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研究成果の概要（和文）：生体銅を標的とした癌の骨破壊病変に対する新規治療法の開発とその制御機構の解析
を目的とし，血管新生阻害作用と破骨細胞形成抑制作用を示す銅のキレート薬（Ammonium Tetrathiomolybdate
；TM）の癌の骨破壊病変について，臨床材料ならびに疾患モデルを作製してその有効性を検証した。口腔癌の骨
浸潤と銅関連因子の関連が示唆された。疾患モデルでは骨転移や高カルシウム血症でのＴＭの有効性が示された
が癌性骨痛では傾向にとどまった。骨微小環境の癌関連線維芽細胞に注目し，ＴＭの影響について網羅的タンパ
ク発現の検証を行ったところ主に細胞骨格やHSP蛋白の上昇が認められた。

研究成果の概要（英文）：A copper chelator (Ammonium Tetrathiomolybdate; TM) that inhibits 
angiogenesis and suppresses osteoclast formation for the purpose of developing new treatment methods
 for cancer-induced osteolytic lesions targeting living copper and analyzing its control mechanism. 
We examined the expression of copper related protein on clinical materials and verified its 
effectiveness on the disease models for cancer-induced osteolytic lesions.  A relationship between 
bone invasion of oral cancer and copper-related factors was suggested.  In disease models, TM was 
shown to be effective in bone metastasis and hypercalcemia, but it remained a trend in 
cancer-induced bone pain. Focusing on cancer-associated fibroblasts in the bone microenvironment, 
exhaustive protein expression verification of the effects of TM revealed an increase in cytoskeleton
 and HSP proteins.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： 銅キレート　口腔癌　高カルシウム血症　破骨細胞　癌性骨痛　癌の骨浸潤　骨転移　骨破壊

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌による骨破壊は，腫瘍先端部の骨微小環境で，破骨細胞性骨吸収が進行し腫瘍が進展する。破骨細胞性骨吸収
を抑制するBP製剤やデノスマブは癌の骨破壊制御の点で成功例であったが，薬剤関連顎骨壊死などの問題点も明
らかになり，新たな戦略が必要である。本研究の意義は生体微量金属である銅の多機能性に着目した点であり，
既存薬である銅キレート薬TMを応用した癌の骨浸潤，骨転移巣での癌の進展の抑制，癌性骨疼痛での治療戦略は
実現可能なものであり，癌患者の微量金属に関する栄養管理面での治療戦略や拡大する医療費の問題や薬剤関連
顎骨壊死のリスクからの脱却という課題への基盤となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）癌の⾻破壊は癌によって誘導された破⾻細胞が活発に⾻吸収を起こすことによって⽣じた
部分に腫瘍が進展していく。これは⾻臓器に特異的な病態であり，破⾻細胞性⾻吸収を標的とし
た治療の開発が進み，⾻転移や癌誘発⾼カルシウム⾎症にビスホスホネート（BP 製剤）やデノ
スマブ（抗 RANKL 抗体薬）などの⾻吸収阻害薬が使⽤されるようになってきた。しかしながら
薬剤関連顎⾻壊死（MRONJ）のリスクがあり，癌⾻破壊に対する新規治療の開発が望まれてい
る。 
 
