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研究成果の概要（和文）：骨肉腫の臨床上の問題は治療抵抗性の転移巣にあり、独自の動物モデルを用いて克服
に取り組んだ。治療の有無で変動する遺伝子発現変化から、マクロファージの集積や血栓形成が治療抵抗性に関
与する可能性が示唆された。一方、転移巣形成に重要である足場非依存性増殖能を阻害する薬剤の探索から
simvastatinとcalcitriolが候補として抽出された。前者はAMPK-p38 MAPKの活性化を介して骨肉腫にapoptosis
を誘導し、後者は小胞体ストレス反応を誘導することにより細胞増殖を停止させた。両薬剤はin vivoで有意な
抗腫瘍効果を示し、最適化により難治性転移巣に対しても効果を発揮する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The elucidation of molecular mechanisms underlying therapeutic resistance in
 metastasis of osteosarcoma (OS) and development of novel therapies are urgently needed.
The changes of gene expression caused by chemotherapy suggested that macrophages or thrombosis might
 be involved in the therapeutic resistance in lung metastasis.
Through the screening of drugs, simvastatin and calcitriol were found to inhibit 
anchorage-independent growth, an important property for the establishment of metastasis. Simvastatin
 induced apoptosis in a manner dependent on inhibition of the mevalonate synthetic pathway. 
Combination of simvastatin and a fat-free diet exerted a significant antitumor effect. Calcitriol 
induced cell cycle arrest by activating the ER stress response. A single dose of calcitriol was 
sufficient to inhibit tumor growth. These findings indicated the potential of both drugs as novel 
therapeutic options for OS metastasis although further refinement of the optimal conditions is 
required.

研究分野： 腫瘍生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
難治性間葉系悪性腫瘍であるヒト骨肉腫は

若年者に多く、未だ２割以上の罹患者で長期
生存が得られない予後不良の疾患である。多
くのケースで診断時よりすでに遠隔転移（主
に肺転移巣）が存在する。その治療抵抗性と
管理の難しさが長期予後を不良にする一番の
原因であり、その状況はここ 20 年以上打開策
が見出されていない。即ち、転移巣の分子病
態の解明、病勢を管理する新規治療標的分子
の発見、及び新規治療法開発が急務である
（ Cancer Treat Res 152:239-62,2009, 
Paediatr Drugs 10:315-27）。 
ヒト骨肉腫を忠実に模倣する動物モデルが

存在しなかったことが研究上問題であったが、
申請者らは、マウス骨髄ストローマ細胞から
Ink4a/Arf-/-及び c-MYC 過剰発現の条件によ
り骨肉腫がん幹細胞モデル（AXT 細胞）を樹
立した(Oncogene 29:5687-5699,2010)。この
細胞は免疫系が正常なマウス（C57BL/6）への
移植により骨形成を伴う原発巣を形成し、２
－３週間で遠隔転移をおこす。病理・病態像
がヒト骨肉腫を極めて模倣したマウスモデル
である。 
モデルを用いて、担がんマウスに既存の化

学療法を強力に施行しても肺転移巣には依
然多くの腫瘍が残存することが明らかとな
った。この所見は肺転移巣において化学療法
に耐性をもたらす分子機構が存在すること
を示唆する。そこで、転移巣における治療抵
抗性の分子機構解明とそれを克服する新規
治療法開発を目標に本研究を開始した。 

 
２．研究の目的 
骨肉腫の予後を不良にする転移巣における

治療抵抗性分子機構の解明を目指す。独自に
樹立した骨肉腫マウスモデルを用いて、以下
の事項を本研究の目的とした。 
１）化学療法施行に伴う肺転移巣における腫
瘍細胞内因性変化、微小環境変化の解明 
２）原発巣、転移巣における腫瘍細胞の形質
相違点の解明 
３）治療に伴う血中循環骨肉腫細胞の評価 
４）転移巣に効果を示す新規治療法の開発 
 
