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研究成果の概要： 
肺転移を好発するマウス骨肉腫 LM8 を用いて、アンギオテンシンⅡによる血管収縮を抑制

する AngiotensinⅡreceptor antagonist（Candesartan（CV-11974））の抗腫瘍効果及び抗

体療法として抗 IL-2 レセプターα（CD25）モノクローナル抗体(PC61)や抗 IL-2 モノクロ

ーナル抗体(S4B6)を投与した場合における抗腫瘍効果が確認された。 
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１． 研究開始当初の背景 

骨肉腫は原発性悪性骨腫瘍中 44%で

最も多数を占めている腫瘍である（悪

性骨腫瘍取り扱い規約 第 3 版より）。

この腫瘍は 1970 年代までは 5年生存率

は約 20%と極めて予後不良の腫瘍であ

ったが、その後化学療法などの進歩に

より、現在では 61.4%まで改善してきて

いる。しかし、術後に肺転移を起こす

症例が 40－50%あるといわれており、肺

転移は最大の予後不良因子である。 

（1）腫瘍が増殖・転移をするためには血

管新生を伴うことが必須と考えられてい

る。Lever らは 1998 年に、ACE 阻害剤を

定期的に内服している場合がんの発生率

が低下する可能性があると、5207 症例の
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retrospective cohort study の結果とし

て報告している。ACE 阻害剤は、一般的

にはレニン・アンギオテンシン経路を阻

害し、アンギオテンシンⅡによる血管収

縮を抑制し血圧を下げる薬剤として使用

されている。最近、アンギオテンシンⅡ

が血管新生促進因子である VEGF（血管内

皮細胞増殖因子）の発現に関与している

ことが分かり、マウス癌モデルを用い ACE

阻 害 剤 や Angiotensin Ⅱ receptor 

antagonist を投与することで、VEGF の発

現が抑制され、その結果癌転移が抑制さ

れたという報告がなされている（Cancer 

Res. 62, 4176, 2002; Clin. Cancer Res. 