（2）⽣体微量⾦属は⽣命活動の維持に必須であるが，それ⾃体が⽣理機能を持つことは少なく
酵素の補因⼦として触媒的作⽤に関することが多い。⽣体微量⾦属の銅は，① ⾻の形成，② 弾
⼒組織の形成，③ ⾎液⽣成と調整，④ ⾊素の形成，⑤ 再⽣⼒維持，⑥ 免疫系機能維持などが
知られるが，近年，銅代謝疾患である Wilson 病に⽤いられる銅キレート薬（Ammonium 
Tetrathiomolybdate；TM）に⾎管新⽣阻害作⽤を有することが⽰され，頭頸部扁平上⽪癌の増
殖を抑制することが報告された（Mol Cancer Ther 6, 2007）。また頭頸部癌のキードラッグであ
るシスプラチン（CDDP）は，膜貫通領域を含む細胞内銅流⼊トランスポーター（CTR1）を介
して細胞内に流⼊するが，銅のキレートにより細胞内への流⼊が促進され耐性を解除すること
が知られ，乳癌において CDDP の感受性増強に TM が有効であることが報告されている。我々
は TM が，銅依存性アミンオキシダーゼである Lysyl oxidase (LOX)を抑制することにより，破
⾻細胞性⾻吸収を抑制すること，EGFR の抗体薬セツキシマブ（Cmab）の効果を促進すること
を報告した（Int J Oncol 52: 989-999, 2018）。また間質性肺炎/肺線維腫症は，頭頸部癌で適応の
ある Cmab や PD-1 抗体薬（ニボルマブ），ドセタキセルの致死的な副作⽤であるが，TM が
LOXの抑制を介して薬剤性肺線維腫を改善することが実験レベルで報告されている。最近，LOX
が⾻転移指向性に関与することが⽰された（Nature 522, 2015）。すなわち原発巣の低酸素環境
にある乳癌細胞から LOX が分泌されると⾎液を介して転移先の⾻に運ばれ，NFATc 誘導性の
経路で転移前の⾻に溶⾻性⾻病変（転移前ニッチ）を形成し，その後，乳癌の⾻転移と⾻内増殖
が亢進する。従って⼝腔癌においても⾻転
移と同様に⾻微⼩環境での LOX発現の亢
進が癌の⾻浸潤を促進させる可能性が⽰
唆される。LOX は銅依存性であるため，
TM は⾻転移の予防や顎⾻浸潤を抑制で
きる可能性が⽰唆される。TM は既存薬で
あることや同じ⽣体微量⾦属である亜鉛
と⽐較して銅は⽣体安定性も⾼く，薬物で
の⾎清銅の調整が容易なことから臨床へ
の展開が期待できる（図 1）。 
 
２．研究の⽬的 
（1）⼝腔癌の⾻浸潤部位について銅代謝と癌の⾻破壊に関連する因⼦の発現を臨床病理学的に
検索し明らかにする。 
 
（2）銅キレート薬であるＴＭには⾎管新⽣阻害作⽤を有することが報告されており，我々は既
に破⾻細胞形成抑制を有すること，銅依存性アミンオキシダーゼである Lysyl oxidase (LOX)の
抑制を介して RANKL 発現を抑制することを報告している。本課題ではＴＭが各種の癌に誘発
される⾻疾患動物実験モデルにおける有効性を明らかにすることを⽬的とした。 
 
（3）癌の⾻破壊に癌関連線維芽細胞（CAF: cancer associated fibroblast）に関与する遺伝⼦の網
羅的解析をこれまで検討を⾏ってきたが，本課題では，TM が与えるタンパク発現の網羅的解析
を⾏いＴＭに関連する今後の標的因⼦へ基盤知⾒を得ることを⽬的とした。 
 
３．研究の⽅法 
（1）⼝腔癌での臨床病理学的検討 

岡⼭⼤学病院⼝腔外科で治療を⾏った⼝腔癌の顎⾻浸潤した⼿術材料のうち術前治療歴の
ない外科切除標本より組織標本を作製し，細胞外銅流出トランスポーター(ATP7B)，破⾻
細胞誘導因⼦ RANKL，銅依存性アミンオキシダーゼである Lysyl oxidase (LOX)発現に関
して免疫組織学的検索を⾏った。 
 

（2） 各種癌関連⾻破壊病変動物モデルに対する TM の効果の検討 
① ⼝腔癌による⾼カルシウム⾎症モデルに対するＴＭの効果の検討 
担癌⾼カルシウム⾎症モデルは⾼カルシウム⾎症を引き起こすヒト⼝腔扁平上⽪癌細胞

