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研究成果の概要（和文）： 

 ヒト骨肉腫細胞株を用い、細胞増殖に影響せず、浸潤能を抑制する miR-143 を同定した。

miR-143 を骨肉腫自然肺転移モデルマウスへ全身投与することにより、肺転移を抑制すること

を明らかにした。アレイ解析によるヒト骨肉腫細胞株における miR-143 標的遺伝子群探索の結

果、6遺伝子が候補としてあげられ、中でもマトリックスメタロプロテアーゼ 13(MMP13)が最も

蛋白レベルでの発現が抑制された。ヒト骨肉腫切除標本における miR-143 発現を real-time PCR

にて検索した結果、術後肺転移陰性群の 1.23 にたいし、陽性群では 0.61 と低値を示した。さ

らに、術後転移陰性の miR-143 高発現例では、腫瘍細胞における MMP13 発現が極めて乏しかっ

た。以上より、ヒト骨肉腫細胞における miR-143 発現低下による MMP13 発現増加を介した浸潤

能の促進が、骨肉腫の肺転移に関与することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 miR-143 was identified as an miRNA which suppressed invasiveness, but not cell 
proliferation, in a human osteosarcoma cell line, 143B.  Systemic injection of miR-143 
significantly suppressed lung metastasis of 143B cells in mice model.  Microarray 
analysis identified 6 genes as candidates of miR-143-target genes.  Moreover, matrix 
metalloprotease13 (MMP13) was mostly protein downregulated by miR-143.  Real-time PCR 
analyses using clinical samples revealed that expression of miR-143 was 1.23 in 
osteosarcoma patients without lung metastasis and 0.61 in those with lung metastasis, 
being lower in later than former.  Moreover, little expression of MMP13 was observed in 
osteosarcoma cases showing high miR-143 expression.  Taken together, these data 
indicated that the downregulation of miR-143 correlated with lung metastasis of human 
osteosarcoma cells by promoting cellular invasion via MMP13 upregulation. 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒト骨肉腫は、悪性腫瘍の 0.1％程度を占

める比較的稀な骨原発のがんであるが、その

７５％は１０代で発症し、小児に発生する特

徴を持っている。原発巣に対する治療は、外

科的切除と化学療法との組み合わせにより

おこなわれるが、その５年生存率は６０〜７

０％であり、３０〜４０％は、術後２〜３年

以内に肺転移を生じ、予後不良を示す。した

がって、骨肉腫の術後の肺転移を抑制するこ

とが、患者（特に小児患者）の予後の改善に

つながり、転移予防法の確立が望まれている。  

 本研究申請者は、これまでに 2種のヒト骨

肉腫細胞株(HOS, 143B)について検索し、in 

vitro において著しい増殖能の差をを示さな

いにもかかわらず、動物に接種した場合前者

は肺転移を生じないが、後者は高頻度に肺転

移を生じることを見い出してきた。143B 細胞

は HOS 細胞を v-Ki-ras によりトランスフォ

ームした細胞株であり、遺伝的背景が極めて

類似しているにも関わらず、転移能に関して

は明らかに異なる。両細胞株の性状を規定す

る遺伝子制御を明らかにするため、マイクロ

RNA(miRNA, miR)に着目し、両細胞株の miRNA

発現を miRNA microarray にて検索し、143B

（高転移株）にて発現が増加している miRNA 

19 種および低下している miRNA 9 種を同定し

た。 

 

２．研究の目的 

 ヒト骨肉腫肺転移を制御する miRNA を同

定し、その標的遺伝子群を明らかにするため

に、以下の３点について検討した。 

(1)前述した高転移株にて発現異常がみられ

る miRNA について発現量を補正することで

肺転移抑制効果を示す miRNA を明らかにす

る。 

(2)肺転移関連が示されたmiRNAの標的遺伝

子群を探索する。 

(3) 肺転移関連が示された miRNA およびそ

の標的遺伝子発現をヒト臨床材料を用いて

検索する。 

 

