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研究成果の概要（和文）：マウス肉腫モデルから摘出された肉腫サンプルを用いて、PAI-1の発現をqPCR法、免
疫染色法を用いて解析したところ、肉腫におけるPAI-1の発現が確認された。ヒト肉腫細胞株、およびヒト間葉
系幹細胞に対してPAI-1阻害剤を作用させ、増殖活性に対する影響を解析した。その結果、PAI-1阻害剤は肉腫細
胞株において、用量依存的に細胞増殖に有意な影響を与えること、ヒト間葉系幹細胞ではその活性が認められな
いことが明らかとなった。現在RNA-seq解析により、肉腫細胞に対するPAI-1阻害剤の分子制御メカニズムを解析
している。

研究成果の概要（英文）：When the expression of PAI-1 was analyzed using qPCR method and 
immunostaining method using the sarcoma sample removed from the mouse sarcoma model, the expression 
of PAI-1 in the sarcoma was confirmed. Pai-1 inhibitors were acted on human sarcoma cell cells and 
human mesenchymal stem cells to analyze their effects on growth activity. As a result, it was 
clarified that PAI-1 inhibitors have a significant effect on cell proliferation in the sarcoma cell 
system in a dose-dependent manner, and that the activity is not observed in human mesenchymal stem 
cells. Currently, RNA-seq analysis is employed to analyze the molecular mechanism of PAI-1 
inhibitors for sarcoma cells. 

研究分野：薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん剤が大半の骨軟部肉腫に作用し難いことは、肉腫治療における大きな課題である。また、高悪性肉腫の場
合は、肉眼的には完全に肉腫を切除できた場合でも、しばしば再発や転移が問題となり、このような症例は抗が
ん剤治療のみではコントロールができず、予後不良となる。このため、抗がん剤に代わるもしくは抗がん剤と併
用する新たな肉腫治療薬が希求されている。PAI-1阻害薬はがん幹細胞ニッチからの肉腫幹細胞の離脱を促進
し、抗がん剤の感受性を増強させる画期的な新規肉腫治療薬となる可能性があり、化学療法と併用することで、
再発および転移の抑制を十分期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

抗がん剤が大半の骨軟部肉腫に作用し難いことは、肉腫治療における大きな課題である。また、

高悪性肉腫の場合は、肉眼的には完全に肉腫を切除できた場合でも、しばしば再発や転移が問題

となり、このような症例は抗がん剤治療のみではコントロールができず、予後不良となる。この

ため、抗がん剤に代わるもしくは抗がん剤と併用する新たな肉腫治療薬が希求されている。肉腫

の増殖および転移のメカニズムはよくわかっておらず、そのため有効な治療薬の開発は著しく

遅れている。近年、パゾパニブ、トラベクテジン、エリブリンといった新たな薬剤が肉腫治療薬

として使用できるようになったが、肉腫特異的に抗腫瘍作用を発揮する薬剤ではないため、肉腫

に対する著しい効果を発揮期待するには至っていない。近年、がん組織の中には「がん幹細胞」

が存在することが明らかとなり、このような細胞は「がん幹細胞ニッチ」に守られているため、

抗がん剤に対する抵抗性を有し、再発や転移の原因となることが知られている。プラスミノーゲ

ン活性化抑制因子-1（Plasminogen activator inhibitor 1：PAI-1）は各種悪性腫瘍患者の血中

に高発現し、しかもその発現量は腫瘍の悪性度と正の相関を示すが、肉腫においてもその例外で

はない。PAI-1 は造血系に関与し、PAI-1 阻害薬が造血幹細胞を骨髄ニッチから離脱させ、細胞

分化を促進させることが報告されたが、この知見は、PAI-1 阻害薬が肉腫幹細胞をニッチから離

脱させ、肉腫に対する化学療法の根治性を高めるとともに、肉腫の再発および転移を抑制する可

能性を示唆する。PAI-1 は線維肉腫において PI3K/AKT を活性化して抗癌剤の攻撃から細胞を守

ることが報告されている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、PAI-1 阻害剤が直接腫瘍細胞に及ぼす作用を検証する。PAI-1 阻害剤による抗がん