l 破骨細胞の抑制
l 抗腫瘍活性
l 血管新生阻害
l CDDPの耐性解除
l Cmabの相乗効果
l 転移前ニッチの制御
l 抗癌薬誘発肺線維腫症の制御

p 薬剤関連顎骨壊死の報告はない

TM（Lox阻害を含む）

l 破骨細胞の抑制
l 血管新生阻害？
l 転移前ニッチの制御

p 薬剤関連顎骨壊死

BP製剤・デノスマブ

図2：期待できる薬物効果の比較（研究段階を含む）図1：期待できる薬物効果の比較（研究段階を含む）



株 T3M-clone2 (ｍ-CSF 産⽣細胞：理研細胞バンクより供与) 1.0×107個を 5 週齢の
BALB/c-nu/nuマウス⽪下に移植し作製した。⾎清カルシム濃度は電解質測定器 STAX-
5 inspire（Techno Medica® ）を⽤いて測定した。また移植腫瘍の体積についても経時的
に測定した。 

② ⾮担癌性⾼カルシウム⾎症モデルに対する TM の効果の検討 
副甲状腺関連蛋⽩ PTHrP を装填した浸透圧ポンプ（ALZET®）を，5 週齢の BALB/c-
nu/nu ヌードマウス背部⽪下に移植し，⾮担癌性の⾼カルシウム⾎症モデルを作製しＴ
Ｍを経⼝投与し⾎清カルシム濃度を測定した。 

③ 癌⾻破壊（⾻転移）動物実験モデルに対する TM の効果の検討 
5 週齢の BALB/c-nu/nu ヌードマウスの腓⾻に⼝腔扁平上⽪癌細胞株HSC-2 を移植
し，腫瘍⽣着後に TM を投与開始し(1 mg/day, 週 3回)，3 週間後にマウスを屠殺して
後肢を摘出後，⾻破壊病変を軟 X線検査（Sofron®）ならびに CT画像検査
（SKYSCAN®）を⾏い評価した。 

④ 癌⾻破壊病変に誘発される癌性⾻痛に対する TM の効果の検討 
⾻痛はマウスの疼痛⾏動評価に使⽤されている機械的知覚過敏（von Frey テスト）で計
測した。研究分担者の奥井はヌードマウスの脛⾻に注⼊した癌細胞がその増⼤に伴って
経時的に機械的知覚過敏（⾻痛）を⽰すことを⾒いだし，癌細胞からの酸放出が⾻痛に関
与することを報告している(Hiasa M, Okui T, et al, Cancer Res, 2018) 。本課題ではこの
⾻痛評価法を⽤いてＴＭの効果を検討した。 
 

（3）銅キレートに応答する癌関連線維芽細胞のタンパク発現の網羅的解析 
本課題では既存の銅キレート薬ＴＭについて⽣体銅を標的とした癌の⾻破壊病変に対する
新規治療の開発とその制御機構の解析と⽬的としているが，銅キレート剤ＴＭに応答する
癌関連線維芽細胞（CAF: cancer associated fibroblast），線維芽細胞，破⾻細胞形成を⽀持す
るマウス⾻随間質細胞 ST2 の発現タンパクの網羅的解析を ESI-イオントラップ型質量分析
システムを⽤いて LC-MS/MS 測定プロテオーム解析を⾏った。CAF はヒト⻭⾁線維芽細
胞株HGFにヒト⼝腔扁平上⽪癌細胞株HSC-3を⽤いた 2層式共存培養法を⽤いて作製し，
α-SMA の発現をウエスタンブロットにてその発現を指標に分離した(以下，HGF-CAF)。 
対象は①HGF-control，②HGF-TM，③HGF-CAF-control，④HGF-CAF-TM，破⾻細胞誘
導を有する⑤⾻随間質細胞株 ST2 ならびに⑥ST2-TM とした。 
なお銅キレート剤 TM は濃度を 5µM とし 48 時間処理後，細胞を回収しサンプルとした。 

 
４．研究成果 
（1）⼝腔癌の⾻浸潤実験モデルによる TM の効果の臨床病理学的検討 

岡⼭⼤学病院⼝腔外科（⼝腔顎顔⾯外科部⾨）で治療を⾏った⼝腔癌の顎⾻浸潤した⼿術材
料を⽤いて免疫組織学的検索を⾏った。下記に代表的な組織像を⽰す（図 2）。 
上段は⻭⾁癌の初期進展癌，中段は中程度進展癌，下段は⾼度進展癌の組織像を⽰す。腫瘍
の進⾏度に伴い銅キレートに関連するトランスポーター(ATP7B)，破⾻細胞誘導因⼦
RANKL，銅依存性アミンオキシダーゼである Lysyl oxidase (LOX)発現⽩発現が増加する傾
向にあり，癌の⾻破壊と銅関連因⼦の発現は相関する可能性が⽰唆された。 

