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研究成果の概要（和文）：乳がんは骨転移しやすい。乳がん細胞をマウスに移入して、骨転移系を確立した。骨転移巣
では、PGE産生が亢進し、骨吸収が亢進した。骨転移巣の骨破壊は4種のPGE 受容体の内、EP4選択的アンタゴニストの
投与により改善された。乳がん細胞と宿主の骨芽細胞を接着させると、PGE 産生と骨吸収が亢進した。従って、骨芽細
胞から産生されるPGEが乳がん骨転移巣における骨吸収を促すと考えられる。前立腺がんのマウスへの移入実験を実施
したところ、全身転移と骨転移を検出し、全身転移と骨転移ともに、EP4アンタゴニストの投与により改善した。骨転
移の治療薬としてEPs 作働薬の創薬展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Bone metastasis is a frequent occurrence in breast cancer patients, but little is 
known about the role of prostaglandin E (PGE) in the cancer. We established the model for bone metastasis 
of breast cancer in mice. When breast cancer cell (4T1) was injected in to tibia, severe bone resorption 
was detected in the metastasis area by micro-CT analysis. Bone resorption induced by PGE is mainly 
regulated by the signaling via EP4 receptor, one of the PGE receptor subtypes. The bone metastasis of 
breast cancer with increased bone resorption was abrogated by EP4 receptor antagonist in vivo. The 
cell-cell interaction with 4T1 induced PGE production in osteoblasts, suggesting that PGE-EP4 signaling 
may be critical for bone destruction in bone metastasis of breast cancer. Metastasis of prostate cancer 
PC-3 was detected in vivo, and both metastasis into various tissues and bone metastasis was clearly 
suppressed by the treatment with EP4 antagonist in mice.

研究分野：医歯薬学、薬学、生物系薬学、生化学、がんの骨転移

キーワード： 乳がん　骨転移　骨吸収　プロスタグランジンE　血管新生　固形腫瘍　イメージング解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
乳がんは骨に転移しやすく、骨転移巣は

散在性に発生して、予後を大きく左右する。
乳がん細胞（4T1）をマウスに移入し、骨
転移のモデル系を確立した。骨転移巣では
激しい骨破壊が起こることを検出した。こ
の知見を基盤とし、宿主細胞が産生する
PGE が乳がんの転移を制御するメカニズ
ムを解明する。また、PGE レセプター作
働薬（EP1～EP4 アンタゴニスト）により
PGE シグナルを遮断する創薬展開を進め、
転移抑制剤の開発を目指す。 
がんの増殖と転移には、宿主細胞が産生

する PGE が重要な役割を担うことを示し
てきた。また、メラノーマの骨転移巣や炎
症時における骨破壊には PGE が関与し、
PGE レセプター（EP1～EP4）のうち、
EP4 を選択的に阻害する EP4 アンタゴ
ニストの投与は骨転移を抑制することを報
告した（FEBS Lett. 581:565-571, 2007）。
我々は、乳がんが骨転移しやすいことに注
目し、乳がん細胞（4T1）をマウスに移入
し、骨転移モデル系を確立する。骨の 3 次
元 CT 解析により、骨転移巣における激し
い骨破壊を検出している。本課題では、乳
がんの骨転移解析、骨の 3 次元 CT 解析を
実施し、乳がんの増殖と転移における PGE 
の役割を解明する。さらに、EPs アンタゴ
ニストの投与効果を検証して、乳がん転移
阻止の創薬展開につなげたい。さらに、乳
がんと同様に骨へ転移しやすい前立腺がん
に着目し、その全身転移と骨転移について
も解析する。 
 
２．研究の目的 
 
乳がん細胞をマウスに移入し、骨転移モ

デル系を確立する。乳がんの骨転移におけ
る PGE の役割を解明し、選択的 PGE レ
セプター作働薬を駆使して転移治療薬の開
発につなげる。具体的な目的は以下の通り
である。 
（１）乳がん細胞（４T1）をマウスに移入
し、骨 3 次元 CT 解析・形態計測を駆使し
て、乳がんの転移評価系を確立する。さら
に、PGE 受容体である EPs のアンタゴニ
ストを駆使した創薬展開を行なう。特に、
EP4 アンタゴニストに着目した検討を実
施する。 
（２）乳がんの骨転移や腫瘍形成のメカニ
ズムについて、宿主の細胞が産生する PGE 
に着目し、がん細胞と宿主細胞の相互作用
を解析する。 
（３）乳がんのみならず、骨に高率に転移
する前立腺がんについて、マウスへの移入
実験を実施し、転移解析と創薬展開を実施
する。 
本研究により、がんの骨転移における

