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研究成果の概要（和文）：　mTOR阻害薬（ラパマイシン）はマウス骨肉腫細胞株（LM8）に対し、有意な腫瘍増殖抑制
効果をin vitroにおいて示した。他の抗癌剤（ゲムシタビン）との併用することにより相加効果がみられた。LM8をC3H
マウスに移植する骨肉腫担癌モデルマウスを使用したin vivo実験においてmTOR阻害薬（ラパマイシン）は原発巣の増
殖抑制と肺転移の抑制をみた。さらに、in vitroと同様に抗癌剤（ゲムシタビン）を併用することによる相加効果がみ
られた。

研究成果の概要（英文）：mTOR inhibitor (Rapamycin) induced significant tumor growth inhibitory effect on m
ouse osteosarcoma cell line  (LM8) by in vitro study as WB assay, WST assay, microscopic analysis and FACS
 analysis. Additive effect was observed by combining another anticancer agent (gemcitabine). mTOR inhibito
r (rapamycin) induced the growth inhibition of primary tumor and suppression of lung metastasis in in vivo
 experiments using the osteosarcoma (LM8) tumor-bearing mouse model transplanted to C3H mice. Furthermore,
 same additive effect as in vitro study with the combination anti-cancer agent (gemcitabine) were observed
 in this mouse model study.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）骨肉腫は腫瘍細胞が類骨(osteoid)ある
いは骨を直接生産する悪性非上皮性腫瘍と
定義される。骨肉腫は造血系腫瘍を除いた原
発性骨悪性腫瘍の中では最も頻度が高く
(23%)、10 歳代に好発し男性に多い(全国悪性
骨腫瘍登録一覧表 2007)。四肢長管骨（特に
膝周囲）に好発し、血行性遠隔転移(特に肺)
をきたしやすく予後不良であり、40 年前には
生存率は 10-15％にすぎなかった。手術療法
の進歩、系統的化学療法の導入によって 60％
以上の生存率まで改善している。本邦での全
国他施設共同研究プロトコール NECO95-J(当
施設も参加)では 5 年無病生存率 76％と世界
に誇る成績が達成されている。さらに、2010
年 2 月より JCOG（Japan Clinical Oncology 
Group）の骨・軟骨腫瘍グループで JCOG0905
という RCT(ランダム化比較試験)が開始され
ている。本邦で初めて行われる骨肉腫の第Ⅲ
相試験であり、非常に期待されるものである。
骨・軟部腫瘍科医として患者さんの治療にあ
たるとともに、本研究において mTOR 阻害薬
の骨肉腫への効果を証明し、将来の RCT に参
加することを目標としている。 
 
（2）セリン／スレオニンキナーゼの 1 つで
ある mTOR (mammalian target of rapamicin)
は1991年にラパマイシンの標的となる300kD
のタンパクとして酵母で同定された。mTOR は
遺伝子の転写、翻訳に直接に働き、細胞分裂、
増殖、代謝、血管新生、寿命、細胞死、免疫
抑制などを調整し、mTOR ノックアウトマウス
が早期胎生致死を示すことからも、生命の根
幹を担うタンパクの 1つであるとされる。骨
肉腫における mTOR のメカニズムの解析、阻
害薬の有用性の研究(Zhou R et al. J Orthop 
Res. 2011 Jun;29(6):846-52)は開始された
ばかりであり、特定の骨肉腫細胞、阻害薬、
マウスモデルに限られるものが多い。さらに、
小児固形腫瘍に対する mTOR 阻害薬の 1 つで
あるエベロリムの phase I study (Fouladi M 
et al. Journal of clinical oncology 
2007;25:4806-12.)が行われ、2例の骨肉腫の
エントリーがあり 1例の SD(8 ヵ月)をえたと
されるが、他の腫瘍に比較し十分とはいえな
い。 
 
２．研究の目的 
（1）今回、我々は mTOR の骨肉腫における働
きを研究し、その阻害薬の新規抗癌剤として
の有用性の検討することを目的とする。mTOR
は細胞の生存・増殖の根幹となるタンパク分
子であり、骨肉腫での活性が確認されている
PI3K/AKT の下流に位置している。本研究によ
って骨肉腫腫の増殖および転移における
mTOR および標的分子の働きを解明するのが
目的であり、本研究は骨肉腫に対する新規分
子標的製剤としての可能性を探る点で大き
な意義があると考えている。我々は以前、膵
臓 癌 の 適 応 が 承 認 さ れ た ば か り の

Gemcitabine を骨肉腫の治療へ使用できるか
を in vitro および in vivo で検討している
(Ando T et al. J Orthop Res 2005;23:964-9.)
その後、臨床応用への研究も追従されている
(Ray-Coquard et al. Cancer Treat Rev. 
2011)。この経験を生かして、骨肉腫に対す
る新規化学療法および併用療法への可能性
を模索していきたい。 
 
（2）骨肉腫における mTOR のメカニズムの一
部を明らかにすることによって、その制御の
可能性を示したい。その成果として、mTOR 阻
害薬による骨肉腫の新たな予防／治療法の
創出が期待できる。10 歳代に好発する骨肉腫
に対して新たな治療開発していくことは、わ
れわれ医療者、研究者の使命であると考えて
いる。 
 