図2：臨床材料における病理組織学的検討 
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（2）各種がん⾻破壊病変に関する TM の効果の検討 
① ⼝腔癌による⾼カルシウム⾎症モデルに対する検討 

⾼カルシウム⾎症を誘発する⼝腔癌細胞 T3M をヌードマウスの背部⽪下に移植し，⾎清カ
ルシウム値の上昇後にＴＭを投与する治療
的投与（プロトコール 1）と，上昇する前か
ら投与する予防的投与（プロトコール 2）に
ついて検討した（図 3 ）。 
プロトコール 1 ならびに 2 のいずれの群にお
いても TM は腫瘍増殖の抑制効果を⽰した。
⼀⽅，⾎清カルシウム値に関しても両プロト
コール群で⾼カルシウム⾎症の改善を認め
ＴＭの⾼カルシウム⾎症に対する治療的効
果を⽰すことができた。 

 
② ⾮担癌性⾼カルシウム⾎症モデルに対する TM の効果の検討 

TM は破⾻細胞性⾻吸収阻害作⽤(破⾻細胞形成抑制)のみならず⾎管新⽣阻害作⽤を有し
ていることが知られている。今回の研究成果でも TM は⽪下移植した T3M の担癌モデル
の腫瘍体積を抑制し抗腫瘍効果を⽰した。従って⼝腔癌移植による担癌⾼カルシウム⾎症
モデルで⾒られたＴＭの⾼カルシウム⾎症の改善効果は TＭの有する⾎管新⽣阻害作⽤に
よって起こった抗腫瘍効果によって⼆次的に⾼カルシウム⾎症が改善された可能性が⽰
唆される。そこで PTHrP を装填した浸透圧ポンプ（ALZET®）をヌードマウス背部⽪下に
移植し作製した⾼カルシウム⾎症モデルを作製して TM の効果を検討した。結果にはバラ
ツキが⼤きい結果となり，⾮担癌性⾼カルシウム⾎症モデルに対する TM の効果に有意差
を⾒いだせなかった。申請者らは TM と同様に⾎管新⽣阻害作⽤を⽰すフマジリン誘導体
TNP-470 で⾮担癌性の⾼カルシウム⾎症の治療的改善を確認しており，また TM は
RANKL によって形成される破⾻細胞形成を抑制することや⼝腔癌細胞株 HSC-2 の細胞
培養上清によって誘発される RANKL 発現が Cuイオン存在下で促進され，それを TM が
抑制することを既に明らかにしており，今回の⾮担癌性⾼カルシウム⾎症の結果について
は今後，再検証を⾏う必要があるが，臨床的観点から少なくとも癌に誘発される⾼カルシ
ウム⾎症に対する TM の有⽤性が⽰唆された。 

 
③ 癌⾻破壊（⾻転移）動物実験モデルに対する TM の効果の検討 

5 週齢の BALB/c-nu/nu ヌードマウスの腓⾻に⼝腔扁平上⽪癌細胞株HSC-2 を移植し，
腫瘍⽣着後に TM を投与開始 (1 mg/day, 週 3回)し，3
週間後にマウスを屠殺して後肢を摘出し画像評価を⾏っ
た。また⾻破壊の⾯積は Lumina Vision®を⽤いて測定し
たところ TM は明らかに⾻髄内移植された腫瘍による⾻
破壊を有意に抑⽌した（図 4）。また破⾻細胞マーカーで
ある酒⽯酸抵抗性酸ホスファターゼ染⾊で組織化学的検
索を⾏ったところ TM投与群で破⾻細胞数は有意に抑制
していた。TM の⾻破壊抑制効果は申請者が既に報告し
ている第 3世代ビスホスホネートの乳癌⾻転移動物実験
モデル（Cancer Res 55, 1995, Int. J. Cancer 77, 1998）で
の⾻破壊抑制効果と⽐較して効果はやや少ないことが
⽰唆された。 
 

