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研究成果の概要（和文）：骨肉腫に対する新規治療薬の候補として骨形成阻害因子であるスクレロスチンの評価
を行った。スクレロスチンは古典的Wnt経路の阻害因子であり、マウスおよびヒト骨肉腫細胞株内のβカテニン
タンパクの量を減少させた。Wnt経路以外のがんシグナル伝達経路への影響を評価するためにCancer Signaling 
Phospho Antibody Array（Full Moon BioSystems）を用いて解析をしたが、スクレロスチン刺激によって他のが
んシグナル伝達経路に有意な変化は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We evaluated sclerostin, an inhibitor of bone formation, as a candidate for 
a novel therapeutic agent against osteosarcoma. Sclerostin is a inhibitor of the canonical Wnt 
pathway and reduced the levels of β-catenin protein in mouse and human osteosarcoma cell lines. To 
assess its impact on other cancer signaling pathways, we conducted analysis using the Cancer 
Signaling Phospho Antibody Array (Full Moon BioSystems), but no significant changes were observed in
 other cancer signaling pathways upon stimulation with sclerostin.

研究分野： 整形外科

キーワード： 骨肉腫　スクレロスチン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　悪性骨腫瘍で最も頻度の高い骨肉腫は、腫瘍性の類骨、骨を形成する悪性腫瘍と定義される。骨肉腫は多様
性、不均一性が高く、共通の原因遺伝子は特定されていない。骨肉腫に対する標準治療は、1970年代に開発され
た薬剤が現在も使用され続けており、新規治療薬の開発が切望されている。
　全ての骨肉腫に共通する現象である骨形成を阻害する因子であるスクレロスチンは、骨肉腫に対して抗腫瘍効
果を持つことが明らかになっている。この作用を利用した新規治療薬の開発を目指して研究を継続している。

※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 
 
【背景 1：骨肉腫に対する抗がん剤】 
悪性骨腫瘍の中で最も頻度の高い骨肉腫は、組織学的に腫瘍性の類骨・骨を形成する悪性腫瘍と
定義される。数多くの原因遺伝子の候補が報告されているが、腫瘍の多様性、不均一性が高く、
診断に有用な遺伝子変異は存在しない。骨肉腫に対しては 1990 年代に現行の抗がん剤の多剤併
用療法が開始され、5 年生存率は約 10％から 70％以上にまで改善した。しかし初診時進行例や
早期再発例など、小児を含め予後不良な症例が数多く存在する。近年、他のがん腫に対する化学
療法は分子標的薬などの新規薬剤が多数開発されているが、悪性骨腫瘍に対する適応はなく、そ
の効果も限定的である。骨肉腫に対して有効な治療薬は 20 年以上新規開発がなされておらず、
新規抗がん剤の開発が切望されている。 
【背景 2：Wnt 経路と悪性腫瘍】 
 Wnt 経路は発生、成長、幹細胞の維持・分化、恒常性の維持など生体内の様々な現象を全身の
組織で調節する。Wnt 経路にはβカテニンを介する古典的 Wnt 経路と、それを介さない非古典
的 Wnt 経路とが存在する。古典的 Wnt 経路は受容体 Frizzled と共受容体 Lrp5/6 の受容体複合
体を介して細胞内にシグナルを伝え、βカテニンを介して標的遺伝子の発現を調節し、多くの細
胞の増殖・分化を促進する。またその異常な活性化は腫瘍細胞の発生・増殖を促進する。非古典
的 Wnt 経路は細胞運動や極性決定に関与し、その異常な活性化は腫瘍の細胞運動、浸潤能、転
移を促進する。これまでにスクレロスチンを除く多くの Wnt 阻害剤が臨床応用を目指して研究
されているが、全身の組織に作用するためその副作用の大きさが問題となっている。 
【背景 3：Wnt 阻害因子スクレロスチン】 
 古典的 Wnt 経路に対する阻害因子であるスクレロスチンは、骨細胞から分泌されるタンパク
質である。骨組織に特異性が高く、骨芽細胞の古典的 Wnt 経路を阻害することにより骨形成を
抑制し骨粗鬆症の原因となる。これに対する抗スクレロスチン抗体は、骨形成促進剤として海外
ではすでに骨粗鬆症治療に臨床応用されている。しかし、骨形成促進剤は過量投与により悪性骨
腫瘍（骨肉腫）形成の危険性が報告されており、抗スクレロスチン抗体も悪性骨腫瘍形成の危険
性が危惧される。これらのことから抗スクレロスチン抗体と逆の作用を持つスクレロスチンは、
悪性骨腫瘍に対して抑制的に作用し、腫瘍の増大や転移を抑制する作用を持つことが推測され
た。これまでの我々の研究において、スクレロスチンが骨肉腫の増殖能・遊走能を抑制し、骨肉
腫マウス皮下移植モデルの腫瘍の増大を抑制し、生命予後の改善が確認されている。しかしがん
細胞におけるスクレロスチンの Wnt 経路阻害作用に関する報告は皆無である。 
 
