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研究成果の概要（和文）：TLR4が正常に機能している野生型（C3H/HeN）マウスと、TLR4の機能喪失型変異を持
つTLR4欠失型（C3H/HeJ）マウスを用いてマウス由来の骨肉腫細胞株であるLM8を移植する実験系においてTLR4の
活性化状態、リポ多糖（LPS）による自然免疫活性化を検討した。野生型マウスでは欠失型マウスと比較して腫
瘍増殖が遅い傾向にありこの差異はLPS投与によりより顕著となった。この抑制効果はCD8陽性細胞を介している
こと、またヒトにおいても骨肉腫患者の切除検体においてもCD8浸潤と予後には相関が認められることを見出
し、骨肉腫に対して自然免疫賦活による治療効果の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this experimental system using a mouse-derived osteosarcoma cell line 
(LM8), we examined the activation state of Toll-like receptor 4 (TLR4) and the activation of innate 
immunity by lipopolysaccharide (LPS) using wild-type (C3H/HeN) mice with normal TLR4 function and 
TLR4-deficient (C3H/HeJ) mice with impaired TLR4 function. Even in the absence of LPS stimulation, 
wild-type mice showed a tendency of slower tumor growth compared to the deficient mice. This 
difference became more pronounced with LPS administration, indicating that activation of innate 
immunity exerted inhibitory effects on the tumor. It was found that this inhibitory effect was 
mediated by CD8-positive cells, and in human samples of osteosarcoma resected from patients, a 
correlation was observed between CD8 infiltration and prognosis. These findings suggest the 
potential therapeutic effects of immune activation through natural immunity in the treatment of 
osteosarcoma.

研究分野： 骨軟部腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性骨軟部腫瘍全般において全身治療の効果が乏しく治療の選択肢が少ない状況は免疫チェックポイント阻害剤
の選択肢が生まれた近年でも大きく変化していない。自然免疫の活性化が腫瘍抑制につながることを証明するこ
とにより、腫瘍の組織型や抗原性によらない免疫療法の選択肢が増えることになる。抗がん剤の選択肢も含めて
治療選択肢が限られている悪性骨軟部腫瘍において新たな選択肢を提示するとともに腸内細菌叢などの宿主側の
予後因子あるいは治療効果因子を探索する動機付けとなることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

肉腫は希少がんであり癌種と比較して発生メカニズムや治療方法の研究が遅れている。進行例

の軟部肉腫に対しては近年パゾパニブなどいくつかの新規薬剤が適応となったが治療効果は限ら

れており事実上は緩和的化学療法の位置づけとなっている。さらなる治療成績の向上のため新規

治療の開発が求められている。 

 近年、がんに対する新規治療としてがん免疫治療が脚光を浴びており、すでに悪性黒色腫や肺

がん等で適応となっている免疫チェックポイント阻害薬などが代表的な薬剤である。しかし肉腫に

おけるいくつかの前臨床試験では、他の癌種で一定の効果を示している免疫療法も含め奏効率

は不十分であり、治療の適応やプロトコルの詳細な研究が必要と考えられているがその免疫治療

の一つとして自然免疫による抗腫瘍効果にも注目が集まってきている。自然免疫を司る代表的な

分子である TLR4 は細菌由来のリポ多糖（LPS）をリガンドとし自然免疫を活性化させる。宿主免疫

を抑制することで成長および転移を続けるがんに対して TLR4 による自然免疫の活性化が抑制効

果を担っている可能性がある。また最近の研究で放射線や抗がん剤も TLR4 を始めとする宿主免

疫を介した抗腫瘍効果を発揮することが分かってきており、肉腫における TLR4 の働きを解明する

ことは既存治療との併用療法など新規治療プロトコルの開発へと繋がる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

宿主の免疫の影響を評価可能な syngenic マウス骨肉腫モデルを用いて、LPS などの TLR4 アゴ

ニストによる TLR4 刺激を介した自然免疫の活性化による腫瘍抑制効果を示す。その機序の解析

のため、腫瘍に浸潤しているエフェクター免疫細胞を同定する。 

 