④ 癌⾻破壊病変に誘発される癌性⾻痛に対する TM の効果の検討 
癌性⾻痛に対するＴＭの効果は⾆癌由来
の⼝腔扁平上⽪癌細胞株 SAS をマウスの
右脛⾻⾻髄腔内に移植し⾻破壊モデルを
作製し，腫瘍移植側の⾜底をフィラメント
で加圧し，逃避⾏動を起こした加圧量を測
定した。腫瘍移植に伴い疼痛閾値が低下と
なるため腫瘍移植後 7 ⽇ならびに９⽇⽬
の測定ではその加圧量は有意に低値にな
ったものの，TM投与群では加圧量の回復
（増加），すなわち癌性⾻痛に対して改善
傾向を⽰すものの有意差は認めなかった
（図 5）。 

前述のように申請者は既に臨床応⽤されている第 3 世代ビスホスホネート（risedronate な
らびに YH529：開発コード）による乳癌⾻転移モデルに対する臨床的有⽤性に関する基礎
的な⾻破壊抑制効果を報告している。TM の効果はこれらの既存薬の効果と同等とはいえ

Cancer (T3M) TM (1mg/kg, p.o, 5 times / week )

0 25 15 ( day )

0 257 ( day )

Caの上昇Protocol 1 : 治療的投与

Protocol 2 : 予防的投与 Caの上昇

TM (1mg/kg, p.o, 5 times / week )Cancer (T3M)

図3：プロトコール
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図4：TMの骨転移モデルへの影響
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図5：癌性骨痛に対するTMの効果の検討



ないものの動物疾患モデルで⼀定の有効性を⽰した。特にデノスマブや BP 製剤は⾻破壊
局所での効果であるが，⽣体微量⾦属である銅は微量にもかかわらず⽣命活動の維持に必
須であることから TM の効果は⽣体恒常機構でのバランスが働く可能性があり効果が低下
した可能性がある。⼀⽅で亜鉛と⽐較して⽣体安定性が⾼いため医療的にはコントロール
し易い⾯がある。また申請者らは⼝腔癌の⾻破壊病変に対する TM のシスプラチンやセツ
キシマブとの併⽤療法の有効性を明らかにしており，既存薬である TM は癌の⾻破壊病変
の治療に癌化学療法との併⽤療法や BP 製剤やデノスマブの補助療法としての展開の可能
性が⽰唆された。今後は TM 単独治療の⾄適⽤量の検討や併⽤療法における臨床的有効性
の検証などが必要と考えられる。 

（3）銅キレートに応答する癌関連線維芽細胞のタンパク発現の網羅的解析 
発現タンパクの網羅的解析を LC-MS/MS 測定プロテオーム解析を⾏った。タンパクの質量解
析は上位 20位（32〜162 の解析結果）についてＴＭ群と対象群で⽐較してＴＭにより特異的
に誘導されるタンパクを抽出した。ＴＭ処理によって CAF-TM では主に細胞⾻格に関連する
タンパク群の増加が検出された。⼀⽅，HGF-TM では細胞⾻格に関与するタンパクに加え破
⾻細胞分化を直接抑制する Calreticulin などのタンパクが増加し，破⾻細胞形成を維持する⾻
随間質細胞株 ST2 では，細胞⾻格に関与するタンパクに加え，⾻芽細胞の細胞増殖因⼦やサ
イトカイン産⽣を調節する⾼分⼦量熱ショックタンパク質HSP90 が検出されるなどＴＭは⾻
代謝系の細胞の維持に関与することが⽰唆された。我々は癌細胞培養液によって刺激された
⾻芽細胞や⾻細胞の培養系での RANKL 発現をＴＭが銅存在下において抑制することを既に
⾒出しており，ＴＭは癌組織中に分布する CAFよりも⾻破壊の最前線にある⾻微⼩環境下に
おける細胞群において破⾻細胞形成の抑制に直接関与する可能性が⽰唆された。 
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