12, 2888, 2006）。骨肉腫では、血管新生

を抑制する方法による転移抑制を試みた

報告は見られず、本研究では肺転移を好

発するマウス骨肉腫 LM8 を用いて

AngiotensinⅡreceptor antagonist であ

る Candesartan（CV-11974）を連日腹腔

内に投与することにより、腫瘍の増殖や

肺転移が有意に抑制され得るかにつき検

討を行った。本申請では新たにヒトに応

用することを考慮して、薬剤の最少有効

投与量を確定したい。 

（2）本研究分担者は正常マウスに抗 IL-2

レセプター(IL-2R)α（CD25）モノクロー

ナル抗体（PC61）を腹腔内注射しておく

と、免疫系を制御するリンパ球（Treg）

ポピュレーション（CD25 陽性リンパ球）

が消失し、多臓器に自己免疫病が発症す

ることを発見し、CD25 陽性リンパ球が免

疫系を制御していることを世界に先駆け

て示した（Eur. J. Immunol. 26, 1608, 

1996）。この報告が基盤となって癌を移植

したマウスに PC61 を投与することが試

みられ、CD25 陽性リンパ球を削除すると

癌に対する免疫反応が顕著になることが

報告された（Cancer Res.  59, 3128, 

1999; Jpn J Cancer Res. 93, 911, 2002）。 

さらに最近申請者らはマウスに抗

IL-2 モノクローナル抗体（S4B6）を注

射しておくと、臓器抗原反応性のリン

パ球には影響を及ぼさないが CD25陽性

リンパ球を極端に抑制することを見出

している（2005 年免疫学会発表）。われ

われはマウス卵巣腫瘍をマウスの皮下

に移植し、PC61 を投与しておくと腫瘍

の増殖が抑制されることを見ている。

さらに同腫瘍を移植したマウスに S4B6

を投与しておいた場合でも、同様に腫

瘍の増殖が抑制される結果を得ている。

これまでの Treg に関する経験を基盤に

して、本研究では骨肉腫を移植したマ

ウスに抗 IL-2 レセプターα（CD25）モ

ノクローナル抗体(PC61)や抗 IL-2モノ

クローナル抗体(S4B6)を投与した場合

における抗腫瘍効果を検討したい。さ

らにこれら抗体と Candesartan とを併

用した場合の抗腫瘍効果を検討したい。 

 
２． 研究の目的 
（1）骨肉腫細胞を移植したマウスに

AngiotensinⅡtype1 receptor antagonist

である Candesartan（CV-11974）を投与す

ることによる腫瘍増殖や転移の抑制効果を

検討する。そして、この薬剤をヒトに応用

するための基盤データを得るために、最少

有効薬剤量を決める。 

（2）抗 IL-2Rα抗体あるいは抗 IL-2 抗体

投与により、Regulatory T 細胞（Treg）を

削除したマウスに骨肉腫細胞株を移植した

とき、腫瘍に対する増殖・進展抑制がある

かを検討する。 

 

