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研究成果の概要（和文）：　In vivo がん転移実験において、P2Y12 受容体拮抗薬であるクロピドグレル25 
mg/kg 投与群ではコントロール群と比較して、肺転移結節数が有意に減少したことから、P2Y12 受容体拮抗薬に
よる抗転移作用が動物実験で確認された。
　次に、in vitro 実験によりクロピドグレルは、がん細胞の浸潤能および遊走能を低下させることを解明し、
その機序として上皮間葉転換の指標であるVimentin発現量の減少が示唆された。一方、チクロピジンは、がん細
胞が浸潤する際に分泌するMatrix metalloproteinase-9 (MMP-9) 活性とMMP-2発現量を減少させた。 

研究成果の概要（英文）：   First, we demonstrated that orally administered Clopidogrel, a P2Y12 
receptor antagonist,  inhibited lung metastasis in mice intravenously injected with B16-BL6 mouse 
melanoma cells.
   To elucidate the mechanism of antimetastatic action of P2Y12 receptor antagonists, the effects of
 Clopidogrel and Ticlopidine on cell motility and invasiveness were measured by chemotaxis assay and
 chemoinvasion assay, respectively. Clopidogrel significantly reduced both cell motility and 
invasiveness in a dose-dependent manner. Ticlopidine also significantly reduced cell motility in a 
dose-dependent manner. Furthermore, Clopidogrel reduced the protein expression level of Vimentin, 
while Ticlopidine significantly reduced Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) activity and the protein 
expression level of MMP-2.

研究分野：腫瘍薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 高転移性の癌細胞は、原発巣から遠隔臓器
に血行性転移する際に、Adenosine 5’-di- 
phosphate (ADP) を分泌し血小板凝集を惹起
することで、癌細胞と血小板との凝集塊を形
成し、血管内皮に接着することで転移先臓器
内における血管外脱出の足場を築く。また、
血小板凝集塊を纏うことで血中免疫担当細
胞である単球や Natural killer (NK) 細胞
からの攻撃を回避する。したがって、血小板
の ADP 受容体の一つである P2Y12受容体を遮
断するクロピドグレルとチクロピジンは、抗
転移薬候補として有力であると考えられる。
また、放射線治療中の前立腺癌患者にクロピ
ドグレルを投与することで、延命効果が認め
られたという臨床試験報告も存在する（Choe 
K.S., Correa D., Jani A.B. and Liauw S.L., 
The use of anticoagulants improves 
biochemical control of localized prostate 
cancer treated with radiotherapy, Cancer 
116: 1820-1826, 2010）。 
 このように、クロピドグレルは臨床試験に
おいて癌患者に対する延命効果が報告され
てはいるが、延命効果に貢献するであろうと
予想される、その抗転移作用を実験的に証明
した論文は乏しく、とりわけ、応募者が熟練
している血行性肺転移モデルを用いた報告
は、見当たらない。 
 したがって、応募者は既に熟練している血
行性肺転移モデル(Yoshikawa N., Kunitomo 
M., Kagota S., Shinozuka K. and Nakamura 
K., Inhibitory effect of cordycepin on 
hematogenic metastasis of B16-F1 mouse 
melanoma cells accelerated by adenosine- 
5’-diphosphate, Anticancer Res 29: 3857- 
3860, 2009 にて報告済)を用いて、クロピド
グレルならびにチクロピジンの癌転移抑制
効果を検討しようという着想に至った。さら
に、これらの癌転移抑制効果を解明した後に
は、これも応募者が既に熟練している癌細胞
の化学浸潤能アッセイ  (Yoshikawa N., 
Nakamura K., Yamaguchi Y., Kagota S., 
Shinozuka K. and Kunitomo M., Effect of 
PKC412, a selective inhibitor of protein 
kinase C, on lung metastasis in mice 
injected with B16 melanoma cells, Life Sci 
72: 1377-1387, 2003 にて報告済)、あるい
はウエスタンブロッティングアッセイ 
(Yoshikawa N., Yamada S., Takeuchi C., 
Kagota S., Shinozuka K., Kunitomo M. and 
Nakamura K., Cordycepin (3’-deoxy- 
adenosine) inhibits the growth of B16-BL6 
mouse melanoma cells through the 
stimulation of adenosine A3 receptor 
followed by glycogen synthase kinase-3β 
activation and cyclin D1 suppression, 
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 377: 
591-595, 2008 にて cyclin D1の検出を報告
済) などを用いて、クロピドグレルならびに