３．研究の方法 

 1)ヒト骨肉腫細胞の浸潤能を抑制し、増殖

能には影響しない miRNA の同定 

 miRNA microarray 解析により、143B（肺高

転移株）で発現が増加していた miRNA の

anti-miRNA を用い 143B Fluc へトランスフェ

クションした。一方、発現が低下していた

miRNA については、合成した miRNA を同様に

143B Fluc へトランスフェクションした。対

照コントロールとして、negative control 

anti-miRNA(anti-miR NC)あるいは negative 

control miRNA(miR-NC)を用いた。トランス

フェクション４８時間後の細胞を用い、浸潤

能および細胞増殖能について検索した。 

 2)骨肉腫細胞自然肺転移モデルにおける

肺転移抑制効果の評価 

 １）で同定した miRNA(miR-143)をアテロコ

ラーゲンを用い、骨肉腫細胞自然肺転移モデ

ルマウス尾静脈へ投与した。143B Fluc 細胞

をマウス膝関節内へ接種した翌日から３日

毎に 50μgずつ投与し、１週間ごとに IVIS

装置にて肺転移の有無を経時的に観察した。

４週間をエンドポイントとし、犠牲死させた

後、原発巣および肺を摘出し、組織学的検索

をおこなった。対照コントロールとして、

negative control anti-miRNA(anti-miR NC)

あるいは negative control miRNA(miR-NC)

を投与したマウスを用いた。 

 3)ヒト骨肉腫組織標本における転移関連

miRNA 発現と臨床病理学的因子との関連性の

検索 

 2)の検討から、骨肉腫細胞自然肺転移モデ



ルにおいて肺転移を抑制した

miRNA(miR-143)ついて、ヒト骨肉腫切除標本

における発現を Real-time PCR にて検索した。 

 4)in vivo にて転移抑制効果を示した

miRNA(miR-143)の標的 mRNA の検索 

 2)の検討から、骨肉腫細胞自然肺転移モデ

ルにおいて肺転移を抑制した

miRNA(miR-143)についてそれらの標的 mRNA

を検索した。miRNAは、RNA-induced silencing 

complex (RISC) に取り込まれた後、相補的

な配列を３’ 非翻訳領域にもつ複数種の標

的 mRNA に結合する。したがって転移を抑制

する miR-143 を 143B へトランスフェクショ

ンし RISC を免疫沈降法で分離精製後、RNA を

抽出（Ago2 IP 法）した。対照コントロール

である miR-NC トランスフェクションと比較

し、RISC 内への取り込みが増加した mRNA が

標的であることが強く示唆される。同時に、

ジゴキシゲニン標識した miR-143 を 143B へ

トランスフェクションし、抗ジゴキシゲニン

抗体にて免疫沈降 (LAMP 法)した。以上の異

なる 2種の方法にて回収された RNA をアレイ

解析にて検索し、共通する遺伝子の中から、

データベース上 miR-143 標的遺伝子と考えら

れているものあるいは細胞の遊走や浸潤に

関わる６遺伝子を絞り込んだ。絞り込まれた

遺伝子産物を蛋白レベルで検索し、miR-143

トランスフェクションにより 143B における

発現の減尐を確認した。さらに骨肉腫切除標

本（原発巣）における発現を併せて検索した。 

 
４．研究成果 

 in vitro の解析より、ヒト骨肉腫細胞株

143B にたいし、細胞増殖に影響せず、浸潤能

を抑制する効果を示す miRNA として miR-143

を同定した。さらにヒト骨肉腫細胞自然肺転

移モデルマウスを用いた解析より、miR-143

が肺転移抑制効果をもつことも見い出され

た。143B 細胞における miR-143 標的遺伝子群

探索のため、2 種の異なる miRNA 標的 RNA 回

収法（Ago2 IP 法＆LAMP 法）にて回収された

RNA をアレイ解析した結果、共通する 78 遺伝

子を検出した。さらにデータベース上

miR-143 標的遺伝子と考えられているものあ

るいは細胞の遊走や浸潤に関わる６遺伝子

を絞り込み、miR-143 導入により蛋白発現レ

ベルが最も低下した遺伝子としてマトリッ

クスメタロプロテアーゼ 13(MMP13)を同定し

た。ヒト骨肉腫切除標本 22 例を用いて原発

巣における miR-143 および MMP13 発現を解析

した結果、術後肺転移陰性群(n=15)における

miR-143 発現量が 1.23 であるのに対し、術後

肺転移陽性群(n=7)は 0.61 と低値を示してい

た。さらに MMP13 は骨肉腫原発巣腫瘍先進部

の腫瘍細胞に高率に発現していたが、

miR-143 高発現例では腫瘍細胞における

MMP13 発現率が極めて乏しかった。 

 以上より、miR-143 の全身投与によりヒト

骨肉腫細胞の動物モデルにおける肺転移抑

制効果を示すと共に、ヒト骨肉腫細胞におけ

る miR-143 発現低下が MMP13 発現抑制機構の

破綻を生じ、結果として骨肉腫細胞の浸潤能

の促進が肺転移と繋がる機構が示唆された。 
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