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研究成果の概要：ヒト骨肉腫細胞株(OS)を用い IL-18 が OS の FasL 抵抗性に及ぼす影響を検討

した。4種のヒト骨肉腫細胞株は IL-18 receptor を発現しているが、腫瘍増殖、Fas の発現に

は全く影響をおよぼさず、遊離型 Fas (sFas)の分泌においても変化はみられなかった。次に

histone deacetylase inhibitor である sodium valproate(VPA)について上記と同様の目的にて

検索した結果、VPA はヒト骨肉腫細胞の増殖を抑制した。また sFas の分泌を抑制し、FasL に対

する感受性を増加させ、OSの免疫細胞抵抗性を減弱させることが示された。さらに VPA の前処

置は Fas を介した apoptosis の signal 伝達を活性化させることが示された。VPA はすでに抗て

んかん薬として現在広く臨床応用されており、安全性・至適濃度はすでに確認されている。今

回使用した濃度はその範囲内であることから、人体への影響が少なく、骨肉腫の治療に応用可

能であることが示された。  
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１． 研究開始当初の背景 
 
骨肉腫は、骨原発悪性腫瘍の中では頻度の

高い腫瘍であり、その大部分は１０代の青年

期に発生する。骨肉腫の治療では、腫瘍の広

範切除に加え、多剤の抗癌剤による術前・術

後の系統的化学療法が一般的に用いられて

いる。この化学療法の進歩により、最近では

術前に転移のない症例では 5 年生存率は約

75％にまで改善されており、手術時に顕在化

していない転移巣の、化学療法による腫瘍の

増殖抑制又は消滅によるものであると考え

られる。しかしながら、一度、転移（主に肺

転移）が起こると、化学療法を行っても予後
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は著しく悪い。従って、骨肉腫の治療成績の

向上のためには、転移巣の増殖を抑制又は転

移巣を消滅させる新たな治療法を化学療法

と使用して行う必要がある。その治療法の一

つとして、NK細胞や細胞障害性 T細胞等の抗

腫瘍免疫細胞の活性化による免疫療法があ

る。しかしながら、骨肉腫細胞を含む多くの

腫瘍細胞は、抗腫瘍免疫細胞に対して種々の

抵抗性を示す。従って、骨肉腫の治療に免疫

療法を適用するには、この抗腫瘍免疫細胞抵

抗性を克服する方法を講じなければならず、

化学療法併用または化学療法に変わる新た

な治療法の開発が強く望まれている。 

 
 
 
２． 研究の目的 
 
骨肉腫は Fas を発現していることが知られ

ている。Fas は cytotoxic CD8＋ T 細胞などの

キラー細胞が発現する Fas Ligand (FasL)と

接着するとカスケード反応によって腫瘍細

胞の DNAに障害が起こりアポトーシスが誘導

される。ところが、多数のヒト骨肉腫細胞株

を用いた実験成績では、ヒト骨肉腫細胞は、

その細胞膜表面 Fas を発現しているが、同時

に遊離(soluble)の Fas (sFas) も分泌してい

る。この sFas の分泌が多い細胞株では、sFas

により Fas ligand (FasL) が細胞膜上の Fas

と結合することが阻害され、FasL による細胞

障害効果が著しく減弱されることが報告さ

れている。従って、IL-18 による骨肉腫の増

殖抑制が実際にヒト骨肉腫細胞に対しても

有効であるためには、ヒト骨肉腫細胞におけ

る Fas の発現を増加させるとともに、sFas の

形成、分泌を抑制し、FasL に対する感受性を

増加させることが必要である。 

 

従って、本研究では 

(1) IL-18 がヒト骨肉腫細胞に対して、細胞

膜上の Fas 発現を増加させ、sFas の発現

を抑制する作用があり、FasL に対するヒ

ト骨肉腫細胞の感受性を亢進させるこ

とができるか否かについて検索する。 

 

(2) ヒト骨肉腫細胞の FasL に対する感受性

を亢進させることのできる薬剤を検索

する。(この候補として、実際骨肉腫治

療に用いられている抗癌剤や抗うつ薬

の主成分である histone deacetylase 

inhibitor を考えている。) 

 

(3) FasLに対する感受性を亢進することので

きる薬剤が見つかれば、次にこの薬剤の

in vivo での投与が、IL-18 による抗腫瘍

免疫細胞の Fas-FasL系を介する細胞障害

活性に影響を及ぼさないかどうか検討す

る。 

 