 
２．研究の目的 
 骨形成は多様性・不均一性の高い骨肉腫の全てに唯一共通する現象であり、スクレロスチンは
その骨形成を抑制する。最終目標は、骨形成阻害因子のスクレロスチンの性質・骨組織特異性を
逆手に取り、骨肉腫に対する創薬研究にブレークスルーを起こし、骨肉腫に対しての新規治療薬
の開発を目指すことである。本研究では、骨肉腫に対するスクレロスチンの抗腫瘍効果のメカニ
ズム、作用点の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) スクレロスチンによる骨肉腫細胞株への作用の解析 

各種骨肉腫細胞株（143B ヒトおよび LM8 マウス）にスクレロスチン 10～1000ng/ml を投
与し、古典的 Wnt 経路活性を示すβカテニンのタンパク量の変化をウェスタンブロットに
て評価する。また骨形成マーカーの ALP や転写因子の Runx2 や Osterix の発現の変化をリ
アルタイム PCR にて評価する。 
 

(2) スクレロスチンを細分化したペプチド合成 
スクレロスチンは 213 アミノ酸からなり、3 つのループ構造を持つことが知られている。

特にループ 2 に含まれる NXI motif（アミノ酸配列 PNAIG）を介して LRP5/6 と相互作用す
ることが報告されている（G Holdsworth. J Biol Chem. 2012）。そこでループごとに 3分
割したペプチドを作製し、骨肉腫に対する抗腫瘍効果を in vitro で評価する。 
 

(3) がんシグナル伝達経路リン酸化抗体アレイ 
スクレロスチンは古典的 Wnt 経路の阻害因子として知られているが、Wnt 経路以外のシ

グナル伝達経路への作用を評価するため、Cancer Signaling Phospho Antibody Array（Full 
Moon BioSystems）を用いて、マウス骨肉腫細胞株 LM8 に対してスクレロスチン 100ng/ml
を投与した際の変化を評価する。 



 
(4) リコンビナントスクレロスチンタンパク質の合成と精製 

これまでは市販のリコンビナントスクレロスチンタンパク質を使用していたが、今後も
in vivo 実験などで多量のスクレロスチンが必要となるため、スクレロスチンの合成と精製
を行った。 

 
 
４．研究成果 
(1) スクレロスチンによる骨肉腫細胞株への作用の解析 
 

in vitro において各種骨肉腫細胞株（143B ヒトおよび
LM8 マウス）にスクレロスチンを投与し、古典的 Wnt 経路
活性を示すβカテニンのタンパク量の変化をウェスタン
ブロットにて評価した。既知の骨芽細胞における作用と
同様に、骨肉腫細胞株においてもスクレロスチン投与に
よりβカテニンの蓄積量は減少した。 
骨形成マーカーの ALP や転写因子の Runx2 や Osterix

の発現の変化をリアルタイム PCR にて評価した。骨肉腫
細胞株においてはスクレロスチン投与により骨形成マー
カーや転写因子の発現に有意な変化は認めなかった。 

 
 
 
 
 
(2) スクレロスチンを細分化したペプチド合成 
 

それぞれのアミノ酸配列は、ループ１：CRELHFTRYVTDGPCRSAKPVTELVC、ループ 2：
CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC、ループ 3：CPGGEAPRARKVRLVASC とし、PNAIG 配列を含むルー
プ 2 は PNAIG 配列を含みさらに細分化したペプチド（アミノ酸配列 CLPNAIGRGKWC）も作製
した。 
Peptide a～d を岡山大学共同実験室に、Peptide A～D、B（環状構造）、D（環状構造）を
Sigma Aldrich 社に依頼して作製した。 
 
Peptide a：CRELHFTRYVTDGPCRSAKPVTELVC-CONH2 
Peptide b：CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC-CONH2 
Peptide c：CPGGEAPRARKVRLVASC-CONH2 
Peptide d：CLPNAIGRGKWC-CONH2 
 