PGE の役割解明が進み、転移の治療薬と

して EPs 作働薬の創薬展開が進めば、が
んの克服への道が拓ける点で極めて意義深
い。 
 
３．研究の方法 
 
（１）乳がんの骨転移評価系における PGE
受容体 EPs アンタゴニストの有用性 
①骨転移評価系： 
マウス乳がん細胞(4T1)をマウス頸骨に

移入して骨転移巣モデルを確立する。移植
10 日後に頸骨を採取し、DEXA 法による
骨密度測定ならびにマイクロ CT を用いた
骨 3 次元解析を行なう。骨転移巣における
局所 PGE 産生・骨破壊・関連遺伝子の発
現も解析する。切片を作成して骨形態観察
し、転移巣の骨破壊と骨吸収を調べる。 
②EPs アンタゴニストの効能評価： 
上記の骨転移モデル系において、マウス

に EPs アンタゴニストを経口投与する。
PGE レセプター（EP1～EP4）の各 EP に
対するアンタゴニストを用いる。これまで
に、PGE の骨吸収作用は主として EP4 を
介して発現することを報告してきた。そこ
で、特に、EP4 アンタゴニストの有効性に
着目する。 
 
（２）乳がんの骨転移や腫瘍形成のメカニ
ズム解析 
①乳がん細胞への PGE の直接作用： 

4T1 細胞の培養系に PGE を添加し、4T1
細胞の増殖に対する PGE の直接作用を生
細胞数の計測および MTT アッセイにより
検討する。4T1 細胞に発現している PGE 
レセプター（EP1～EP4）について、
RT-PCR 法により発現の有無を解析する。 
②宿主骨芽細胞と乳がん細胞の相互作用： 
 4T1 細胞と宿主由来骨芽細胞の共存培養
を実施し、PGE産生をEIA法により計測、
COX-2, mPGES-1, RANKL の遺伝子発現
は RT-PCR 法により解析する。骨芽細胞に
発現している PGE レセプター（EP1～
EP4）について、RT-PCR 法により発現の
有無を調べる。共存培養に用いる 4T1 細胞
と骨芽細胞は、生細胞と固定細胞の両方を
用い、組み合わせ実験を実施する。 
③破骨細胞形成の解析： 
マウス骨髄細胞と骨芽細胞の共存培養を

実施して、破骨細胞形成を解析する。破骨
細胞は、酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ
染色により同定する。この培養系に、固定
した 4T1 細胞を共存させ、4T1 への接着が
破骨細胞形成を誘導するか否か、解析する。 
 
（３）前立腺がんの転移解析と創薬展開 
ヒト前立腺がん細胞（PC3）にルシフェ

ラーゼ遺伝子を導入し、マウス心臓に移入
する。経日的に全身への転移について、ル
シフェリン投与による発光検出により検討
する。全身発光検出と同時に、軟エックス



線解析も実施して、骨転移箇所の骨破壊を
検出する。発光検出で明らかとなった骨転
移巣を有する骨を採取し、マイクロ CT を
用いた骨 3 次元解析を行なう。切片を作成
して骨形態観察し、転移巣の骨破壊と骨吸
収を観察する。マウスに EP4 アンタゴニス
トを経口投与し、全身への転移における
EP4 アンタゴニストの効果について、発光
検出する。骨転移巣については、マイクロ
CT を用いた骨 3 次元解析、切片による骨
形態観察を行なう。 
 
４．研究成果 
 
（１）乳がんの転移評価系における PGE
受容体 EPs アンタゴニストの有用性 
①骨転移評価系： 

4T1 細胞をマウス頸骨に移入して骨転移
巣モデルを確立した。移植 10 日後に頸骨
を採取し、DEXA 法による骨密度を測定し
たところ、顕著な骨密度低下を認めた（図
１A）。マイクロ CT を用いた骨 3 次元解析
を実施したところ、4T1 細胞を移入した近
位において、顕著が骨破壊を認め、その骨
破壊は海綿骨のみならず皮質骨も破壊され
て薄層化を認めた（図１B）。骨転移巣の
骨・骨髄から RNA を採取し、破骨細胞分
化誘導因子（RANKL)の遺伝子発現を調べ
たところ、骨破壊が進行している骨では、
RANKLmRNA 発現が亢進しており、骨髄
液中の PGE レベルも高値を示した。 
②EPs アンタゴニストの効能評価： 

