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研究成果の概要（和文）：骨軟部腫瘍における新たな治療戦略として、腫瘍内細胞外マトリックスを減少させる
薬剤の探索を当初の目的として、骨軟部腫瘍のアンジオテンシン経路を解析した．しかし種々の肉腫細胞でアン
ジオテンシン経路阻害薬は細胞増殖および細胞外マトリックスに関連する分子は増強／減弱等一定の効果を認め
なかった．そこで抗アレルギー薬トラニラストに着目した．トラニラストは濃度依存性に骨肉腫細胞の増殖を抑
制した．トラニラストは抗癌剤との併用で相乗的に骨肉腫の増殖を抑制した．動物実験でも抗癌剤との併用で骨
肉腫の腫瘍増殖を抑制した．トラニラストはすでに臨床で多くの患者において使用され安全性も高く、がん治療
への応用が期待できる．

研究成果の概要（英文）：To explore a new treatment for musculoskeletal tumor (MST), we focused on 
drugs that reduces extracellular matrix (ECM). However, we found no significant role of angiotensin 
pathway drugs in ECM of MST. Therefore we next focused on anti-allergic drug tranilast, which is 
known to modulate ECM production by fibroblast. Tranilast inhibited proliferation of osteosarcoma 
cells in a dose-dependent manner. Combined treatment with tranilast and anti-cancer agents enhanced 
the cytotoxic effect on osteosarcoma cells. Tranilast enhanced the effect of cisplatin on growth of 
osteosarcoma xenograft in mice. Because tranilast has been used in clinics without severe side 
effects for many patients, clinical application in cancer therapy is expected.

研究分野： 骨軟部腫瘍学、遺伝子治療学
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫や軟骨肉腫などの悪性骨腫瘍では I，
II型コラーゲン、軟部肉腫ではヒアルロン酸、
ファイブロネクチンやラミニンなど種々の
細胞外マトリックスに富んでおり、腫瘍の進
展に関わる一方、治療への障壁ともなってい
る．多くの骨軟部腫瘍は、in vitro ではアド
リアマイシンなどの主な化学療法薬に対し
て感受性を示すにも関わらず、in vivo では
100%の腫瘍壊死を来たすほどの高い抗腫瘍
効果を示すことは少ない．その理由として、
全身投与された抗癌剤が腫瘍内に行きわた
っていないことが挙げられる． 
腫瘍間質の線維芽細胞（Cancer-associated 
fibroblast; CAF）は腫瘍内細胞外マトリック
スの産生・維持に重要な役割を果たす．世界
的にも最新の研究で細胞外マトリックスを
制御することで抗癌剤の効率的デリバリー
が可能であることが明らかにされ、一方我々
も細胞外マトリックス並びに抗腫瘍薬のデ
リバリーの研究を行ってきた．骨軟部腫瘍に
おける新たな治療戦略として、腫瘍内細胞外
マトリックスを減少させる薬剤と、抗癌剤と
のコンビネーションが有効であると期待さ
れる． 
２．研究の目的 
細胞外マトリックスに変化を誘導して抗癌
剤の効果を高めることが報告されている薬
剤（Angiotensin receptor blocker, ARB）に
ついて、骨軟部腫瘍への効果を解析する。ま
た、これらの結果を基にして骨軟部腫瘍への
新しい治療法の開発を目指す。 
３．研究の方法 
（１）骨軟部腫瘍に対する Angiotensin 経路
の解析 
Angiotensin 経路の分子 AGTR（Angiotensin 
receptor）-1 および Thrombospondin（TSP）
-1 の発現を SW982（滑膜肉腫）、SW1353（軟
骨肉腫）、HT1080（線維肉腫）、HOS-MNNG（骨
肉腫）細胞株で評価．また Angiotensin-II
刺激及びAGTR-1のノックダウンによるTSP-1
レ ベ ル の 変 化 を RT-PCR 及 び Western 
blotting にて評価 
（２）骨軟部腫瘍に対する ARB の効果および
抗癌剤との併用効果の解析 
ARBの一つLosartanを骨軟部腫瘍細胞に処理
し、TSP-1、細胞外マトリックス関連分子
（Collagen I, PAI-1, TGF-ß）の発現をRT-PCR
にて解析 
Losartan 単独及び抗癌剤との併用による骨
軟部腫瘍細胞の増殖抑制効果を WST-1 assay
にて解析 
（３）細胞外マトリックス分子に影響を与え
る薬剤、Tranilast の骨肉腫への効果解析 
Angiotensin 経路が骨軟部腫瘍の細胞外マト
リックス及び抗腫瘍効果に有意な影響を与
えていなかったことから、別の薬剤として
Tranilast を選択した．Tranilast の骨肉腫
細胞における細胞外マトリックス分子の発
現への影響を RT-PCR 及び Western blotting