Peptide A：Ac-RELHFTRYVTDGPCRSAKPVTELV-NH2 
Peptide B：Ac-GPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFR-NH2 
Peptide C：Ac-PGGEAPRARKVRLVAS-NH2 
Peptide D：Ac-LPNAIGRGKW-NH2 
Peptide B（環状構造）：Ac-CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC-NH2(Cys&Cys bridge) 
Peptide D（環状構造）：Ac-CLPNAIGRGKWC-NH2(Cys&Cys bridge) 
 
マウス骨肉腫細胞株 LM8 とヒト骨肉腫細胞株 143B に対して、それぞれの Peptide を投与
し、ウェスタンブロットにてβカテニンのタンパク量を、alamarBlue assay で増殖能を、
Migration assay で遊走能の変化を評価したが、再現性のある結果は得られなかった。 

 
 
(3) がんシグナル伝達経路リン酸化抗体アレイ 
 

Cancer Signaling Phospho Antibody Array（Full Moon BioSystems）はがんシグナル伝
達経路に重要な 269 の特異性の高い抗体を特徴としている。タンパク質のリン酸化を定性
的にプロファイリングするための ELISA ベースのハイスループット抗体アレイであり、正
常サンプルと治療・疾患サンプルの比較、バイオマーカー候補の同定を目的として設計され
ている。このアレイに含まれる 269 種類の抗体により、スクレロスチン投与による AKT シ
グナル伝達、アポトーシス、EGF/EGFR シグナル伝達、ERK/MAPK、p53 シグナル伝達などを含
む複数のがん細胞経路の主要タンパク質の変化を解析した。 
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各種シグナル伝達経路に有意な変化は認められなかった。 
 
 
(4) リコンビナントスクレロスチンタンパク質の合成と精製 
 

スクレロスチンの DNA 断片を C57BL/6 マウスから抽出した total RNA をテンプレートに
プ ラ イ マ ー 5'- TCGACGCCACCATGCTCGAGGCCACCATGCAGCCCTCACTAG -3' お よ び 5'- 
CTTTGTAGTCGGATCCGTAGCGTTCTCCAG -3'を用いた RT-PCR により増幅した。その後 GeneArt 
Seamless Cloning and Assembly Kit を用いて pEBMulti-linker -FLAG-His の Xhol 部位に
クローニングしてpEBMulti-Sclerostin-FLAG-Hisを作成した。pEBMulti-Sclerostin-FLAG-
His を FreeStyle 293 細胞（2.5-3.0×106 個/ml）に transfection した。OPTI-MEM とポリ
エチレンイミン（PEI）を同量で調節した 0.5 μg/ml の PEI 液と OPTI-MEM と pEBMulti-
Sclerostin-FLAG-His（1 μg/ml）を同量で調節した 0.5 μg/ml の DNA 液をそれぞれ作成
した後に 2：1 の割合で細胞に添加して 37℃で 24 時間インキュベートした。その後、培地
を追加し倍にしてペニシリン-ストレプトマイシン-アムホテリシン B 懸濁液を添加して 24
時間インキュベートした。さらに培地を追加して 6日間インキュベートした。4℃, 3000rpm
で 10 分間遠心し上清を回収、さらに 4℃, 9000rpm で 30 分間遠心し回収した上清を 0.22μ
m のフィルターで濾過した。得られた濾過液を GE Kvick Cassette concentrator (10 kD, 
GE Healthcare)を使用しておよそ 20倍に濃縮させる。得られた濃縮液 25 ml に対して Talon 
metal affinity resin (Clontech) 2 ml と塩化マグネシウムを終濃度 2 mM で混合し 4℃で
2 時間転倒混和した。カラムに充填して、bed volumes の 3 倍の PBS(-)で 3 回洗浄、bed 
volumes の 1 倍の Wash buffer (10 mM imidazole, 150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 
8.0))で 1 回洗浄した。Elution buffer (250 mM imidazole, 150 mM NaCl, 100 mM Tris-
HCl (pH 7.2))1 ml による溶出を 10 回行い、それぞれで得られた溶液を Bradford 法でタン
パク量を確認した。タンパク量の多いものを複数選択し、PBS(-)による透析 8 時間を 3 回
行った。透析後の溶液を 4℃,12000rpm で 30 分遠心後上清を回収し、精製を終了とした。
得られたリコンビナントスクレロスチンの活性確認は、マウス骨肉腫細胞株LM8に投与し、
βカテニンの減少をウェスタンブロットで評価した。 
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