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研究成果の概要（和文）：骨肉腫は肺転移合併例の予後は悪く,新たな治療法が望まれる.Tumor necrosis factor(TNF)
-α阻害薬の骨肉腫肺転移抑制効果について検討した.
ヒト骨肉腫細胞143Bをマウス脛骨に移植した骨肉腫自然肺転移モデルにTNF-α阻害薬であるInfliximab(IFX)を4週間腹
腔内投与したところ,肉眼的・組織学的に肺転移を抑制した. IFX 30μg/ml 以上で143B の運動能抑制および浸潤能抑
制が認められたが,細胞増殖抑制効果はなかった. また,IFX添加にてCXCR4,Rhoの蛋白発現が抑制された.IFXは骨肉腫治
療の新しい選釈肢の 1 つとなる可能性が示唆された.

研究成果の概要（英文）：Osteosarcoma is the most common primary malignancy of bone, and patients often 
develop pulmonary metastases. In a previous study, tumor necrosis factor (TNF)-α treatment of human 
osteosarcoma cells increases their metastatic ability in an animal model. TNF-α can act as a tumor 
necrosis factor and also as a tumor-promoting factor. In the present study, the effect of a TNF-α 
inhibitor on osteosarcoma aggressiveness and pulmonary metastases was investigated in vitro and in vivo.
An orthotopic xenograft model of 143B cell growth and spontaneous metastasis in SCID mice was used to 
assess the in vivo effect of infliximab, a TNF-α inhibitor. Infliximab greatly reduced cell motility and 
pulmonary metastases in 143B cells. The mechanism of pulmonary metastasis inhibition involved decreased 
expression of CXC chemokine receptor 4 (CXCR4), Rho (small GTPase protein), and its effector. TNF-α 
inhibition may become a preventive therapeutic option for the pulmonary metastases of osteosarcoma.

研究分野： 転移性腫瘍、骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫は原発性骨悪性腫瘍の中で最も発生

頻度が高く、10 歳代の若年者に好発する。近
年，集学的治療法の発展によりその生命予後
は大幅に改善され、5 年生存率は 70％前後ま
で改善してきた。しかしながら，骨肉腫は肺
転移を起こし易く、肺転移を合併した症例で
は生命予後は低く、5 年生存率は 30％前後と
大きな差がある。現在、骨肉腫肺転移に対し
ては切除可能なものは開胸手術による摘出、
切除不能例に対しては化学療法を選択する
のが一般的で、その他ラジオ波凝固療法や胸
腔鏡手術なども行われている。しかしながら、
初回手術で肺転移巣をすべて切除できた例
でも 5 年生存率 40％と不良であり、更なる新
たな治療法の開発が望まれている。 

Tumor necrosis factorα(TNFα)はマウス
に移植した腫瘍に対して出血性壊死を誘発
させる因子として 1975 年に単離され、1984
年に遺伝子がクローニングされ、主にマクロ
ファージにより産生される。固形がんに対し
て出血性の壊死を生じさせるサイトカイン
とされていたが、近年の研究において、TNF
αは悪性腫瘍において、腫瘍の浸潤・転移を
促進することが見出されてきた。Malik らは、
ヒト TNFαを Chinese hamster ovary cells
に遺伝子導入し、ヌードマウスに腹腔内投与
すると腹膜浸潤、肝・肺転移が促進する、と
報告している。Orosz らは、ヒト TNFαを線
維肉腫自然肺転移モデルマウスに腹腔内投
与すると肺転移が促進する、と報告している。 
 
２．研究の目的 
悪性腫瘍における TNFαの関与は、腫瘍周

囲に集積している腫瘍関連マクロファージ
(Tumor associated macrophage)や悪性腫瘍
自体が TNFαを産生、放出している。これら
の TNFαは腫瘍細胞に作用し、NFκB シグ
ナル伝達系により、腫瘍の増殖、遊走、接着
等に作用すると考えられている。また、TNF
αにより産生される Interleukin-6(IL-6)や他
のサイトカイン、ケモカイン、血管新生因子
により血管新生、腫瘍転移が促進されると考
えられている。つまり、TNFαを抑制するこ
とで骨肉腫の肺転移が抑制される可能性が
ある、と考え、骨肉腫自然肺転移モデルマウ
スを作成し、TNFα阻害剤を投与し、骨肉腫
の肺転移抑制効果を in vivo および in vitro
にて検討した。 
 
３．研究の方法 
①骨肉腫細胞株143BにおけるTNFαの発現
の検討 
骨肉腫細胞株 143B から mRNA を ISOGEN 
(Nippon gene 社)を用いて抽出し、1st strand 
cDNA Sythesis Kit for RT-PCR (Roche 社)