免疫細胞活性作用を持つ IL-18 が、ヒト骨肉

腫細胞の FasL に対する感受性の亢進作用が

あることが明らかになれば、単独でヒト骨肉

腫の治療に応用できることが示される。もし

その作用がなかった場合でも、その作用を持

つ薬剤と免疫細胞活性作用を持つ IL-18の併

用で、ヒト骨肉腫を治療できることが示され

る。 

 

 

 

３．研究の方法 
 
(1) ヒト骨肉腫細胞株を用いて IL-18が細胞

膜 Fas(Fas)及び遊離の Fas(sFas)発現に

及ぼす効果を in vitro で検討する。 

 

① ヒト骨肉腫細胞株の IL-18受容体の発現

を、RT-PCR 及び Western blot 法または

FACS にて解析する。 

 

② IL-18 受容体が、機能しているか否かを

NFκB の活性化を指標として検討する。 

 

③ IL-18 とヒト骨肉腫細胞を培養し、Fas

発現は FACS、sFas 発現は培養上清を

ELISA 法にて評価する。 

 

④ IL-18 と培養したヒト骨肉腫細胞に抗

Fas 抗体を加えて、細胞死の程度を調べ

て検討する。 

(IL-18 によるヒト骨肉腫細胞の FasL 感

受性亢進の効果を in vitro で評価でき

る。) 

 

 

(2) Histone deacetylase inhibitor である

sodium valproate(VPA)がヒト骨肉腫細

胞株の Fas 及び sFas 発現に及ぼす効果

を in vitro および in vivo で検討する。 

 

① VPA とヒト骨肉腫細胞を培養し、Fas 発

現は FACS、sFas発現は培養上清をELISA

法にて評価する。 

 

②  VPAと培養したヒト骨肉腫細胞に抗 Fas

抗体を加えて、細胞死の程度を調べて



検討する。 

(VPAによるヒト骨肉腫細胞のFasL感受

性亢進の効果を in vitro で評価でき

る。) 

 

③ ヒト骨肉腫細胞をスキッドマウスの皮

下に移植する。VPA 又は溶媒を 1週後か

ら連日投与し、3週後に腫瘍を摘出、FACS

で腫瘍細胞の Fas 発現を解析し、同時に

生細胞を分離する。 

 

④ 上記③の生細胞を 24 時間 (short 

culture)培養し、培養液中の sFas を

ELISA 法で検討する。 

 

⑤ 上記③の生細胞を抗Fas抗体を含む培養

液で 24 時間培養し、細胞死の程度を比

較する。 

(VPAによるヒト骨肉腫細胞のFasL感受性

亢進の効果を in vivo で評価できる。) 

 

 

(3) ヒト骨肉腫細胞の検索株の種類を増や

し、IL-18、VPA、各種抗癌剤の FasL 感

受性に及ぼす効果を検討すると共に、新

しい HDAC-I の効果を検討する。 

 

 

(4) 各種抗癌剤によるヒト骨肉腫細胞株の

Fas 及び sFas 発現に及ぼす効果を in 

vitro および in vivo で検討する。 

(抗癌剤としては、実際の骨肉腫の治療に

使用されている cyclophosphamide(CTX)、

ifosfamide(IFX) 、 etoposide 、

doxorubicin、cisplatin、methotreate

等を使用する。) 

 

① 各種抗癌剤とヒト骨肉腫細胞を培養、

FACS で Fas 発現を解析し、同時に生細

胞を分離する。 

 

② 上記①の生細胞を 24 時間(short 

culture)培養し、培養液中の sFas を

ELISA 法で検討する。 

 

③ 上記①の生細胞を抗 Fas 抗体を含む培

養液で 24 時間培養し、細胞死の程度を

比較する。 

(各種抗癌剤によるヒト骨肉腫細胞の

FasL 感受性亢進の効果を in vitro で評

価できる。) 

 

④ ヒト骨肉腫細胞をスキッドマウスの皮

下に移植し、各種抗癌剤又は溶媒を 1

週後から連日投与。3週後に腫瘍を摘出

し、腫瘍細胞を FACS で Fas 発現を解析

すると同時に生細胞を分離する。 

 

⑤ 上記④の生細胞を 24 時間(short 

culture)培養し、培養液中の sFas を

ELISA 法で検討する。 

 