上記の骨転移モデル系において、マウス
に EPs アンタゴニストを経口投与した。
EP1～EP4 の各 EP に対するアンタゴニス
トを用いて、骨転移モデルへの改善効果を
比較したところ、EP4 アンタゴニストの投
与により、骨破壊の有意な改善を認めた。
EP4 アンタゴニストを投与したマウスで
は、乳がん細胞の骨における増殖が顕著に
抑制され、骨密度は有意に回復した（図１
A）。マイクロ CT を用いた骨 3 次元解析を
実施したところ、EP4 アンタゴニストを投
与したマウスの骨では、正常な海綿骨構造
を認め、骨破壊がほとんど起らなかった（図
１B）。 
 
（２）乳がんの骨転移や腫瘍形成のメカニ
ズム解析 
①乳がん細胞への PGE の直接作用： 

4T1 細胞の培養系に PGE を添加し、4T1
細胞の増殖に対する PGE の作用を検討し
た結果、0.01-1M の濃度範囲において、
濃度依存的に細胞数が増加した。RT-PCR
法により 4T1細胞に発現しているPGE レ
セプター（EP1～EP4）について調べた結
果、EP1 と EP4 の mRNA 発現が検出され
た。PGE の増殖促進効果は、EP1 アンタ
ゴニストにより部分的に抑制され、EP4 ア
ンタゴニストにより完全に抑制された。ま
た、細胞遊走能（マトリゲルアッセイ）も
PGE添加により促進され、その作用もEP4
アンタゴニストの併用添加により有意に抑
制された。 
②宿主骨芽細胞と乳がん細胞の相互作用： 
生存した骨芽細胞に固定した 4T1 を接

着させたところ、骨芽細胞からの PGE 産
生が顕著に亢進された（図２A）。生存した
4T1 細胞は PGE を産生するが、固定した
骨芽細胞との接着により、PGE 産生が有意
に上昇した（図２A）。これら培養系から
RNA を抽出し、RT-PCE 法により COX-2, 
mPGES-1 および RANKL の mRNA 発現
を調べたところ、生存した骨芽細胞に固定
4T1 を接着させることにより、COX-2, 
mPGES-1 および RANKL の mRNA 発現
がいずれも上昇し、PGE 産生亢進のデータ
の結果に一致した（図２B）。生存した 4T1
に固定した骨芽細胞を接着させる実験では、
COX-2とm PGES-1のmRNA発現が上昇
したが、RANKL は発現しなかった（図２
B）。 
③破骨細胞形成の解析：マウス骨髄細胞

と骨芽細胞の共存培養系において、固定し
た 4T1 細胞を接着させることにより、破骨
細胞の形成が誘導され、酒石酸抵抗性酸性
フォスファターゼ陽性の破骨細胞を確認し
た（図３）。この効果は、EP4 アンタゴニ
ストにより完全に抑制された（図３）。一方、
EP1 アンタゴニストはほとんど影響を示
さなかった。COX-2 阻害剤である NS398
により完全に抑制された。従って、4T1 細
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図１．マウス乳がんの骨転移巣における骨破壊



胞の膜上分子との接着により骨芽細胞で
PGE 産生が誘導され、産生された PGE が
RANKL 誘導を介して破骨細胞形成を亢進
すると考察される。 
 

（３）前立腺がんの転移解析と創薬展開 
ルシフェラーゼ遺伝子を導入した PC3

細胞をマウス心臓に移入し、経日的に全身
への転移を観察した。ルシフェリン投与に
よる発光検出した結果、転移巣では明瞭な
発光を検出した（図４A）。軟エックス線解
析も実施したところ、骨転移の転移巣を明

瞭に検出し、その転移巣では骨破壊が認め
られた。骨転移巣を有する骨を採取し、マ
イクロ CT を用いた骨 3 次元解析を実施し
た結果、転移巣では、激しい骨破壊が進行
し、皮質骨と海綿骨の両方で骨吸収による
骨量減少と骨穿孔が認められた（図４B）。
骨切片を作成して TRAP 染色による形態
観察を行なったところ、転移巣では、がん
細胞の増殖と骨吸収を認めた。この骨転移
に伴う骨破壊は、EP4 アンタゴニストの経
口投与により顕著に改善し、発光検出によ
る転移巣の数も減少し、骨破壊も認められ
なかった（図４）。 
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