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研究成果の概要（和文）：我々は, 術前化学療法に加えて Interleukin-18 による免疫療法を

併用することにより, 術前化学療法のみより骨肉腫の転移が著しく抑制されることを示し

ている. 本研究ではこの併用療法の効果を増強するために, バルプロ酸（ヒストンアセチル

化阻害剤）とヒドララジン（DNAメチル化阻害剤)について検討し, これらの薬剤が免疫細胞に

対する骨肉腫の感受性を高めることを明らかにした. 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of valproic acid (VPA) (a histone 
deacetylase inhibitor) in combination with hydralazine (Hy) (a DNA methylation 
inhibitor) to enhance the therapeutic effects of immunotherapy of interleukin-18 in 
osteosarcomas. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 骨肉腫は青年期に好発する高悪性腫瘍で, 
原発性悪性骨腫瘍の中で最も頻度が高い .    
骨肉腫治療に術前化学療法が導入されて, 患
者の 5 年生存率は 10-20%から 60-70 %と飛
躍的に向上した. しかし, これ以上に予後の
改善はなく, 抗癌剤単独による術前化学療法
の限界が示されている. 肺転移は骨肉腫治療
で最大の予後不良因子であり, これを強く抑
制し, 且つ, 副作用の少ない治療の開発が望
まれている.  

(2) 我々は骨肉腫の肺転移を抑制するため, 
兵庫医科大学で発見された interleukin-18 
(IL-18)の免疫療法に注目して, 継続的な研
究を行っている. 現在まで, この免疫療法が
骨肉腫細胞の肺転移成立と, 肺転移が成立し
た後の増殖抑制に作用することを証明した. 
さらに, ifosfamide (IFM)による術前化学療
法と IL-18 による免疫療法の併用が, 肺転移
を著しく減少させることも証明した. しかし, 
骨肉腫に対する免疫療法の臨床応用には ,  
骨肉腫がもつ免疫細胞抵抗性が問題となる.  
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具体的には, ヒト骨肉腫細胞は細胞障害性
CD8+T 細胞や NK 細胞の攻撃に対しての
抵抗性を有することが知られている. つまり, 
我々の併用療法の臨床応用には, 骨肉腫細胞
のもつ免疫細胞抵抗性を打破して, 免疫細胞
感受性を高める必要がある.  
 
(3) 近年, ヒストン蛋白アセチル化阻害剤で
あるバルプロン酸及び, DNA メチル化阻害
剤であるヒドララジンに我々は注目してい
る. これらの薬剤は, 腫瘍細胞の遺伝子発現
を変化させる事が知られており, 骨肉腫では, 
バルプロン酸がヒト骨肉腫細胞の Fas 受容
体を介する細胞死の感受性を高めるとの報
告がある. さらに, バルプロン酸はてんかん
の治療に, ヒドララジンは血管拡張薬として
用いられており, 安全性が証明されているの
で, これらの薬剤を骨肉腫に臨床応用は直ち
に行えると言った利点がある.  
 
 
２．研究の目的 
 ヒト骨肉腫細胞の持つ免疫抵抗性を抑制
してその免疫細胞感受性を高める目的で, バ
ルプロン酸及び, ヒドララジンが, 骨肉腫細
胞の持つ免疫抵抗性を抑制することで免疫
細胞感受性を高めることと, 併用療法の有効
性をさらに向上させることを実証すること
である. 
 
(1) バルプロン酸のヒト骨肉腫細胞の細胞膜
NKG2D ligand (MICA,MICB)の発現と, 遊
離 MICA, MICB の産生, 細胞膜 Fas 発現と
遊離 Fas 産生に及ぼす効果を検討する. 
 
(2) バルプロン酸とヒドララジンの併用投与
における , ヒト骨肉腫細胞の Fas または , 
NKG２D ligand-受容体の関与する免疫細胞
感受性に及ぼす効果を検討する. 
 
(3) バルプロン酸によるヒト骨肉腫細胞株の
Vascular endothelial growth factor (VEGF), 
vascular endothelial growth inhibitor 
(VEGI), VEGI 受容体（DR3），soluble decoy 
receptor (DcR3)の mRNA，蛋白の発現に及ぼ
す効果を in vitro で調べる. 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト骨肉腫細胞 4 株をバルプロン酸と培
養し, 骨肉腫細胞の細胞膜 Fas 発現, NKG2D 
ligand 発現をフローサイトメトリーで定量
した. 同時に培養液中の遊離の Fas, 遊離
NKG2D ligandを ELISA法で測定した. バルプ
ロン酸の免疫細胞による腫瘍細胞障害の効
果は, ヒト骨肉腫細胞を抗 Fas抗体, または
ヒト NK 細胞株と培養し, その細胞死の程度

により評価した.  
 
(2) バルプロン酸とヒドララジンの併用投
与によるヒト骨肉腫細胞の増殖抑制に及ぼ
す効果を(1)と同様に検討した. 
 
(3) バルプロン酸の骨肉腫細胞の増殖に及
ぼす効果を MMT 法で調べる. 細胞の mRNA を
抽出し, VEGF, VEGI, DcR3 の mRNA 量を
RT-PCRを用いて検討する. また、Western 
blot法を用いて, 細胞の VEGF，細胞膜の VEGI
の発現を調べる. 回収した培養液中の VEGF，
遊離 VEGI，DcR3量を ELISA 法で検討する. 
 
 
４．研究成果 
(1) バルプロ酸のヒト骨肉腫細胞への作用
①細胞膜 NKG2D ligand (MICA, MICB)の発現 
 を増加させる.  
②遊離 MICA, MICB の産生を抑制する. 
③NK細胞に対する感受性を亢進させる. 
④バルプロン酸による遊離 MICA, MICBの 
 産生抑制の機序は, 細胞膜の MICA, MICB  
 を切断する matrix metalloprotease-9の 
 産生抑制による. 
(文献, Oncol Rep, 28: 1585-1590, 2012) 
 
(2) バルプロン酸とヒドララジンの併用に
よるヒト骨肉腫細胞への作用 
①遊離の Fasを増加させないが, 細胞膜 Fas 
 発現を増加させる. 
②細胞膜の MICA, MICBの発現を増加させる 
 が遊離 MICA, MICB産生は減少させる. 
③NK細胞に対する感受性を単独使用の場合 
 よりも更に亢進させる. 
④ヒドララジンは骨肉腫細胞の増殖を抑制 
 しないが, バルプロン酸はその増殖を 
 抑制する事を明らかにした.  
(文献, Int J Oncol, 41: 83-91, 2012) 
⑤低酸素の状態では, hypoxia inducing  
 factor -1α 依存性に骨肉腫細胞の細胞膜 
 MICAが減少する 
⑥バルプロン酸は, 低酸素による細胞膜 
 MICAの減少を抑制する 
（文献, Int J Oncol, 41: 2005-2012, 2012） 

 

(3) バルプロン酸はヒト骨肉腫細胞の細胞膜

VEGIの産生を増加させ, 遊離VEGIを増加させ

ること及び, VEGFの産生を抑制することを明

らかにした. この二つの作用によりバルプロ

ン酸は, 骨肉腫細胞による血管新生を抑制す

ることを明らかにした. また骨肉腫にはVEGI

受容体(DR3)があり, バルプロン酸はDR3の発

現も増加させ, その結果増加した遊離VEGIと

DR3が結合し, 骨肉腫細胞の細胞死が誘導さ

れることも明らかにした. 
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