβを活性化し、腫瘍細胞の増殖、破

骨細胞・骨芽細胞の誘導を促進することが

示唆された。さらに、骨微小環境における

ラット前立腺癌の増殖にプロテアーゼが重

要な役割を果たしていることから、ヒト前

立腺癌の骨転移巣において、 Protease 

Inhibitor が抑制効果を示すことが示唆さ

れた。 
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