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研究成果の概要（和文）：系統的化学療法導入により原発性悪性骨軟部腫瘍(以後、肉腫)の予後は改善したが、
進行例の予後は極めて不良である。本研究では、肉腫細胞および、肉腫周囲の腫瘍間質細胞の中で、特に骨髄間
質細胞(Bone marrow stromal cells: BMSC)に焦点をあて、肉腫の新規治療法の開発をめざした。その結果、
Ewing肉腫とBMSCの異種細胞間接着や骨転移に、Cad-11が重要な役割を果たしている事、滑膜肉腫の分子標的薬
Pazopanib(PAZ)の耐性化にはErk情報伝達系が関与し、Erk阻害剤によりPAZ耐性が克服されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The clinical prognosis of localized malignant bone and soft tissue tumors 
are improved by systemic chemotherapy. However, the prognosis of the advanced cases of those tumors 
remains dismal. In this study, we investigated the roles of bone marrow stem cells (BMSC), as well 
as tumor cells, in the tumor biology of malignant bone and soft tissue tumors. We found that, in 
Ewing's sarcoma, cadherin-11 on BMSC regulated the bone metastasis of Ewing's sarcoma cells. We also
 proved that, in synovial sarcoma, the activation of Erk pathway was critical for the drug 
resistance for pazopanib, a multi-kinase inhibitor.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
 
骨肉腫(Osteosarcoma: OS), Ewing肉腫(Ewing's 
Family of Tumor: EFT)などに代表される肉腫
は、若年者に好発する極めて悪性度の高い腫
瘍である。近年の系統的化学療法導入により、
飛躍的な生存率の向上が得られているが、化
学療法の奏功しない例、遠隔転移を来した症
例(進行例)では、集学的治療にも関わらず依
然予後は極めて不良で、臨床上大きな問題と
なっている。 
我々は 1980 年代より、肉腫の悪性化進行

機序について系統的に解析を行ってきた。こ
れまでに OS、EFT、軟骨肉腫における化学療
法への耐性化機序を解明し、新規治療法の開
発を行うと同時に、転移の重要性にも以前か
ら注目し、肉腫細胞の基底膜浸潤・転移機序
についての検討を継続している。 
 腫瘍組織は腫瘍細胞に加え、血管内皮細胞、
炎症細胞 (Tumor associated macrophage:TAM)、
線 維 芽 細 胞  (Carcinoma associated 
fibroblast:CAF)といった間質細胞が存在し、そ
れらを取り巻く細胞外基質からなる腫瘍間
質が、腫瘍細胞と複雑に相互作用することで、
その悪性化が修飾される(図 1)。我々は、TAM
と EFT 細胞が相互作用し EFT 細胞の増殖や
浸潤能を亢進させることを世界に先駆けて
報告している。 (Fujiwara et al. Am J Path 
2011）また、間質細胞のなかでも、骨髄内の
主要な間質細胞である骨髄間質細胞(Bone 
marrow stromal cells: BMSC) は、様々な
Growth factor を産生することや、白血病細胞
の薬剤耐性化、幹細胞性維持などに関与して
いることが報告されている。しかしながら、
BMSC の肉腫の転移、薬剤耐性化などに果た
す役割については基礎研究、臨床研究ともに
ほとんど知見がない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、肉腫周囲の腫瘍間質細胞の中で、
特に骨髄間質細胞 (Bone marrow stromal 
cells: BMSC)に焦点をあて、肉腫の悪性化に
おける BMSC の役割を解明するとともに、
BMSCを標的とした新規治療法の開発をめざ
す。 
３．研究の方法 
 
1. 腫瘍細胞の運動能における BMSC の役割 
 BMSC の培養上清(Conditioned medium:CM)
によって肉腫細胞の運動能が亢進するかど
うかについて解析する。亢進が認められた場
合は、そのメカニズムを解析する。 

 2. 腫瘍細胞の細胞間接着における BMSC の
役割 
   BMSC と肉腫細胞が直接に接着可能である
ことを確認、媒介している接着分子を同定する。
BMSC、複数の肉腫細胞に発現していることが
確認されているCadherin-11 (Cad-11)などが候
補分子として考えられ、予備実験により既に

