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研究成果の概要（和文）：乳癌細胞・肺癌細胞を使用した in vitroおよびマウス乳癌骨転移モデ
ル を 作 成 し た in vivo 実 験 に お い て 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 産 生 を 抑 制 す る 4-MU
（4-methylumbelliferone）および内因性ヒアルロン酸の蓄積を抑制するヒアルロン酸オリゴ
糖は、有意な抗腫瘍効果と骨転移抑制効果を示した。4-MU についてはすでに他疾患で安全に
臨床応用されており、骨転移に関する in vivo の実験でも特に副作用が認められなかったこと
から、臨床応用可能な治療方法として期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：4-MU（4-methylumbelliferone）, an inhibitor for hyaluronan 
synthesis, and hyaluronan oligosaccharides, which has shown to suppress endogenous 
hyaluronan, effectively showed anti-tumor effect on breast and lung cancer. Moreover, 
these reagents significantly suppressed metastatic bone lesion of breast and lung cancer 
without serious complications. Together, 4-MU and hyaluronan oligosaccharides might be 
a promising novel therapeutic tools for metastatic bone disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍の増殖・浸潤・転移において、ヒ

アルロン酸の果たす役割が国内外から報告

されており、ヒアルロン酸をターゲットとし
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た治療の可能性を示唆している。また癌の骨

転移巣形成においてもヒアルロン酸の関与

が示唆されている。しかし、骨転移巣でのヒ

アルロン酸抑制による治療研究は報告され

ていなかった。 
 応募者は、悪性骨腫瘍においてヒアルロン

酸合成をアンタイセンスで抑制することに

よる抗腫瘍効果（Nishida Y et al, Exp Cell 
Res 2005）、ヒアルロン酸オリゴ糖によって
内因性ヒアルロン酸を抑制することによる

抗 腫 瘍 効 果 （ Hosono K, Nishida 
Y-corresponding author- et al, Am J Pathol 
2007）はヒアルロン酸を中心とする細胞外マ
トリックスの抑制を介することを解明・報告

した。これらは原発性悪性骨腫瘍に関した研

究であり、患者数、社会的ニーズを考えると、

続発性悪性骨腫瘍である癌の骨転移に対す

る治療法を研究することがより社会の医療

への要望に応えるものと考えられた。 
 上記のように、原発性悪性骨腫瘍に対する

ヒアルロン酸の抗腫瘍効果が解明され、一方

癌の骨転移巣形成においてヒアルロン酸が

必要であるとの報告により、癌の骨転移巣に

おいてヒアルロン酸を制御すれば保存的治

療法を確立できる可能性が高いと考え、本研

究を進めた。 
 
 
２．研究の目的 
骨転移を生ずる癌の中で臨床症例数が多く、

また再現性をもって癌の骨転移動物モデル

が確立されているのは乳癌である。本研究は

まず乳癌に焦点を当て、ヒアルロン酸を制御

することで骨転移巣をコントロールできる

ことを示し、最終的に手術治療の回避を目的

とする。また臨床上、癌の骨転移により QOL
低下が問題となる肺癌に関しては、新たに骨

転移動物モデルを確立し、実験を進める。 
 
(1) in vitro培養乳癌・肺癌細胞におけるヒア
ルロン関連分子の発現 
ヒアルロン酸合成酵素各アイソフォーム

（HAS-1, HAS-2, HAS-3）、ヒアルロン酸の
細胞膜上受容体(CD44)の発現解析 
(2) in vitro培養乳癌・肺癌細胞に対するヒア
ルロン酸抑制方法（以下の方法）の安定化 

ヒアルロン酸オリゴ糖投与、ヒアルロン酸合成

酵素の阻害剤である 4-methylumbelliferone(4-MU)
（Yoshihara et al, FEBS Lett 2005）の投与 
(3) in vitro培養乳癌・肺癌細胞におけるヒア
ルロン酸制御を介した抗腫瘍効果の評価 
常法に従い、細胞増殖、浸潤、転移能の解析 
(4) 乳癌・肺癌骨転移動物モデルにおけるヒ
アルロン酸抑制を介した治療効果 
安定した骨転移モデルを作成し、軟 X線によ
る画像評価、採取した組織による組織学的評