３．研究の方法 

➀自然免疫が肉腫に与える影響についての検討 

(a) 骨肉腫 syngenic マウスモデルにおける TLR4 を介した自然免疫の影響 

自然免疫に重要な役割を果たす TLR4 が正常

に機能している C3H/HeN マウスと、TLR4 の機能

喪失型変異を持つ C3H/HeJ マウスに対し syngenic

な骨肉腫細胞株である LM8 を移植し、自然免疫

が骨肉腫に与える影響について検討した（右図）。

LM8 細胞株は皮下移植後ほぼ 100％肺転移を起

こすことから、転移病変への影響も検討可能であ

る。HeN マウスと HeJ マウスに LM8 を皮下移植し

た後、TLR4 リガンドである Lipopolysaccharide (LPS)を投与し、生存期間および経時的な腫瘍サイ

ズについて組織学的に評価した。また浸潤している免疫細胞についても組織学的評価を行った。 

(b) 免疫エフェクター細胞の同定 

腫瘍内に浸潤している免疫細胞のうち CD8 陽性 T 細胞を同定し、MACS を用いて腫瘍内免疫細

胞を抽出し、HeN マウスと HeJ マウス間での免疫細胞の遺伝子や表面抗原などの発現の差異に

ついて PCR やフローサイトメトリーを用いて評価した。また抗体による免疫細胞の in vivo depletion

を行い、エフェクターとしての機能を確認した。 



 

４．研究成果 

興味深いことに、LPS 刺激の無い状態においても野生型マウスでは欠失型マウスと比較して腫

瘍増殖が遅い傾向にあった。この差異は LPS 投与によりより顕著となり、野生型マウスは LPS 投与

により腫瘍増殖 が

有意に抑制された

のにくらべ欠失型

では LPS の投与に

よる腫瘍増殖抑制

効果は見られなか

っ た 。 （ 右 図 、

Yahiro, Cancer Immunol Immunother. 2020 より一部抜粋） この腫瘍増殖抑制効果の機序の解析

のため、腫瘍に浸潤している免疫細胞の差異について評価を行った。まずマクロファージに着目し

たものの野生型マウスと欠失型マウス、および LPS

刺激の有無で変化が認められなかった。一方で

CD8 陽性 T 細胞は LPS 刺激により腫瘍組織内に

浸潤する細胞数の増加が認められた。CD8 陽性細

胞について in vivo depletion を行い、エフェクターと

し ての機能を確認することができた（右図、同上、

一部抜粋）。また骨肉腫患者の切除検体において

も CD8 浸潤と予後には相関が認められこの結果を

論文として発表した。（Cancer Immunol Immunother. 2020;69(5):745-758） 

 これ以外にも腫瘍免疫に関連する研究を併行して行った。免疫チェックポイントと呼ばれ免疫応

答を抑制する分子の一つに PD-L1 があり、腫瘍細胞に発現することで免疫からの回避に関わって

いる。悪性骨軟部腫瘍の中 でも PD-L1 の発現が高く免疫チェックポイント阻害薬の効果が期待さ

れているものに「未分化多型肉腫」という腫瘍が存在する。この未分化多型肉腫において PDL1 の

調節因子である CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 6 (CMTM6)が高発現して

いる群が存在し、これらは PD-L1 発現を伴い予後不良であることを示し論文として発表した（J 

Cancer Res Clin Oncol . 2021 Jul;147(7):2003-2011）。 末梢血から簡便に測定できる免疫マーカー

として好中球リンパ球比（NLR）、血小板リンパ球比（PLR）などが報告されており腫瘍免疫の状態

を反映していると解釈されている。悪性軟部腫瘍においても NLR,PLR が低く腫瘍免疫が活性化し

ていると思われる例の予後が良好であることが示されている。これらのマーカーが治療選択の補助

になる可能性について探索した。進行期の悪性軟部腫瘍において標準的な二次治療は確立され

ておらずエリブリン、トラベクテジン、パゾパニブの 3 剤が主に選択されるがその選択に当たっての

明確な根拠はない。我々の検討では PLR が低い症例でエリブリンを選択した群が全生存率にお

いて予後良好であった。エリブリンは腫瘍の微小環境を調節し後治療の効果を高め全生存期間を

延長する作用も有すると考えられており、免疫応答が保持されている症例ではその効果が特に期

待されることが示唆された（J Clin Med. 2021 Oct 26;10(21):4972）。さらに抗腫瘍効果に寄与するマ

クロファージに対して抑制的に働く SIRPαの発現に注目していくつかの腫瘍で解析を行った。未分

化多型肉腫においては SIRPα の発現が  予後不良因子であり T cell immunoreceptor with 

immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif domains (TIGIT)の関与が疑

われることを見出し論文として発表した。（J Cancer Res Clin Oncol. 2023 Jun;149(6) 
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