３．研究の方法 
[in vitro の解析] 
独自に樹立したマウス骨肉腫細胞（AXT 細

胞）には 10% FBS 含有 IMDM を、ヒト骨肉腫細
胞（Saos2、U2OS、SJSA1）には 10% FBS 含有
McCoy’s 5A を用いて培養した。 
薬剤、化合物や分子発現変化の細胞生存へ

の影響は、細胞を 96 穴培養皿（接着と非接着
を条件に応じて使用）に 1000 個/100μLの密
度で播種し、2 日後に Cell Titer Glo kit 
(Promega 社)を用いて評価した。遺伝子発現
解析は各条件下で培養後細胞から RNA を回収
し、網羅的遺伝子発現解析（microarray）
（Toray 社）、または、real time RT-PCR 法で
行った。タンパク発現解析は、ウェスタンブ

ロット法、フローサイトメトリー法を用いて
行った。 
[in vivo の解析] 
独自に樹立したマウス骨肉腫細胞（AXT 細

胞）を C57BL/6 マウス（♀8-10 週齢）に皮下
（側腹部）もしくは大腿骨骨髄腔内に移植し
た。転移巣を主に観察するときは骨髄内移植
を施行し、原発巣を定量的に評価（重量測定）
する際は、皮下移植を用いた。腫瘍細胞は約
2-3 週で、原発巣、転移巣を形成する。転移
巣を形成したマウスに抗腫瘍薬(ドキソルビ
シン/メソトレキサート/イフォスファミド)
を経尾静脈注射により投与し治療を行った。
simvastatin、calcitriol は腹腔投与し治療
効果を検討した。 
骨肉腫マウスモデルから採取した原発巣、

転移巣は、4%パラホルムアルデヒドで固定後、
パラフィン包埋し、切片を作成して免疫染色
を行った。RNA、タンパクを回収し、遺伝子
発現解析、ウェスタンブロット法によるタン
パク発現解析に用いた。治療効果判定のため
の転移巣の定量化は、片肺から抽出した RNA
を用いたGFP発現の定量や免疫染色によって
行った。機能性血管の描出には、蛍光染色標
識されたレクチンを尾静脈投与したマウス
から腫瘍を摘出し、凍結切片を作成後、免疫
染色を行った。血中循環がん細胞の定量化は
マウスから採血を行い、全血から RNA を抽出
後、GFP の定量（real time RT-PCR 法）を行
うことで評価した。 
 

４．研究成果 
独自に樹立した骨肉腫マウスモデルにおい

て AXT 細胞を大腿骨内に移植したところ、3
週間で原発巣及び肺転移巣の形成がみられた。
骨肉腫の実臨床で使用される抗腫瘍薬のドキ
ソルビシン、メソトレキサート、イフォスフ
ァミドを混合し計 2 回尾静注投与した。その
結果、未処置群に比較して処置群では有意に
大腿部原発
巣、肺転移巣
の縮小を認
めたが、依然
として肺転
移巣では骨
肉腫細胞は
多数生存し
ていること
が確認され
た（図 1）。 
化学療法に抗して肺転移巣において腫瘍細

胞生存を支持する機構を解明するため、未治
療マウスと治療を施行したマウスからそれぞ
れ検体を採取し、網羅的遺伝子解析を施行し
た。転移巣全体におけるプロファイルを得る
目的で、RNA はがん細胞、正常細胞を含む肺
組織全体（片肺）から採取した。さらに、正
常マウスに対し上記化学療法を施行した群と
治療無の群からも検体の採取を行い、解析の
対象マウスは、計 4 群（担がんマウスと正常