チクロピジンの癌細胞への直接作用による
癌転移抑制効果の機序を分子生物学的に探
究した。 
  
２．研究の目的 
 
 P2Y12受容体を遮断することでADP誘発血小
板凝集を抑制するクロピドグレルとチクロ
ピジンは、抗血液凝固薬として汎用されてい
るチエノピリジン誘導体である。 
 このヒトへの安全性がある程度認められ
ている市販の抗血液凝固薬に着目し、これら
を新たに抗転移薬として臨床適用（効能追
加）するための基礎的研究として、血行性肺
転移モデルマウスに対するクロピドグレル
の癌転移抑制効果を検討した。 
 さらに、in vitro の実験系を駆使すること
により、クロピドグレルおよびチクロピジン
が血小板凝集抑制作用以外の機序、すなわち、
癌細胞に対する直接作用を介して癌転移を
抑制している可能性を分子生物学的に追究
した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 高転移性のB16-BL6マウスメラノーマ細
胞 1×105個を可移植性の C57BL/6NCr マウス
尾静脈内に接種 2週間後に、ウレタン麻酔下
で肺を摘出し、肺に形成された黒色の肺転移
結節をカウントした。クロピドグレルは、癌
細胞接種日から連続 2 週間、1 日 1 回経口投
与（いずれも経口投与後、肝で代謝を受けて
活性代謝物となるため）した。癌転移抑制効
果は、クロピドグレルを投与せず B16-BL6 細
胞のみを静脈内投与した対照マウスの肺転
移結節数に対する減少作用にて判定した。 
 また、抗血液凝固能は、マウスの尾部先端
から出血させて止血するまでの時間を測定
することにより判定した。 
 
(2) クロピドグレルとチクロピジンが血小
板凝集抑制作用以外の癌細胞への直接的な
癌転移抑制効果について in vitro の実験系
を駆使して解析した。すなわち、 in vivo に
おけるがん細胞の転移能を反映する浸潤能
と遊走能に対するクロピドグレルとチクロ
ピジンの影響を検討した後、浸潤能および遊
走能抑制作用を示す際の標的分子の解明を
分子生物学的に試みた。 
 また、上皮肝葉転換により癌細胞の浸潤能
や転移能が亢進していると報告されている
ことから、肝葉系細胞のマーカーであり、癌
細胞における上皮肝葉転換の指標として用
いられている Vimentin タンパク質発現量
に対するクロピドグレルとチクロピジンの
影響を検討した。 
 
４．研究成果 
 
 In vivo 癌転移実験において、P2Y12 受容



体拮抗薬であるクロピドグレル 25 mg/kg 投
与群ではコントロール群と比較して、肺転移
結節数が有意に減少したことから、P2Y12 受
容体拮抗薬による抗転移作用が動物実験で
確認された。この際、クロピドグレル25 mg/kg 
投与群では、有意な出血傾向が認められたた
め、in vivo 実験系における癌転移抑制効果
には P2Y12 受容体阻害を介する抗血液凝固作
用が関与している可能性が示唆された。 
 次に、in vitro 実験によりクロピドグレ
ルは、癌細胞の浸潤能および遊走能を、いず
れも濃度依存的に有意に低下させることに
より癌転移を抑制することを解明した。さら
に、その機序として上皮間葉転換の指標であ
る Vimentin 発現量の減少が示唆された。一
方、チクロピジンは、癌細胞の遊走能を濃度
依存的に有意に抑制させるとともに、癌細胞
が浸潤する際に分泌する Matrix metallo- 
proteinase-2 (MMP-2) 発現量を減少させた。
さらに、チクロピジンには MMP-9 活性を低
下させる作用のあることも示唆された。なお、
癌細胞の浸潤過程において重要な働きを示
す Integrin β1 発現量に対するクロピドグ
レルおよびチクロピジンの影響は認められ
なかった。 
 以上の研究成果より、経口投与後に肝で代
謝を受けて、血小板凝集抑制作用を示す活性
体となるクロピドグレルが in vivo および 
in vitro 実験系のいずれにおいても抗転移
作用を示すことが明らかとなった。とりわけ、
in vitro 実験系におけるクロピドグレルに
よる抗転移効果は P2Y12 受容体以外の別の標
的分子を介して発揮されている可能性が示
唆された。 
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