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研究成果の概要（和文）：RFPを遺伝子導入したヒト前立腺癌細胞PC-3（PC-3-RFP）を用いた．In vitro実験と
して，PC-3-RFP細胞をGSK-3β阻害薬（SB216763，AR-A014418）で10日間刺激し，細胞のコロニー形成を評価し
たところ，GSK-3β阻害薬は濃度依存的に腫瘍を抑制していた．また，in vivo実験としてヌードマウスの脛骨に
PC-3-RFP細胞を注射することにより前立腺癌の骨転移モデルを作成し，GSK-3β阻害薬を腹腔内投与しところ，
腫瘍の蛍光面積，腫瘍の体積，腫瘍の重量は有意に抑制されていた．

研究成果の概要（英文）：The human prostate cancer PC-3 cells were genetically engineered to express 
RFP using a retrovirus. The cells were treated with SB216763 or AR-A014418 and evaluated by 
clonogenic assay. In the in vitro study, GSK-3β inhibitor inhibited proliferation of PC-3-RFP cells
 in a dose-dependent manner. PC-3-RFP cells in Matrigel were injected into the intramedullary cavity
 of the left tibia. One week after intratibial injection of cancer cells, the mice were treated by 
SB216763 or AR-A014418. GSK-3β inhibitors significantly reduced the fluorescent area of the tumor, 
tumor volume, and tumor weight. 

研究分野：腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
骨は悪性腫瘍の転移臓器として頻度が高く，
骨転移は病的骨折，疼痛，脊髄圧迫による神経
症状，高カルシウム血症など様々な問題を生じ，
患者の QOL を著しく低下させる．血液やリンパ
の流れにより癌細胞は体内のあらゆる臓器に到
達が可能であるが，転移巣が形成されるのは到
達した癌細胞のうちのごくわずかである．1889年
に Pagetは，癌転移巣の形成が癌細胞と標的臓
器の環境によって成立するという，「seed and soil 
theory」を提唱した．乳癌，前立腺癌は骨転移の
頻度が高く，そのことは骨髄環境が乳癌細胞，
前立腺癌細胞の生着，増殖，進展に適している
ことを示唆する．転移病変を形成するためには，
癌細胞が原発巣から遊走して循環系に進入し
（intravasation），循環系で生存，標的臓器に到
達し，脈管から抜け出して（extravasation）標的
臓器で増殖するといった多くの過程を要する．
腫瘍細胞が骨に到達して腫瘍を形成して増殖
するという過程をへて骨転移が進行する．近年
の基礎研究により癌骨転移の機序が明らかにな
り，ゾレドロネートやデノスマブなど近年の骨転
移治療の進歩に大きく貢献している．  
 これまでに我々は GSK-3β が骨肉腫モデルに
おいて腫瘍の増殖に関わること，GSK-3β 阻害
薬が骨肉腫に対して抑制的に働くことを in vitro，
in vivo実験で示してきた（Shimozaki S, 2017）．
また，GSK-3β を抑制することにより前立腺癌の
増殖が抑制されたことが報告されているが
（Mazor M, 2004），転移性骨腫瘍に対する
GSK-3β阻害薬の有効性については明らかで
はない．  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，GSK-3β 阻害薬が転移性
骨腫瘍に対してどのような作用を示すかを明ら
かにすることである． 
 
３．研究の方法 
ヒト前立腺癌細胞 PC-3 を用いた．レトロウィル
スを用いて赤色蛍光タンパク（Red fluorescent 
protein: RFP）を PC-3細胞に導入して赤色蛍光
タンパクを発現する前立腺癌細胞 PC-3-RFP を
作成した． 

In vitro実験として，1 × 103個の PC-3-RFP細
胞を 35mm のディッシュにまき，24 時間後に
GSK-3β 阻害薬である SB216763 または
AR-A014418で 10日間刺激した（10, 25, and 50 
µM）．PC-3-RFP のコロニーをメタノールで固定
し，クリスタルバイオレットで染色した．コロニー
の面積を ImageJ（National Institute of Mental 
Health, Bethesda, Maryland, USA）で評価した． 
生後 6～8 週の雄のヌードマウスの脛骨に骨孔
を作成し，マトリゲル（BD Bioscience, San Jose, 
CA）5 µlと 5 × 105個の PC-3-RFP細胞を骨孔内
に注射することにより前立腺癌の骨転移モデル
を作成した．腫瘍の成長について，1 週毎に
iBOX Scientia Small Animal Imaging System
（UVP, LLC, Upland, CA）により腫瘍の蛍光領域
を評価した．二次転移の評価として，5 週後に鼠

径リンパ節と肺を小動物用蛍光イメージング装
置 OV100 により観察した．統計学的解析には
analysis of variance (ANOVA)またはカイ二乗検
定を用い，p < 0.05を統計学的有意ありと判定し
た．統計解析には EZR（Saitama Medical Center, 
Jichi Medical University）を用いた． 
 
４．研究成果 

GSK-3β 阻害薬 AR-A014418，SB216763 で
10 日間刺激したところ，濃度依存的に増殖を抑
制していた．PC-3-RFP細胞をヌードマウス 36匹
の脛骨に注射し，1 週後にコントロール群（12
匹），AR-A014418刺激群（12匹），SB216763治
療群（匹）に分類した． 
 蛍光イメージングによりコントロール群のマウス
において腫瘍の増大を継時的に観察した．一方，
GSK-3β 阻害薬で治療したマウスでは腫瘍の増
殖が抑制されていた．5週後の蛍光領域はコント
ロール群で 160.9 ± 27.3 mm2，AR-A014418群
で 70.9 ± 6.9 mm2，SB216763群で 56.4 ± 11.1 
mm2 であった．腫瘍の体積はコントロール群で
1030.0 ± 227.6 mm3，AR-A014418群で 485.1 ± 
92.1 mm3，SB216763群で 414.3 ± 99.2 mm3で
あった．腫瘍の重量はコントロール群で 1.9 ± 0.3 
g，AR-A014418群で 0.8 ± 0.1 g，SB216763群
で 0.7 ± 0.2 gであった． 
 GSK-3βのリンパ節転移，肺転移に対する影響
の評価ではコントロール群8匹，AR-A014418群
7匹，SB216763群 6匹でリンパ節転移を観察し
た．また，肺転移をきたしたのはコントロール群
の 1 匹のみであった．リンパ節，肺への二次転
移については有意差を認めなかった． 
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