マウスに対し上記化学療法の施行ありと無の
群）とした。得られた結果からデータの差し
引き（担がんマウスの変化－正常マウスの変
化）を行い、転移巣で特異的に起こる変化の
抽出を試みた。その結果、担がんマウスのみ
で治療あり、無しの間で、2 倍以上変化する
因子が約 2300 に絞りこまれた。さらに、化学
療法を施行した正常マウスで発現の上昇する
因子を除外した結果、治療に伴って転移巣で
上昇する候補因子は 200 程度に絞り込まれた。
この遺伝子の中から、血栓の形成に関する
Fibrinogen、転移への関連が報告されている
Gpnmbに注目し更なる検討を行うこととした。 
Fibrinogen に関しては、レクチン注射によ

り機能血管を描出し観察をおこなったが、治
療に伴う大きな血栓の存在は認められなかっ
た（図２）。 

血栓形成の有無と抗凝固療法の併用による
治療効果を解析中である。一方、Gpnmb に関
しては、発現する細胞の局在を解明するため、
免疫染色を施行した結果、Gpnmb 陽性細胞は
転移巣の周囲に集積していた（図３）。 

さらに、治療後の肺転移巣から single cell 
suspension を準備した後、flow cytometry を
施行した結果、マクロファージであることが
確認された。m-Csf 受容体阻害薬（Ki20227）
の投与によりマクロファージの除去を試みた
が、研究期間中には十分な除去効果がえられ
ず、引き続き条件を検討し（免疫修飾薬、サ
イトカインを準備）、治療効果を解析している。 

一方で、肺転移巣の腫瘍細胞に限定して、

既存の化学療法前後における分子変化を明ら
かにするため、骨肉腫を形成したマウス（未
治療マウスと治療施行マウス）から、原発巣
と肺転移巣（実体顕微鏡目視下）を採取し RNA
を回収した。網羅的遺伝子解析の結果、治療
後の転移巣で 2 倍以上発現が上昇した遺伝子
は 126個、4倍以上のものは 1個に絞られた。
原発巣では上昇せず転移巣のみで上昇するも
のは 112 個であった。また、転移巣と原発巣
で伴に上昇するものは 14 個認められた。転移
巣で特異的に変化する遺伝子変化の意義の解
明を進めたが、期間中に完了せず、AXT 細胞
においてウィルスベクターを用いた過剰発現、
ノックダウン、ノックアウト（CRISPR-CAS9
使用）を行い、治療抵抗性に関与する役割に
ついて解析を継続的に進めている。 

転移巣克服に対するin vitroの解析からの
アプローチとして、非接着培養を用いた薬剤
スクリーニングの結果を応用した。足場非依
存性増殖は、転移成立に重要な悪性形質の
一 つ で あ る （ Biochim Biophys Acta 
1833;3481-98, 2013）。非接着条件下で抗腫
瘍効果を示す既存薬剤（約 1200 種）をスクリ
ーニングした結果、スタチン系薬剤の
simvastatin、calcitriol は接着・非接着培
養条件の両者で細胞増殖抑制効果を示すこと
が明らかとなり、更なる解析を施行し、骨肉
腫における臨床応用に関し考察した（図４）。

以下に詳細を記載する。また、スクリーニン
グシステムとしてロボットを用いたハイスル
ープットの解析システムを樹立している。こ
のロボットシステムの概略を海外誌に共同研
究として発表した（Nat Biotechnol, 2017）。 
[simvastatin の抗骨肉腫効果] 
スタチン系薬剤 4 種の骨肉腫 AXT 細胞に対す
る細胞増殖抑制効果を検討した結果、
simvastatin、fluvastatinは強い効果を示し、
rosuvastatin、atrvastatin の効果はそれら
より弱かった（図５）。 

 



スタチン系薬剤でも抗腫瘍効果が異なること
が示唆された。simvastatin は AXT 細胞に
apoptosis を誘導し、その効果はメバロン酸
合成経路の中間代謝産物である mevalonate
の添加で阻害された（図６）。 