有望な結果が得られているため、研究を進めた。 
 3.腫瘍細胞の骨髄での薬剤耐性化における
BMSC の役割 
  肉腫細胞株と BMSC を共培養した上で、各
種抗腫瘍薬を投与、肉腫細胞の薬剤耐性化の解
析を行う。BMSC による肉腫細胞の耐性化メ
カニズムを分子細胞生物学的手法を用いて解
析する。 
 4.前臨床レベルにおけるBMSCを標的とした
治療法の開発 
上記にて実験的に得られた結果を、動物モデ
ルや生検時、切除後、および転移巣などの臨
床検体を用いて検証する。免疫染色と共に、
Laser micro dissection 法により腫瘍細胞、
BMSC を別個に検体より採取することで、高
い精度での解析が可能となる。また、動物モ
デルにおいて、抗腫瘍薬の投与、本研究で得
られた分子標的の機能を阻害する治療を同
時に行い、早期の臨床応用への基盤確立を目
指す。 
 
４．研究成果 
 
(1) 代表的な悪性骨腫瘍であるEwing肉腫は
効率に骨/骨髄へ転移し、患者の予後を悪化さ
せる。また、Cadherin-11(Cad-11)はカドヘリン
ファミリーの接着因子でBMSCに高発現する
ことが知られており、前立腺癌や乳癌患者で
はその発現が骨転移に関連していることが示
唆されている。Ewing肉腫におけるBMSCの役
割について検討した。 
 その結果、Ewing肉腫細胞株とBMSCの異種
細胞間接着に、Cad-11が重要な役割を果たし
ている事を見いだした。また、Cad-11はEwing
肉腫細胞株の運動能を正に制御していること
も明らかにした。In vivoにおいてマウス骨転
移モデルで、Cad-11の発現抑制により骨転移
が低下していた。さらに、Ewing肉腫患者にお
いて、Cad-11の高発現は骨転移と正相関し、
多変量解析においても有意な予後不良因子の
一つであった。 
 これらの結果より、Cad-11は、Ewing肉腫の
骨転移を促進している可能性が高く、Ewing
肉腫の骨転移治療における有望な分子標的に
なりうると考えられた。この成果はすでに
「Cadherin-11 regulates the metastasis of Ewing 
sarcoma cells to bone」(発表論文2) として論文
発表され、国内外で高い評価を得ている。今
後はCad-11阻害によるEwing肉腫の骨転移治
療実験も準備中であり、研究計画は順調に遂
行されたと考えられる。 
 
（２）次に、腫瘍細胞そのものに焦点をあて、
代表的な軟部肉腫である、滑膜肉腫の薬剤耐
性機構について、検討をすすめた。 
 Mult-kinase阻害薬であるpazopanib (PAZ)は
肉腫における初めての分子標的治療として承
認され、軟部肉腫の2nd-line chemotherapyの有
効な手段となっている。しかし、PAZが初期
に有効であっても、投与が長期化するにつれ



徐々に耐性化する例があり、新たな問題が生
じている。そこで、滑膜肉腫細胞株のPAZ耐
性株をいち早く樹立し、その耐性化メカニズ
ムの検討を行った。その結果、PAZは親株の
細胞周期をG1/S期で停止させること、耐性株
ではErk情報伝達系が活性化され、G1/S期停止
が回避されていることを見いだした。さらに、
Erk阻害剤によりPAZ耐性が克服されること
を確認している。臨床的に極めて高いインパ
クトを持つ結果であり、早期の臨床応用を目
指している。上記の成果はすでに「Activation 
of ERK1/2 Causes Pazopanib Resistance via 
Downregulation of DUSP6 in Synovial Sarcoma 
Cells」(発表論文10)として論文発表され、国
内外で高い評価を得ている。よって、研究計
画は順調に達成されたと判断した。 
 
（３）さらに、高悪性度の軟部肉腫である、
悪性末梢神経鞘腫瘍 (MPNST) の新規治療
に関して検討をすすめた。腫瘍の増大に伴い、
腫瘍内部 は低酸素環境となり、低酸素誘導
因子 Hypoxia Induced-factor 1(HIF-1)が誘導さ
れる。HIF-1 の発現に伴い、血管内皮細胞増
殖因子 VEGF の誘導や、アポトーシス 耐性
が生じ、腫瘍の悪性化が進行する事が報 告
されているため、MPNST における HIF-1 の
役割について解析した。約 400 種類に薬剤ラ
イブラリーをスクリーニング したところ、
HIF-1 の阻害剤が MPNST 細胞株に殺細胞効
果を持つ事、siRNA による HIF-1 の発現阻害
により MPNST 細胞株にアポトーシスが生じ
ることを見いだした。 また臨床的にも HIF-1
の高発現が MPNST の独立した予後不良因子
であることも確認、HIF-1 が MPNST の治療標
的、ならびに有効なバイオマーカーとなる
ことを証明した。 (発表論文 11) 
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