で解析 
（４）Tranilast の骨肉腫への抗腫瘍効果お
よび抗癌剤との併用効果解析 
Tranilast の骨肉腫細胞への増殖抑制効果を
WST-1 アッセイにて解析．また抗癌剤
（Cisplatin, Doxorubicin）と Tranilast の
併用により抗腫瘍効果の増強が得られるか
を解析し、Combination index を評価． 
Tranilast の抗癌剤増感作用および副作用を
評価するために 143B 骨肉腫移植モデルマウ
スにおいて、Cisplatin と Tranilast 単独お
よび併用治療群を解析 
（５）Tranilast の抗腫瘍効果および抗癌剤
増感作用のメカニズム解析 
Tranilast の抗腫瘍効果のメカニズムを細胞
周期の解析およびアポトーシスアッセイ
（Annexin V 染色）により解析 
 
４．研究成果 
（１）骨軟部腫瘍における Angitotensin 経
路の解析 
SW982、SW1353、HT1080、HOS-MNNG において、
AGTR-1 および TSP-1 の発現を mRNA および蛋
白レベルで認めた。Angiotensin-II 刺激によ
り HOS-MNNG では TSP-1 レベルの上昇を認め
たが他の細胞では有意な上昇は認められな
かった．siAGTR-1 により AGTR mRNA レベルは
ノックダウンされたが、TSP-1 レベルは有意
な抑制を認めなかった． 
（２）骨軟部腫瘍に対する ARB の効果および
抗癌剤との併用効果 
Losartan を種々の濃度で骨軟部腫瘍細胞に
処理後、細胞増殖には有意な影響を与えなか
った.Collagen I, PAI-1, TGF-ßなどの細胞
外マトリックスおよびその産生に関連する
分子は増強／減弱等一定の効果を認めなか
った． 
（３）抗アレルギー薬 Tranilast の骨肉腫細
胞株への効果 
骨肉腫細胞への Tranilast 処理は Collagen I, 
TGF-ß等の発現レベルに影響を与えなかった.
骨肉腫細胞(HOS、143B 、U2OS)に対して
Tranilast は濃度依存性に細胞増殖抑制を認
め、IC50 はそれぞれ 130.4、329.0、252.4μ
M であった．骨肉腫細胞(HOS、143B 、U2OS)
において Tranilast は Cisplatin および
Doxorubicin の細胞増殖抑制効果を増強し
た.Tranilast と抗癌剤の併用における、
Combination Iindex (CI) を CalcuSyn 
software を用いて解析。骨肉腫細胞株(HOS、
143B 、U2OS)においてCI ED75はHOSが0.5、
143B が 0.37、U2OS が 0.36 であり、相乗的に
細胞増殖を抑制することを明らかにした． 
骨肉腫細胞株 143B をヌードマウスへ移植、
対象群、Tranilast 群、Cisplatin 投与群、
併用群で比較すると、腫瘍サイズにおいて対
照群 vs Tranilast 群、Cisplatin 群では有意
差は認めなったが、Control 群と併用群のみ
統計学的に有意に増殖抑制効果を認めた． 
 



（５）Tranilast の抗腫瘍効果および抗癌剤
増感作用のメカニズム 
骨肉腫細胞(HOS、143B 、U2OS)にコントロー
ル、Cisplatin2μM 単独、Tranilast200μM
単独、併用でそれぞれ処理、48 時間後に、flow 
cytomety にて解析.Tranilast 単独では G2/M
期の増加は認めなかった。しかし Tranilast
は HOS で 39.9％から 64.0％、143B で 52.5％
から 75.5％、U2OS で 71.1％から 86.0％と
G2/M 期の増加を認めた．また、Annexin V 染
色による解析でも、早期アポトーシスと晩期
アポトーシス細胞はCisplatin単独群よりも
併用群において多く認めた． 
 
以上の結果より、当初目的とした細胞外マト
リックスを制御した治療法の開発には至ら
なかったが、Tranilast というすでに臨床で
使用されている薬剤が骨肉腫の化学療法の
効果を増強することを明らかにした．副作用
も少ないこの薬剤は臨床応用が期待される. 
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