このため simvastatin の抗骨肉腫効果はメバ
ロン酸合成経路阻害によるものであることが
明らかとなった。simvastatin 添加は RhoA の
局在を膜から細胞質へと変化させ、Rho-GDI
との結合を阻害することが明らかとなった。
このため、活性化 RhoA (RhoA-GTP)が細胞内
に蓄積しても機能が阻害されている可能性が
示唆された（図７）。 

 
さらに、simvastatin は AMPK、p38MAPK を活
性化し（図８）、その活性化阻害により
apoptosis 誘導は減少した。さらに、AMPK は
p38MAPK の上流に位置づけられることが阻害
剤を用いた検討から明らかとなった。 

 
また、AMPK を活性化させる metformin の併用
は simvastatin の抗骨肉腫活性を増加させた。 
以上の結果をもとに、AXT 細胞を C57BL/6 マ
ウスに移植し、骨肉腫を形成させた担がんマ
ウスに simvastatin を投与し、in vivo の抗
腫瘍効果を検討した。腫瘍は縮小する傾向に
あったが、有意な効果は得られなかった。一
方、simvastatin は AMPK の活性化を介して、
acetyl CoA carboxylase (ACC)をリン酸化し、
機能を阻害する可能性が示唆された。ACC は
acetyl CoA にカルボキシ基を導入し、de novo
の脂肪酸合成を仲介する酵素である。この知
見をもとに、マウスに無脂肪食を与え、
simvastatin の作用が増強するか検討をおこ
なった。その結果、simvastatin は単独投与

で骨肉腫形成を有意に抑制し、その効果は
metformin との併用で増強された（図９）。 

 
原発巣では有意な効果が得られたが、治療群
マウスの肺転移巣を調べた結果、転移巣は依
然として残存しており、増殖の指標である
Ki67も強陽性であった（データの記載なし）。
以上から、simvastatin は（図１０）の経路
で骨肉腫に対して抗腫瘍効果を示すが、転移
巣に対しては更なる検討が必要であった。こ
れらの simvastatin による抗骨肉腫効果は海
外誌に発表した（Mol Cancer Ther, 2017）。 
 

 
[calcitriol の抗骨肉腫効果] 
calcitriolはAXT細胞では容量依存的に増殖
を抑制したが、ヒト細胞株における効果は弱
かった（図１１）。 
 

細胞周期解析から、calcitriol添加によりS、
G2/M 期は減少することが明らかとなり、



cyclin D1 はタンパクレベルで低下した（図
１２）。 
 

 
一方で apoptosis の誘導はみられなかった。
網 羅 的遺伝 子 発現解 析 の結果 か ら 、
calcitriolはAXT細胞に小胞体ストレスを誘
導する可能性が示唆された。ウェスタンブロ
ット法を用いた解析から、小胞体ストレス反
応でみられる分子の活性化が認められた（図
１３）。 

 
ヒト骨肉腫細胞では、AXT 細胞と異なり、小
胞体ストレス応答はみられなかった。そして
小胞体ストレス応答にかかわる分子である
Atf4、Chop を siRNA を用いてノックダウンし
たところ、calcitriol による細胞増殖抑制効
果は減弱した（図１４）。 

 
AXT 細胞を C57BL/6 マウスに移植し、骨肉腫
を形成させた担がんマウスに calcitriol を
1mg/kg と 31.4mg/kg で投与し、in vivo の抗
腫瘍効果を検討したところ、原発巣の腫瘍増
殖は抑制された（図１５）。 
 

 
しかし、血清カルシウム濃度の上昇を認め
（図１６）、臨床応用には副作用の軽減など
最適化が必要である可能性が示唆された。さ
らに、治療後のマウスを解析した結果、血中
循環がん細胞、転移巣は依然として残存して
おり、増殖の指標である Ki67 も強陽性であ
った（データの記載なし）。転移巣の数も
calcitriol 投与群、非投与群で差が認められ
なかった。これらの calcitriol による抗骨
肉腫効果は英文誌に発表した（Cancer 
Sci,2017）。 
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