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研究成果の概要（和文）：骨肉腫は局所増大と肺転移により予後が悪くなるため両者の制御が重要である．本研
究では骨肉腫における酸化・還元（レドックス）制御の解明とともに，チオレドキシンおよびチオレドキシン還
元酵素阻害剤であるPX-12とオーラノフィン(AUR)に着目した．PX-12は局所増大を，AURは肺転移も抑制した．ま
た他の酸化ストレス誘発剤との相乗効果も検討するためにセレコキシブとAURの併用も検討した．両者併用によ
り骨肉腫の局所増大を相乗的に抑制した．また骨肉腫と軟骨肉腫の患者腫瘍組織移植モデル（Patient-derived 
xenografts:PDX）作成に成功し，今後の研究で応用する予定である．

研究成果の概要（英文）：Osteosarcoma has a poor prognosis due to local progression and pulmonary 
metastasis, both of which must be controlled. In the current study, we focused on thioredoxin and 
thioredoxin reductase inhibitors, PX-12 and auranofin (AUR), to elucidate the involvement of 
oxidative and reductive (redox) regulation in osteosarcoma, respectively. PX-12 inhibited local 
progression and AUR also inhibited pulmonary metastasis. The combination of celecoxib and AUR was 
also examined to determine synergistic effects with other oxidative stress-inducing agents. The 
combination of celecoxib and AUR synergistically suppressed local progression of osteosarcoma. 
Patient-derived xenografts (PDX) models of osteosarcoma and chondrosarcoma were successfully 
generated and will be applied in future studies.

研究分野：骨・軟部肉腫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨・軟部肉腫ではレドックス制御の報告は限られており，本研究のさらなる発展によりレドックス関連阻害剤の
骨・軟部肉腫への応用が期待できる．また，AURはすでに本邦において承認されており，抗リウマチ薬としても
用いられている安全性の高い内服薬である．近年，ドラッグリポジショニングが注目されており，今後AURの骨
肉腫への効果がPDX等でも証明できれば，AURの臨床応用も早期可能であると考えられる．またPDXはヒトの病態
に最も近いモデルであり，現在骨肉腫も含めた様々な骨・軟部肉腫のPDX作成を継続しており，今後のレドック
ス制御の解明を含め様々な研究の基盤になると考える．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

 骨肉腫（Osteosarcoma: OS）は，思春期や若年層に多く発生するまれな悪性腫瘍である．

OS の治療は，手術と周術期の化学療法となる．小児患者に対する標準的な化学療法では，

ドキソルビシン，シスプラチン，高用量のメトトレキサートが使用される．しかし，OS の

5 年生存率は良好とは言えず，肺転移を有する患者ではさらに低下する．現在行われている

化学療法には，副作用の強い従来の細胞傷害性薬剤が含まれており，新規治療薬の開発が

望まれる．一方,酸化還元（レドックス）システムは，細胞の様々な代謝機能を調節する必

須なシステムである．レドックスシステムの重要な分子であるチオレドキシン（TXN）は，

がんや肉腫など各種の疾患の発症に関連する活性酸素種（ROS）を消去するのに積極的な役

割を果たしている．TXN 還元酵素（TXNRD）は，TXN を還元し，TXN の活性を制御する酵素で

ある．しかし，OS の局所進行および肺転移に対する TXN や TXNRD の関与やそれら阻害剤の

効果についての報告はない． 

2. 研究の目的 

 OS におけるレドックス制御の分子機序解明とそれら阻害剤の効果を検討すること,並行

して OS も含めた骨・軟部肉腫の PDX（patient-derived xenograft）を作成することである. 

3. 研究の方法 

① 公開されたマイクロアレイデータ (R2 genomics analysis and visualization platform)

を用いて OS 患者の TXN と TXNRD 遺伝子の発現量と OS 患者における無遠隔転移生存率およ

び全生存率の関係を Kaplan-Meier 生存解析により評価した． 

② 高肺転移骨肉腫細胞株である LM8を PX-12(TXN阻害剤)とオーラノフィン(AUR)(TXNRD阻

害剤)で刺激し，下記の評価を行った．生存率および増殖率に関しては MTT assay を，経時

的細胞増殖の評価は IncuCyte® cell proliferation assay を用いた．細胞内のアポトーシ

ス関連タンパク質に関しては MAPK のうち p38および JNKと Cleaved-Caspase 3をウェスタ

ンブロットにより評価した．さらに Caspese 活性に関しては Caspase assay を行った．遊

走能に関しては Wound healing assay にて評価した． 

③ 動物実験としては，5 週齢雌 C3H/HeSlc の背部に LM8 を移植した．一週後にコントロー

ル群，PX-12 群と AUR 群(n:6)に分け，それぞれ局所の腫瘍サイズが均等になるように群分

けした．その時点より溶媒(コントロール)，12.5 mg/kg PX-12 もしくは 10 mg/kg AUR を毎

日腹腔内投与した．投与開始 5 週後に屠殺して評価するまで，体重および局所腫瘍サイズ

を測定した．屠殺した後に局所腫瘍の重量および肺転移の結節数と HE (Hematoxylin and 

eosin)染色を行った． 



④ 酸化ストレス誘発剤であるセレコキシブと AUR を併用した群も作成し，上記③と同様の

実験を行った. 

⑤ 当院の骨・軟部肉腫患者の生検および手術検体をヌードマウスの大腿四頭筋に移植し，

PDX 作成を行った. 

4. 研究成果 

① TXN と TXNRD 遺伝子の高レベル発現は，OS 患者の遠隔転移および全生存率の負の予後因

子であったことから TXNと TXNRDが OSの局所進展および遠隔転移に関連する治療標的とな

る可能性が示唆された． 

② PX-12 と AUR は用量・時間依存的に OS の細胞死を誘導した．さらに，低用量の両阻害剤

は，細胞増殖アッセイにおいて LM8 の増殖を阻害した．ウェスタンブロッティングにより，

両阻害剤は p38，JNK のリン酸化と活性化，および Caspase 3 の切断を誘導し，LM8 細胞の

アポトーシスを誘導することが示唆された． Caspase assay では，両阻害剤はコントロー

ルと比較して 2倍の Caspase活性を誘導した．さらに，Caspase阻害剤である Z-VAD-FMKは，

両阻害剤によって誘導された LM8 の細胞死を有意に回復させた．グルタチオンの前駆体で

ある抗酸化物質の NAC は，両阻害剤による MAPK タンパク質の活性化と Caspase 3 の切断を

抑制した. さらに，NAC は，AUR によって引き起こされた LM-8 の細胞死を有意に抑制した．

このことは，AUR が酸化ストレス-MAPK-Caspase 3 経路を介して細胞死を引き起こした可能

性を示唆している．また，両阻害剤は顕微鏡学的に時間依存的な LM8 細胞の遊走を抑制し

た．さらに定量評価においても時間依存的な LM8 細胞の遊走を抑制した． 

③ PX-12は OSの局所進展を有意に抑制した(図 1).AURに関しては局所進展に関しては抑制

効果が乏しかったが，肺転移を有意に抑制した(図 2-3)． 

 

④ セレコキシブと AUR を併用した群ではマウスの骨肉腫の局所腫瘍進展を有意に抑制し，

併用により相乗効果が認められた． 

⑤ 骨・軟部肉腫の 20-30 検体をヌードマウスに移植し，類上皮肉腫(2 株)と横紋筋肉腫の

PDX を確立した．また通常型骨肉腫，間葉性軟骨肉腫，通常型軟骨肉腫，血管肉腫，滑膜肉

腫に関しては，第 1 世代 PDX の作成に成功した． 
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