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研究成果の概要（和文）：ヒト骨肉腫 cell line “143B” の核に GFP、細胞質に RFP が発現した 2

色の蛍光を有する 143B-dual を使用し、転移能の異なる複数の cell line を最初に樹立した。それ

らの細胞における uPA、PAI-1、TF の発現量を Eliza と PCR で確認し、uPA と PAI-1 が転移能

と強く関連している事が証明された。現在は 143B における uPA と PAI-1 の shRNA を行い、in 

vivo において転移能がどのように変化するかを観察する予定である。 

 

研究成果の概要（英文）：With use of human osteosarcoma cell line “143B dual color”, in which GFP is 

expressing in nucleus and RFP is expressing in cytoplasm, we first developed multiple cell lines that 

have multiple metastatic potential. In each cell line, we evaluated expression level of uPA, PAI-1, and 

TF by ELIZA and PCR. The result showed strong relationship between metastatic potential and 

expression of uPA & PAI-1. We have now performed shRNA of uAP & PAI-1 for 143B cell line. Then 

we will evaluate how metastatic potential change after suppression of uPA and PAI-1 in osteosarcoma. 
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１．研究開始当初の背景 

骨肉腫患者の循環血液中には多数の癌細

胞が流れ、そのうちごくわずかな細胞だけが

肺での接着に成功し転移巣を形成すると言

われている。しかし、どのような細胞がどの

ように肺に生着し増殖するのか、また細胞
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側・ホスト側のどのような因子がこの肺での

生着に関与しているかについては詳しく解

明されていない。 

 血液凝固因子（血小板やフィブリンなど）

や線溶因子（プラスミノゲンやウロキナーゼ

など）が悪性腫瘍の増殖や転移に強く関連し

ていることはこれまで多く報告されている。

我々も、線溶関連因子であるプラスミノーゲ

ン活性化因子インヒビタ－1 (PAI-1) やウロ

キナーゼ型プラスミノ－ゲン活性化因子

(uPA)の肉腫細胞における発現が肺転移発生

に強く関連していることを報告してきた 

(Tsuchiya H, et al. Anticancer Res. 1997

 

)。 また

これらの物質は、近年のがん幹細胞の研究で

も、その関連が注目されている。しかし、こ

れまでの研究ではこれらの因子が転移形成

の過程すなわち①原発巣から血管内への流

入②循環血液中での遊走③転移巣での接着

④血管外脱出や増殖のうち、どの過程に関連

しているかは解析が困難であった。 

２．研究の目的 

がん細胞を可視化して生体内で観察する

ことで悪性腫瘍の転移の過程を明らかにし

ようと、これまで我々はアメリカ・サンディ

エゴのアンチキャンサー社と共同で実験を

行ってきた。これまでに、緑色蛍光蛋白（GFP）

や赤色蛍光蛋白（RFP）で標識した癌細胞を

マウスに血管内注入あるいは移植すること

により、生きたマウスにおける癌の血行性転

移のダイナミックな各過程を高解像度の蛍

光顕微鏡を使用して連続的に且つ視覚的に

捉えることに成功している（Hayashi et al. 

Cancer Res 2007;67:8223, Yamauchi et al. 

Cancer Res 2006;66:4208）。また、これまで

非常に困難であるといわれてきた肺でのイ

メージングにも取り組み、生きたままで且つ

繰り返し肺を観察できるマウスモデルを確

立し、肺転移形成の過程を蛍光蛋白発現がん

細胞を用いて観察することに成功した 

(Kimura et al. J Cell Biochem. 

2010 ;109 :58-64)。 

このなかで、尾静脈から注射されたがん細

胞は肺の毛細血管に一旦塞栓し、そして肺へ

の接着に成功した僅かな細胞だけが肺に留

まること、その能力は細胞の種類によって大

きく異なることを可視化し証明した。これは、

がん細胞の肺に対する生体内接着アッセイ

とも言える実験である。また単一細胞レベル

での観察および核と細胞質が別の色で標識

されていることで、細胞の生死も確認できる。

これまで in vitroでしかできなかった接着ア

ッセイをin vivoで行うことを可能とした非常

に独創的なモデルであるといえる。 

 

このモデルを利用して、血液凝固・線溶関

連因子とがん細胞の肺への接着との関係を

検討することが本研究の目的である 

３．研究の方法 

(1) 異なる転移能を持った複数の骨肉腫 cell 

line の樹立 

今回使用するのは、ヒト骨肉腫細胞株 143B

である。この細胞株に関してはすでに核に

GFP・細胞質に RFP が発現した２色の細胞

（143B-dual ）を樹立しており、すぐにでも

使用できる。この細胞株をヌードマウスの尾

静脈に注射し実験肺転移を作成し、それを培

養細胞株に戻す in vivo 細胞継代を繰り返し

て、転移能の異なった数種類の 143B-dual を

樹立する。 

 

(2) 転移能の異なる細胞株での血液凝固・線

溶関連因子の発現・産生量 

血液凝固・線溶関連因子に関しては、これま



 