⑥ 上記④の生細胞を抗 Fas 抗体を含む培

養液で 24 時間培養し、細胞死の程度を

比較する。 

(各種抗癌剤によるヒト骨肉腫細胞の FasL感

受性亢進の効果を in vivo で評価できる。) 

 

 

(5) ヒト骨肉腫細胞株の FasL 感受性を亢進

させる薬剤(VPA, etc.)及び各種抗癌剤

が IL-18によって活性化される免疫細胞

に及ぼす影響を検討する。 

 

① マウスに Dunn 細胞を移植し、一週間後

から IL-18 と上記各種薬剤を単独及び

併用投与する。これら投与の効果を３

日毎に腫瘍径を測定して、腫瘍増殖に

及ぼす影響を評価する。 

 

② 移植 3-4 週後にマウス脾を摘出、脾の

浮遊細胞数を調べると共にCD8＋ T細胞

を MACSR(抗体 selection 法)で分離し、

CD8＋ T 細胞の脾での数を計測する。 

 

③ Dunn 細胞を標的細胞として、CD8＋ T 細

胞 の 細 胞 障 害 活 性 を cytotoxic 

activity assay によって比較する。 

(各種薬剤が IL-18 の免疫細胞活性に影

響するか評価できる。) 

 

 

 
４．研究成果 
 
(1) IL-18 によるヒト骨肉腫細胞(OS)への直

接的な作用の検討。 
 

① OS は IL-18 receptor を mRNA レベルで
発現していた。 

 
② IL-18 は OS に対して細胞増殖能、Fas

におけるｍRNA およびタンパク発現に
は全く影響をおよぼさなかった。 

 
③ 遊離型 Fas(sFas)の分泌においても対

照群に比して変化はみられなかった。 



 
 
(2) Histone deacetylase inhibitor である

sodium valproate(VPA)による OS の増殖
能に関する検討。 

 
① 0.5mM, 1.0mM 濃度において VPA 作用 5

日目、7 日目で、全ての細胞株で有意
に増殖能を低下させた。 

 
② その抑制機序は G1 期および G2/M 期に

おける細胞周期の拘束によるものであ
った。 

 
 
(3) VPA による OS 膜表面 Fas および Fas 

ligand の発現に関する検討。 
 

① MG63, U-2OS, SaOS-2 では VPA 0.5mM, 
1.0mM 濃度で 7 日目において、有意に
減少した。HOS に関しては増加傾向を
示したが、有意差は認めなかった。 

 
② さらにこれら 4 種類の OS では Fas 

ligand の発現が認められないか、わず
かであり、VPA の作用による変化は認め
なかった。 

 
 
(4) Fas 抗体を用いた apoptosis の検討。 
 

①  VPA 作用後７日目には 4種類全ての細   
胞株において 0.5mM, 1.0mM 濃度で有意
に細胞死を誘導した。 

     
② そのメカニズムは Caspase8 と 3の活性

増加が認められ、Fas からの signal を
介した系によって apoptosis が誘導さ
れていることを証明した。 

 
 
(5) 分泌型Fas (sFas) の形成に及ぼす影響。 
 

① VPA 作用 7 日目において、すべての細
胞株で有意に sFas の形成を抑制した。 

 
② 別の Histone deacetylase inhibitor

である Trichostatin A(TSA)において
も同様に作用 7 日目においてすべての
OS 細胞株で有意に sFas が減少した。 

 
 
(6) VPA 前処置による細胞死の変化の検討。 
 
  ① VPA は sFas を減少させ Fas 抗体を効率

よく OSが発現する Fas に結合させるこ
とにより apoptosisを誘導したが、sFas

の存在しない状態でも対照群に比べて
有意に apoptosis を誘導した。 

 
 

これらの結果より、VPA は骨肉腫細胞の増殖

を抑制した。また sFas の分泌を抑制し、FasL

に対する感受性を増加させた。さらに VPA の

前処置は Fas を介した apoptosis の signal

伝達を活性化させることが示された。 

 

 

以上より、Histone deacetylase inhibitor 

(VPA および TSA)はヒト骨肉腫細胞の Fas 

ligand に対する抵抗性を減弱させることが

示され、免疫療法とこれらを併用することに

より、従来よりも免疫療法の奏効率が改善さ

れることが期待できる。さらに VPA はすでに

抗てんかん薬として現在広く臨床応用され

ており、安全性・至適濃度はすでに確認され

ている。今回使用した濃度はその範囲内であ

ることから、人体への影響が少なく、骨肉腫

の治療に応用可能であることが示された。  
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