３．研究の方法 
（ 1 ） Angiotensin Ⅱ type1 receptor 



antagonistであるCandesartan（CV-11974）

投与による骨肉腫細胞の転移抑制効果の

検討 

Candesartan を数段階の濃度（0.01～

3mg/kg/day）で用意し、C3H マウスに骨肉

腫 LM8 移植 2日前より腹腔内投与させる。

PBS を腹腔内投与する群を対照とする。腫

瘍の皮下移植から 4週を目処に屠殺し、肺、

肝臓等を取り出し、重量を計測する。各組

織は病理標本とする。標本にて肺や肝臓へ

の 転 移 結 節 数 を 計 測 す る 。 ま た 抗

AngiotensinⅡ type1 receptor 抗体、抗

VEGF 抗体による免疫染色にて Angiotensin

Ⅱ type1 receptor、VEGF の発現に各群で

差がみられるかを解析する。さらに抗 CD31

モノクローナル抗体による免疫染色を行い、

腫瘍内の新生血管の密度を解析する。 

（2）骨肉腫細胞株の増殖・進展抑制にお

ける Regulatory T 細胞（Treg）の役割の

検討 

本実験に先立ち、C3H マウスに抗 IL-2Rα

モノクローナル抗体（PC61）あるいは抗

IL-2 モノクローナル抗体（S4B6）を週 2回

0.2mg を腹腔内投与し、最終投与後 3 日で

脾臓やリンパ節を採取し、CD25 陽性細胞の

比率を FACS で検討し、Treg のポピュレー

ションの消失を確認する。 

① 抗 IL-2Rαモノクローナル抗体（PC61）

投与マウスにおける移植骨肉腫細胞の消長 

C3H マウスに腫瘍移植１週間前から実験終

了まで、週 2回 PC61 抗体を 0.2mg 腹腔内

投与する。 Dunn と LM8 をそれぞれ皮下移

植し、週 1回移植腫瘍の大きさを測定する。 

② 抗 IL-2 モノクローナル抗体（S4B6）投

与マウスにおける移植骨肉腫細胞の消長 

C3H マウスに腫瘍移植１週間前から実験終

了まで、週 2回 B4B6 抗体を 0.2mg 腹腔内

投与する。Dunn と LM8 をそれぞれ皮下移植

し、週 1回移植腫瘍の大きさを測定する。 

上記①②群に加えて対照群として正常イム

ノグロブリン投与群を作製する。実験の終

了は対照群の移植腫瘍が一定の大きさに達

した時点とする。屠殺時には肺、肝臓等の

腫瘍の転移状況を観察し、重量測定後、各

臓器の病理標本を作製する。 

 
４．研究成果 

（ 1 ） Angiotensin Ⅱ type1 receptor 

antagonistであるCandesartan（CV-11974）

投与による骨肉腫細胞の転移抑制効果の

検討 

candesartan 投与の実験ではコントロール

群の腫瘍の重量は 1.97g（1.36-2.92g）で

あったのに対し、candesartan 1mg/kg/day

投 与 で は 1.39g （ 0.76-2.53g ） で

candesartan 投与群の方が腫瘍が縮小して

いる傾向が見られた。また、肺転移に関し

て も 肺 転 移 結 節 数 が candesartan 

0.1mg/kg/day 投 与 群 で 平 均 10 個 、

candesartan 1mg/kg/day 投与群で平均 8

個、candesartan 10mg/kg/day 投与群で平

均 10個であったのに対し、コントロール群

では平均 32 個であり、candesartan 投与群

で有意に少ない傾向を示した。また、肝転

移結節数も candesartan 投与群において有

意に少ない傾向を示した。これらの症例で

は VEGF や AT1R が発現されており、

Angiotensin Ⅱ receptor を 介 し て 、

AngiotensinⅡ receptor antagonist であ

る Candesartan が腫瘍の増殖や転移の抑制

に関与したものと考えられた。今回の実験

で は Candesartan の 濃 度 を 0.1 ～

10mg/kg/day に変化させて検討したが、こ

の範囲内では濃度依存性の傾向は示されな

かった。今後さらに濃度を変化させて適量

の濃度を決定していく必要がある。また、

candesartan が効果を示した機序に免疫系



にどのように関与しているのかを検討する

必要がある。 

骨肉腫細胞株 Dunn と LM8 細胞において

VEGF の発現を抗 VEGF 抗体を使用して免疫

染色で評価したが、両者において有意な差

は認められなかった。これは、腫瘍細胞そ

のものが VEGF を発現している可能性は少

ないものであると考えられた。一方、in 

vivo の実験では、VEGF、AT1R 染色を行った

ところいずれも染色性が認められた。これ

は、腫瘍細胞が周囲の間質細胞との並存に

おいてVEGFやAT1Rを発現するものであり、

それによって血管の増生、腫瘍の増殖に関

与するものであると考えられた。 

図 1. Candesartan の各投与群における

LM8 皮下移植腫瘍の大きさの比較 

 

 

 

図 2. Candesartan の各投与群における

LM8 肺転移結節数の比較 

 

（2）骨肉腫細胞株の増殖・進展抑制にお 

ける Regulatory T 細胞（Treg）の役割の

検討 

今回の研究では肺転移を好発するマウス骨

肉腫 LM8 を用いて、抗体療法として抗

IL-2 レセプターα（CD25）モノクローナ

ル抗体(PC61)や抗 IL-2 モノクローナル抗

体(S4B6)を投与した場合における抗腫瘍

効果について検討した。C3H マウスに

LM8を皮下移植する2日前にPC61を投与

して、4 週後に腫瘍増大と転移が抑制され

るかを調べた。コントロールとして LM8
移植 7 日後に PC61 を投与したマウス、

PBS 投与したマウスと比較した。LM8 を

皮下移植する 2 日前に PC61 を投与した群

と LM8 移植 7 日後に PC61 を投与した群

では腫瘍重量に差はなかったが、PBS 投与

したコントロール群と比較して明らかに小

さかった。肺転移例は LM8 を皮下移植す

る 2 日前に PC61 を投与した群では 11 例

中 1 例、LM8 移植 7 日後に PC61 を投与

したものでは 10 例中 0 例、PBS 投与した

コントロール群では 10 例中 7 例であり、

腫瘍移植の 2 日前投与群、移植 7 日後投与

群ともに有意に肺転移を抑制していた。同

様に、肝転移についても PC 投与群で有意

に抑制されていた。Flow cytometry では

PC61 投 与 に よ り 末 梢 ( 脾 臓 ) の

CD4+CD25+T cell 数は 0.24%であり、コ

ントロールの 3.68%と比べて有意に減少し

ていた。また、抗 IL-2 モノクローナル抗体

（S4B6）投与マウスについても同様の結果

が得られた。今回の結果ではマウス骨肉腫

モデルの LM8 において、PC61 の投与及び

S4B6投与によりTregが消耗され腫瘍成長

抑制、転移抑制することが示唆された。ヒ

Fig 2 Cell Proliferation Assay
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ト骨肉腫の肺転移などの遠隔転移抑制に応

用できる可能性がある。 
 

 

図 3. 肺転移病巣の病理所見の比較（HE

染色） 

 
 

 

図 4. 抗 IL-2 レセプターα（CD25）モノ
クローナル抗体(PC61)投与群と対象群に
おける LM8 皮下移植腫瘍の大きさの比較 
 
 

 
 
図 5. 抗 IL-2 レセプターα（CD25）モノ
クローナル抗体(PC61)投与群と対象群に

おける LM8 肺転移結節数の比較 
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