を用いて cDNA 作成した。cDNA を作成後に TNF
α、よびその受容体と、housekeeping gene
にはGAPDHをPCR を施行して発現の有無を検
討した。 
 
②骨肉腫自然肺転移モデルマウスの確立 
 5 週齢雄 SCID マウスの脛骨にヒト骨肉腫
細胞株143Bを2.0X105個を移植し、移植後、
2 週から 1 週毎に 6 週まで肉眼的な肺転移の
有無とその頻度を検討した。肉眼的検討は両
側の肺表面の結節数を評価し、至適週数を決
定し、自然肺転移モデルを確立した。 
 
③TNF 阻害剤投与による肺転移抑制効果の
検討 
 5 週齢雄 SCID マウスの脛骨にヒト骨肉腫
細胞株 143B を 2.0X105個を移植し、移植後
より抗 TNFα抗体である Infliximab を
10mg/kg/週で、4 週間腹腔内投与した。コン
トロール群は生食を腹腔内投与した。4 週後、
安楽死させて下肢骨の原発巣および肺転移
巣を肉眼的、組織学的に評価した。下肢骨移
植腫瘍は腫瘍短径 2 x 腫瘍長径/2 の近似式で
算出した。肺肉眼的評価は両側の肺表面の結
節数を、組織学的評価はヘマトキシリン-エオ
ジン染色（HE 染色）を施行し、最大割面で
の肺結節数を評価した。 
 
④ヒト骨肉腫細胞株 143B における TNF 阻
害剤添加による抗腫瘍効果の検討 
 肺転移抑制のメカニズムを検討するため、
TNF 阻害剤(Infliximab)を至適濃度投与によ
る 143B 細胞の抗腫瘍効果の有無を検討した。
増殖能を WST-1 assay で、運動能および浸潤
能の評価を double chamber 法で行った。内
側 chamber の pore を通過して移動した細胞
の個数をカウントし、運動能を評価した。浸
潤能は、matrigel でコートされた chamber
を用いて評価した。 
 
⑤ヒト骨肉腫細胞株 143B における TNF 阻
害剤添加による転移関連因子発現の検討 
ヒト骨肉腫細胞株 143B に至適濃度の
infliximab を投与し、至適時間経過後 lysis 
buffer にて蛋白質を採取し、ウエスタンブロ
ット法にて転移関連因子発現を検討した。検
討蛋白はTNFαの下流シグナルとしてNFκ
B、JNK、運動能として Rac/cdc、ROCK、
Rho A を、ケモカインレセプターとして
CXCR4 の発現を検討した。 
 
４．研究成果 
①骨肉腫細胞株143BにおけるTNFαの発現
の検討 
 143B 細胞では TNFαおよび TNFR1 は発
現していたが TNFR2 は発現していなかった。 
 



②骨肉腫自然肺転移モデルマウスの確立 
 移植後 3 週より肺転移が観察され、移植 4
週後では全例で肉眼的肺転移が認められた。
移植 4週後と 5週後では転移数に有意差はな
く、5 週を超えると腫瘍死するマウスがみら
れ、移植 6週後では全例腫瘍死した。よって
移植後の評価週数として至適週数は 4週とし
た。 
 
③TNF 阻害剤投与による肺転移抑制効果の
検討 
腫瘍を移植した脛骨は Infliximab 投与群が

縮小
傾向
にあ
った
が、
有意
差は
なか
った。
しか
しな
がら、
肺転
移数
は肉
眼的
（上
段）

・組織学的（下段）共に Infliximab 投与群が
有意に低下していた。 
 
④ヒト骨肉腫細胞株 143B における TNF 阻
害剤添加による抗腫瘍効果の検討 
infliximab 投与では細胞増殖抑制効果は 100

μ
/ml

の濃
度で
も認
めら
れな
かっ
た。

運動
能

（上
段）
およ
び浸
潤能
（下
段）

は
30μg/ml 以上の添加で有意に運動能・浸潤能
は低下した。 
 

⑤ヒト骨肉腫細胞株 143B における TNF 阻
害剤添加による転移関連因子発現の検討 
Infliximab添加にて 143B におけるNFκB、

JNK 、
Rac/cdc 、
ROCK 、
Rho A、

CXCR4
の発現は
いずれも
低下して

いた。つまり Infliximab 添加により TNF 下
流シグナルは
抑制され、ま
た、細胞運動
能関連因子が
抑制されてい
た。 
 
以上の結果か

ら TNF を阻害することにより、細胞運動能・
浸潤能が抑制されることで骨肉腫細胞株を
用いた自然肺転移モデルで肺転移が抑制さ
れることを見出した。 
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