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研究成果の概要（和文）： 
B16melanoma 細胞(Wild)の肺転移は、血液凝固の抑制度に従い減少した。凝固過抑制マウスで

の高肺転移株（Wa9）と野生型マウスでの高肺転移株(Co9)の樹立に成功した。DNA array にて

Wild、Wa9、Co9の遺伝子発現の比較、解析中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lung metastases was decreased depend on the inhibition of coagulation activity. 
Highly lung metastatic cell lines Wa9 and Co9 was successfully made using 
coagulation inhibited mice and wild mice, respectively. Analysis of expressed genes 
between Wild, Wa9 and Co9 by DNA array is currently in progress. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
癌の原発巣の処理がほぼ克服されつつある
今日、患者の死因において転移が占める割
合は非常に高く、癌転移のコントロールが
予後を規定するといっても過言ではない。
多くの研究者が指摘しているように、癌細

胞の転移と血液凝固における関連性は非常

に密接であり、癌細胞の組織因子の発現は、
多種の癌細胞の悪性度の指標の一つとして
知られてきた （Yamashita et al. J Surg 
Oncol. 2007, Kaido et al. 
Hepatogastroenterology. 2005, Nitori et 

al. Hepatogastroenterology. 2005）。組織
因子をはじめとする外因系凝固経路の活性
化は、最終的に細胞周囲にトロンビン、フ
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ィブリンの産生へとつながる。血液凝固因
子の癌転移に対する貢献は、主に血管壁へ
の接着から血管外への脱出までの転移形成
早期に集約され、トロンビン作用による癌

細 胞 の 接 着 、 運 動 、 浸 潤 能 の 亢 進 
(Nierodzik et al. J Clin Invest 1991, 
Asanuma K et al. Oncology. 2004, Nguyen 
et al. Oncogene 2005)、更にはフィブリン
による癌細胞の血管壁への持続的保持とい
ったさまざまな面から支持されている 

(Palumbo et al. Blood. 2000)。 そのた
め、抗血液凝固剤による凝固活性抑制、す
なわちトロンビンおよびフィブリンの産生
抑制は、癌細胞の血管外脱出を防ぐことで、
癌細胞を血管内に留めることができる。起
序は明らかでないが、循環系に入った癌細

胞は 24-48 時間で 90%は死滅するといわれ
ている(Glaves et al. Br J Cancer. 1983, 
Reid et al. Cancer Res. 1979)。そのため、
抗凝固剤の癌転移抑制効果は、臓器で捕捉
される癌細胞量の減少のみならず、血管内
循環癌細胞量の減少につながると考えられ、

in vivo による良好な結果が多数報告され
ている(Rossi et al. Journal of Thromb and 
Haemost, Mousa eta al. Thromb Haemost 
2006)。多くの抗凝固剤がすでに臨床上で使
用されていることから、抗凝固剤による癌
の転移抑制に対する応用は、非常に近い位

置にいる。にもかかわらず、現在臨床応用
されていないのは、癌研究の中での血液凝
固の分野はマイナーであること、また抗凝
固剤の直接的な殺癌細胞性がないこと、抗
凝固剤使用による転移好発臓器通過後の癌
細胞の全身への散布の可能性があることな

どが根底にあるためだと思われる。現在、
癌の転移抑制をターゲットにした抗凝固剤
の臨床応用を目指した検討はいまだなされ
ていない。 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は、１．抗凝固剤（ワーファ
リン）を用いた凝固活性の抑制の評価を
APTT (Activated Partial Thromboplastin 
Time), PT (Prothrombin Time) および INR 
(International Normalized Ratio) で行い、

この凝固活性評価値と癌細胞の肺転移との
相関を検討し、抗転移効果を目的とした抗
凝固剤の臨床応用へ向けての凝固活性の参
考値を決定する。 
凝固抑制マウスで肺転移をきたす高肺転移
株（Wa）を樹立し、コントロールマウスで

の高肺転移株（Co）および wild株との発現

遺伝子の比較、検討をする。肺転移時に血
液凝固にマスクされている遺伝子の発現を
増強させ、スクリーニングし、肺転移に関
連する新たな遺伝子の機能を検証、解明す

ることにある. 
 