 

でにがんの転移と強い関連があると報告さ

れている PAI‐1・uPA・tissue factor;TF に注

目して研究を行う。転移能の異なった

143B-dual を樹立したのち、まずこれらをヌ

ードマウスに 2×106 個 尾静脈より注射し、

それぞれの肺転移形成能を確認する。また培

養細胞より RNA を抽出しそれぞれの因子の

mRNA の発現を real time quantitative PCR で、

培養液の上清からそれぞれの因子の産生量

を ELIZA 法で定量化し、その肺転移形成能と

の相関を調べる。この結果により、それぞれ

の因子が肺転移形成に対して促進・抑制、ど

ちらの方向に働いているかということが推

測できる。 

(3) shRNA による血液凝固・線溶関連因子の

ノックダウンと、生体内接着アッセイを用い

た血液凝固・線溶関連因子とがん細胞の肺へ

の接着との関連 

それぞれの因子と骨肉腫細胞の肺での接着

との関連を明らかにするため、shRNA で発現

がノックダウンされた細胞を作成する。前述

の実験で、それぞれの因子が高発現している

細胞株を選択し、shRNA でその発現をノック

ダウンする。ここでも RT-PCR および ELIZA

でその発現がノックダウンされているかを

確認する。次にそれぞれの因子が高発現して

いた細胞株とノックダウンした細胞株をそ

れぞれヌードマウスに 2×105 個 尾静脈より

注射し、注射直後および 24 時間後に肺の表

面に生存している細胞の数をカウントする。

24 時間後に観察する理由は、これまでの我々

の実験結果から、尾静脈より注射され肺に接

着し残存するがん細胞の数は、おおよそ 24

時間でプラトーに達するという結果を得た

からである。この結果より、それぞれの因子

が骨肉腫細胞の肺への接着を促進している

のか、抑制しているのか、何も影響を及ぼさ

ないのかという事が証明されるはずである。 

 

 

 

 

左：ヒト線維肉腫 HT1080-dual 2×105 をヌー

ドマウスの尾静脈に注射した直後の肺 

右：24 時間後の同一マウスの同一部位 

肺への接着に成功した細胞だけが残存して

いる。 

 

４．研究成果 

(1)まず、転移能の異なる骨肉腫細胞を数種類

樹立した。ヒト骨肉腫cell line 143B の核に

GFP、細胞質にRFPが発現した２色の蛍光を

有する143B-dualが作成済であったため、この

143B-dualをヌードマウスの尾静脈に注射し

実験肺転移を作成、それを培養細胞株に戻す

in vivo 細胞継代を行った。そこで樹立した

cell lineを143B-LM1とし、このcell lineを用い

てin vivo 継代を更に繰り返して行い、

143B-LM2, 143B-LM3, 143B-LM4 まで樹立

した。 

次にこれらの肺転移形成能を調べた。それ

ぞれのcell lineを1×106個ヌードマウスに尾静

注し、2週間後に肺を切除して、肺転移の個

数を蛍光顕微鏡を用いて定量化した。またヌ

ードマウスの脛骨に2×105個細胞を移植し同

所移植モデルを作成。移植4週後に同じよう

に肺を切除して、肺転移の個数を蛍光顕微鏡

を用いて定量化した。その結果、in vivo 継代

の数が増すごとに転移能が上がっていくこ

とを確認した。 

この結果から、転移能の異なる骨肉腫の細

胞株を4種類得ることができた。転移能が上

がるに連れて上昇していく分子や蛋白を見

つけることで、骨肉腫の肺転移の治療につな

がっていくと考えている。このcell lineは今回

の凝固・線溶因子の実験のみならず、他の因



 

 

子の解析にも使用することができる。また、

これらのcell lineすべてに蛍光蛋白が安定し

て発現していることも確認しており、転移能

の違いによる細胞動態の観察もsingle cell レ

ベルで可能である。 

(2) 樹立した転移能の異なる複数のヒト骨肉

腫cell line 143B, 143B-LM1, 143B-LM2, 

143B-LM3, 143B-LM4 を使用し, ELIZA法で

各cell lineの培養液上清に分泌された線溶関

連因子PAI-1, u-PA, TF の濃度を測定した。そ

の結果、転移能が上昇するにつれてPAI-1・

u-PAの濃度が上昇していた。TFに関しては転

移能と上清中の濃度に関して差は認めなか

った。またRT-PCRで各cell lineにおける線溶

因子のmRNAの発現を調べたところ、同様の

結果であった。 

(3) shRNAで最も転移能の高かった143B dual 

LM-4におけるPAI-1、およびuPAの発現をブ

ロックしたcell lineを作成し、その腫瘍形成能

・転移能を比較する実験を計画したが、

shRNAが軌道に乗らず、現在も実験を継続中

である。また同時に骨肉腫の同所移植モデル

を作成し、PAI-1およびuPAの中和抗体を投与

し、マウスの肺転移の発生および生存率に差

が出るかを確認していく予定である。 
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