３．研究の方法 
（1）骨肉腫細胞を培養し、mTOR 発現の検討
する。 
①骨肉腫細胞を培養し、mRNAレベルでのmTOR
の発現を PCR 法で定量する。 
②タンパクレベルでの mTOR の発現を WB法で
定量する。 
③細胞密度、FCS 濃度を段階的に変化させ、
mTOR の発現量が変化するか確認する。 
④mTOR複合体のの標的分子（4EBP1,S6K1 AKT, 
SGK, PKCa）のリン酸化を確認する。標的分
子のリン酸化をリン酸化抗体を用いて WB 法
により定量する。 
 
（2）骨肉腫細胞への mTOR 阻害薬による抑制
効果を in vitro で確認する。 
①培養骨肉腫細胞に対して mTOR 阻害薬（ラ
パマイシン）を投与し、増殖抑制（WST assay
法）をみる。 
②さらに、アポトーシス・ネクローシス比率
を AnnexinV を用いた FACS 法にて確認する。 
 
（3）担癌マウスモデルを使用し mTOR 阻害薬
による抗腫瘍効果を in vivo で確認 
①高肺転移マウス骨肉腫細胞株(LM8)を C3H
マウスに移植し、骨肉腫担癌モデルマウスを
作製する。 
②この担癌マウスモデルに mTOR 阻害薬（ラ
パマイシン）をいくつかの投与方法（経口、
経静脈、腹腔内）で投与し、マウスの全生存
期間（Kaplan-Meier 法にて統計学的処理）、
腫瘍の増殖抑制効果（大きさの検討、病理に
よる壊死率の検討、TUNEL 法で組織内のアポ
トーシスの確認）、転移予防効果（肺その他
の臓器の解剖）を検討する。 
③同様の骨肉腫担癌マウスモデルに mTOR 阻
害薬（ラパマイシン）と他の抗癌剤（ゲムシ
タビン）を併用し効果を検討した。 
 
４．研究成果 
 



（1）マウス骨肉腫細胞（LM8）を培養し、mTOR
発現の検討した。 
①mTOR の発現を通常 PCR 法、および定量 PCR
法で確認した。 
②タンパクレベルでの mTOR の発現、および
そのリン酸化を WB 法で確認した。また、こ
のリン酸化は mTOR 阻害薬（ラパマイシン）
によって有意に抑制された。その傾向は mTOR
複合体の標的分子の 1 つである P70-S6 で顕
著であった（図 1）。 
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  WB assay と解析ソフトによる定量（図1） 
 
 
（2）骨肉腫細胞への mTOR 阻害薬による抑制
効果を in vitro で確認した。 
①培養骨肉腫細胞に対して mTOR 阻害薬（ラ
パマイシン）を投与し、増殖抑制（WST assay
法）をみた。その結果、mTOR 阻害薬（ラパマ
イシン）による増殖抑制効果が確認でき、ま
た、ゲムシタビン併用投与による相加効果も
見られた（図 2）。 
②さらに、アポトーシス・ネクローシス比率
を AnnexinV を用いた FACS 法にて確認した。
その結果、mTOR 阻害薬（ラパマイシン）はネ
クローシス方向に進む細胞死、ゲムシタビン
はアポトーシスに向かう細胞死が多くみら
れた。FACS analysis による確認（図 3）と

顕微鏡による確認を行った（図 4）。 
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               FACS analysis （図 3） 
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（3）担癌マウスモデルを使用し mTOR 阻害薬
による抗腫瘍効果を in vivo で確認した。 
①高肺転移マウス骨肉腫細胞株(LM8)を C3H
マウスに移植し、骨肉腫担癌モデルマウスを
作製した。 
②この担癌マウスモデルに mTOR 阻害薬（ラ
パマイシン）をいくつかの投与方法（経口、

Gemcitabin concentration 

Rapamycin concentration 



経静脈、腹腔内）で投与し、マウスの全生存
期間、腫瘍の増殖抑制効果、転移予防効果（肺
その他の臓器の解剖）を検討した。 
③同様の骨肉腫担癌マウスモデルに mTOR 阻
害薬（ラパマイシン）と他の抗癌剤（ゲムシ
タビン）を併用し効果を検討した。 
その結果、mTOR 阻害薬（ラパマイシン）によ
って、明らかな原発巣の増大抑制効果がみら
れた（図 5）。さらに、他の抗癌剤（ゲムシタ
ビン）を併用したところ、相加効果をみた。
また、転移巣である肺の組織の染色において
も、mTOR 阻害薬（ラパマイシン）による転移
抑制効果、また、他の抗癌剤（ゲムシタビン）
との併用による相加効果もみられた（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               （図 5） 
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      肺の HE 染色（図 6） 
 
以上の結果より、mTOR 阻害薬（ラパマイシン）
はマウス骨肉腫細胞株（LM8）に対し、有意
な腫瘍増殖抑制効果を in vitro および in 
vivo において示した。この効果は、他の抗癌
剤（ゲムシタビン）との併用することによっ
てより顕著となる。今後も、mTOR 阻害薬の骨
肉腫への効果、メカニズムを解析することに
よって新規抗癌剤としての可能性を探りた
い。 
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