 
３．研究の方法 
 
①ワーファリンを水に溶解し、飲水ボトル

にて 200 μg/100 ml、 250 μg/100 ml、 
300 μg/100 ml にて経口投与した。4日後、
マウス（C57BL6）から採取した血液の凝固
活 性 PT (Prothrombin Time) お よ び
INR(International Normalized Ratio)を測
定した。次に、ワーファリンを上記のよう

に４日間投与し、B16melanoma細胞（wild）
を尾静脈投与した。2 週後、マウスより肺
を摘出し、転移巣の数を評価した。 
②同様に、高濃度ワーファリンを水に溶解
し、飲水ボトルにて投与した。4 日後、マ
ウス（C57BL6）から採取した血液の凝固活

性を測定し、PT (Prothrombin Time)活性が
１％以下（INRは測定範囲外)であることを
確認後、B16melanoma 細胞（wild）を尾静
脈投与した。３週後マウスより転移形成の
ある肺を摘出し、肺転移巣より melanoma
細胞を分離、培養し、同作業を９回繰り返

し行った。また、野生型マウスに wildを尾
静脈投与し、３週後肺転移巣を採取し、同
様の作業を９回行った。 
 
４．研究成果 

ワーファリン投与後 4日目のマウスの血液

凝固能は、PT (Prothrombin Time)および
INR(International Normalized Ratio)で濃
度依存性に延長した(INR: 0.85 at control, 
2.04 at 200 μg/100 ml, 5.81 at 250 
μg/100 ml and 9.52 at 300 μg/100 ml)、
(PT: 9.4 at control, 17.5 at 200 μg/100 

ml, 48 at 250 μg/100 ml and 62.2 at 300 
μg/100 ml)。  



 

 

ワーファリンにより作成した凝固抑制マウ
スに対し、B16 melanoma 細胞を尾静脈注射
したところ、血液凝固抑制度依存的に肺転
移が抑制された (-58.8% at 200μg/100ml, 

-89.3% at 250μg/100ml, -98.6% at 
300μg/100ml vs. control)。 以上の 2
つの結果から、INR 値の増大にしたがって
肺転移が抑制されたと考えられた (-58.8% 
at INR 2, -89.3% at INR 6, -98.6% at INR 
10 vs. control)。 臨床での凝固抑制のコ

ントロール値は INR2-3 台であり、INR2 以
上にコントロールすることで、少なくとも
58.8％の肺転移を抑制することが期待でき
るという結果となった。 

INR10 以上の血液凝固抑制下では、９８％
以上の肺転移を抑制されるという結果は、
本実験系の肺転移には血液凝固因子がほぼ

必須であると考えられる。確かに血管内癌
細胞の肺血管の転移機構の解析には有用な
モデルであるが、血液凝固反応の関与が大
きすぎる可能性があり、血液凝固にマスク

されている肺転移に関連した因子の発現は
マスクされている可能性がある。そこで、
血液凝固のマスクされた因子の増幅を目的
として、ワーファリンで血液凝固能を過度

に抑制したマウスでの高肺転移株（Wa9）を
樹立した。まず、血液凝固抑制マウスに B16
を尾静脈注射し、３週後に肺転移巣を採取、

腫瘍細胞を分離培養した。同作業を 9回繰
り返し、凝固過抑制マウスにおける高肺転
移株 Wa9を樹立した。 
また、wildマウスに対しても同作業を 9回

繰り返し、wildマウスに対する高肺転移株
（Co9）を作成した。 
 
血液凝固にマスクされていると考えられる、
肺血管に着床するための癌細胞固有の因子
の発現は、Wa9で高く、Co9では低いことが

予想される。その因子をスクリーニングす
るため、現在 Wa9、Co9、wild B16 cellの
発現遺伝子をDNA arrayにて解析中である。 
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