剤作用増強の機序を明確にし、将来的には、肉腫を標的とした新しい治療コンセプトの非臨床に

おける検証（非臨床 POC の取得）を目指す。 

 

３．研究の方法 

・マウス肉腫細胞における内在性 PAI-1 の発現解析 

ペリサイト特異的に p53 欠損したマウス（NG2-cre;p53 floxed マウス）、および p53+/-マウスに

発症した肉腫組織を採取し、q-PCR および免疫組織学的に Pai-1 の発現を解析した。コントロー

ルとしてマウス骨格筋組織を用いた。 

・ヒト肉腫細胞における内在性 PAI-1 の発現比較 

ヒト肉腫細胞株 U2OS、ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞株 SaOS、ヒト骨肉腫細胞株 ANOS を 3 日

間培養の後、tRNA を採取し、PAI-1 発現を q-PCR にて比較した。 

・ヒト肉腫細胞における PAI-1 阻害剤 TM5484 の抗腫瘍効果の検証 

ヒト肉腫細胞における PAI-1 の機能を解析するために、U2OS、Saos-2 を培養し、PAI-1 阻害剤

TM5484 を高発現肉腫細胞と低発現肉腫細胞の増殖能、浸潤能を MTT アッセイにて比較し、PAI-1

が肉腫細胞の増殖に与える影響を検討した。コントロールとしてヒト滑膜由来の間葉系幹細胞

（以下 MSC）を使用した。 

 

４．研究成果 



【結果】 

・マウス肉腫細胞における内在性 PAI-1 の発現解析 

ペリサイト特異的に p53 欠損したマウス（NG2-cre;p53 floxed マウス）、および p53+/-マウスに

発症した肉腫組織の mRNA Pai-1 の発現は、同年代の野生型マウス骨格筋の Pai-1 発現とほぼ同

等であった。抗 Pai-1 抗体による免疫染色でも同様の染色性が認められた。 

・ヒト肉腫細胞における内在性 PAI-1 の発現比較 

ヒト肉腫細胞株 U2OS、Saos-2、ANOS から mRNA を採取して PAI-1 発現をｑ－PCR 法にて比較し

た。SaOS、ANOS と比較し、U2OS での PAI-1 発現が最も多かった。 

・ヒト肉腫細胞における PAI-1 阻害剤 TM5484 の抗腫瘍効果の検証 

 

U2OS、SaOS および MSC を培養し、1μM から 50μM の TM5484 を作用させた。MTT アッセイの結

果、TM5484 はほぼ容量依存的に U2OS、SaOS の増殖を抑制することが明らかとなった。一方 TM5484

は MSC の増殖は抑制しなかった。 

【考察】 

PAI-1 は肉腫細胞において正常細胞とほぼ同等に発現していた。PAI-1 阻害剤 TM5484 はヒト骨

肉腫細胞株の増殖を抑制したが、正常細胞であるヒト MSC の増殖は阻害しなかった。細胞株の種

類によって PAI-1 発現に差があったが、PAI-1 阻害剤の投与効果と PAI-1 発現量の相関は認めら

れなかった。現在、PAI-1 阻害による増殖抑制の分子メカニズムを特定するために、PAI-1 阻害

剤を作用させた細胞株、およびコントロールから tRNA を採取し、RNA-seq 解析を行っている。

PAI-1 阻害薬は抗がん剤の感受性を増強させる画期的な新規肉腫治療薬となる可能性があり、化

学療法と併用することで、再発および転移の抑制を十分期待できる。PAI-1 阻害薬と化学療法の

併用という新しい肉腫治療法の開発は、肉腫患者の生存率向上につながるだけでなく、他の腫瘍

の悪性化機構解明や治療薬開発においても波及的な効果をもたらすことが期待される。 

 

MTT assayの結果 左はヒト滑膜幹細胞、右はヒト肉腫細胞株 SaOS 

50uMの TM5484は SaOSの増殖を著しく抑制した 
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