価、ヒアルロン酸の豊富な組織に対する副作

用の評価を行う 
また従来より骨転移に使用されているゾレ

ドロン酸との効果を比較検討する 
 
 
３．研究の方法 
(1) Preliminary  

乳癌細胞株（MDA-MB-231）、肺癌細胞株

（Lewis）におけるヒアルロン酸合成酵素

(HAS-1, -2, -3)の中でどのアイソフォーム

を発現しているかを確認する。またヒアルロ

ン酸の細胞膜上受容体（CD44）の発現解析。 

(2) 薬物投与による抗腫瘍効果解析 

 in vitro：単層培養した乳癌細胞株

（MDA-MB-231）に対してヒアルロン酸オリゴ

糖（低分子量）、あるいはヒアルロン酸合成

酵素阻害剤である

4-methylumbelliferone(4-MU)を投与して抗

腫瘍効果を MTT assay（増殖度）、soft agar 

assay（足場非依存性増殖）、matrigel 

invasion assay（浸潤能）、TUNEL 染色

（apoptosis）にて解析する。ヒアルロン酸

の合成・蓄積に対する効果はそれぞれ HAS に

対する quantitative RT-PCR、ビオチン化ヒ

アルロン酸結合タンパクを用いたヒアルロ

ン酸染色（immunocytochemistry）にて検討

する。 

 in vivo：マウスの脛骨近位に乳癌細胞

MDA-MB-231あるいは肺癌細胞Lewisを局所注

射することで骨転移モデルを作製する。注射

後 2‐4 週間で骨転移巣が形成されたことを

軟 X 線にて確認し、ヒアルロン酸オリゴ糖溶

液を局所投与する。またヒアルロン酸合成を

阻害する 4-methylumbelliferone(4-MU)を腹

腔内投与（全身投与）する。評価はⅰ：軟 X



線レントゲンにて骨融解度を、ⅱ：局所を切

除し、組織学的に解析する。 

 

 

４．研究成果 

(1) 乳癌細胞株（MDA-MB-231）におけるヒア

ルロン酸合成酵素(HAS-1, -2, -3)は HAS-2, 

HAS-3 が高く発現しており、ヒアルロン酸の

細胞膜上受容体 CD44 の発現も確認できた。

また骨肉腫細胞では細胞周囲マトリックス

形成が旺盛な実験系を使用したことから、こ

の乳癌細胞株での細胞周囲マトリックス形

成を検討したところ、ほとんど形成していな

かった。骨肉腫ではヒアルロン酸制御が細胞

外マトリックス形成阻害を介して抗腫瘍効

果を現すが、乳癌細胞ではこれとは異なった

メカニズムによって抗腫瘍効果を発現する

と予想された。同様の結果が肺癌細胞株

(Lewis)でも得られた。 

(2) 薬物投与による抗腫瘍効果解析 

in vitro：単層培養した乳癌細胞、肺癌細胞

両者に対して 4-MU あるいはヒアルロン酸オ

リゴ糖は、MTT assay（増殖度）、motility 

assay( 細胞の進展）、matrigel invasion 

assay（浸潤能)について抗腫瘍効果を示した。

ヒアルロン酸の合成・蓄積に対する効果はそ

れぞれ HAS に対する quantitative RT-PCR に

て解析し、乳癌細胞株においては HAS-2 が抑

制された、ビオチン化ヒアルロン酸結合タンパク

を用いたヒアルロン酸染色（immunocytochemistry）

では 4-MU、ヒアルロン酸オリゴ糖により効果

的に内因性ヒアルロン酸が抑制された。 

(3) 4-MU 投与による間質細胞への影響 

マウス線維芽細胞である NIH3T3 を使用して

4-MU の効果を解析した。4-MU は乳癌、肺癌

細胞だけではなく、線維芽細胞に対してもそ

の細胞運動性などの活性を抑制した。 

(4) ゾレドロン酸と 4-MU の抗腫瘍効果（肺

癌細胞に対する） 

ゾレドロン酸単独、4-MU 単独ともに抗腫瘍効

果を示した。併用により、相加効果が認めら

れた。 

(5) in vitro：肺癌の脛骨骨転移モデルを確

立した。 

乳癌、肺癌骨転移マウスモデルに対するヒア

ルロン酸オリゴ糖による骨転移巣抑制効果、

4-MU による骨転移巣抑制効果（図 A、B、C）、

ゾレドロン酸と 4-MU による併用効果が証明

された。同時にいずれの治療も内因性のヒア

ルロン酸蓄積を阻害していた（図 D、E）。ま

た 4-MU 使用による明らかな副作用は認めら

れなかった。を移植し、骨融解性の骨転移モ

デルを作製。技術的に安定したモデル作製可

能となった。 
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