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研究成果の概要（和文）：マウス骨肉腫高肺転移株LM8の肺転移巣では皮下腫瘍やIn vitroとは異なりAXLの強い
酸化がみられ、肺転移巣では原発巣と異なる腫瘍宿主相互作用が肺転移増大に寄与している可能性が示唆され
た。また、転移性骨肉腫に対し臨床応用が期待されているTAS115はLM8肺転移巣のAXLシグナルを抑制し、肺転移
の増大を抑制した。また、その他の多くの骨肉腫細胞株の増殖抑制効果も有することが分かった。これまでに骨
肉腫の増大に促進的に作用すると報告のあるOsteoblastやFibroblast、MSCなどは、LM8との共培養の系で腫瘍増
殖促進効果は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：　AXL signaling was more activated in the lung metastasis than in primary 
tumor of LM8, mouse osteosarcoma cell line. TAS115, a multiple tyrosine kinase inhibitor, inhibited 
the proliferation in vitro, the growth of tumor implanted under the skin, and lung metastasis of the
 LM8, highly lung metastasis cell line of mouse osteosarcoma, by inhibition of phosphorylation of 
PDGFR, AXL, and Flt3. TAS115 also inhibited the proliferation of some other human osteosarcoma cell 
lines. We found that GAS6, a ligand of AXL, promoted the proliferation of LM8, but co-culture of LM8
 with osteoblast, fibroblast, or MSC did not show proliferative effect of LM8 or secretagogue 
response of GAS6. 

研究分野：骨軟部腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、転移性骨肉腫に対して複数のMultiple tyrosine kinase inhibitorの臨床試験が進行中であり、本邦では
TAS115のPhase1試験が行われている。本研究ではマウス骨肉腫高肺転移株LM8やその他の骨肉腫細胞株を用い
て、TAS115の有効性を示し、肺転移の増大抑制効果も示した。また、肺転移巣増大を抑制する新たな治療標的分
子としてAXLを見出したが、今後のさらなる検討が必要と考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨肉腫の治療は化学療法の導入やMRIなどの画像検査の発達により、大きく改善し、5
年生存率は初診時に転移のない症例では 75％程度となった。しかし、肺転移をきたした
症例では、5年生存率は約 30％と未だに低く、新規治療薬の開発が望まれている。近年、
がんの進展増大や転移において、がん細胞周囲のがん微小環境が重要な役割を果たすと
いう報告が多くなされており、血管誘導因子の阻害剤（Avastin）や免疫チェックポイン
ト阻害剤、破骨細胞分化の阻害剤（ランマーク）などが臨床応用されている。これらの
宿主が作り出すがん微小環境の評価に関しては、In vitro の研究では難しく、正常免疫
能をもつ Syngeneic 同系マウスでの Vivo での検討が望ましい。これまでにわれわれの
研究室では、C3H マウスに自然発生した骨肉腫細胞株を尾静注し高頻度に肺に転移を生
じる高肺転移骨肉腫細胞株 LM8 を樹立しており、今回この LM8を用いて、腫瘍宿主相
互作用の検討を行うこととした。また、近年、TAS115などのMultiple tyrosine kinase
阻害剤の転移性骨肉腫に対する臨床試験が開始されているが、骨肉腫に対するMultiple 
tyrosine kinase 阻害剤の基礎データがないため、この LM8 を用いて骨肉腫に対する
Multiple tyrosine kinase阻害剤（TAS115）の抗腫瘍効果を検討し、特に宿主因子との
相互作用について検討をすることとした。 

２．研究の目的 
  転移性骨肉腫の予後改善のため、臨床応用に向けて開発が進んでいる Multiple 
tyrosine kinase阻害剤であるTAS115の骨肉腫に対する抗腫瘍効果を検討するとともに、
肺転移巣の腫瘍微小環境において、肺転移増大に関与する宿主因子とシグナルを明らか
にすることを目的とした。 

３．研究の方法 
（１）In vitro、皮下腫瘍、肺転移巣の活性化シグナルの違い 
  マウス骨肉腫高肺転移株であるLM8を C3Hマウスに皮下接種すると約 3週で高率に肺
転移を生じる。この細胞をもちいて、腫瘍微小環境による活性化シグナルの違いを
Mouse-Phospho-RTK Array によって検討を行った。Mouse-Phospho-RTK Array は 39 種類の
マウスレセプターチロシンキナーゼに対する抗体をメンブレンにスポットされており、各
レセプターチロシンキナーゼのリン酸化レベルを同時に検出できるもので、LM8 の In 
vitro 培養、皮下腫瘍、肺転移巣の Lysate を用いて、各レセプターチロシンキナーゼのリ
ン酸化を検討した。リン酸化がみられたものについてウエスタンブロットで確認を行った。 

（２）Multiple tyrosine kinase inhibitor による抗腫瘍効果と腫瘍微小環境の変化 
  マウス骨肉腫高肺転移株である LM8 に対する Multiple tyrosine kinase inhibitor
である TAS-115 の抗腫瘍効果を In vitro および In vivo で検討した。また、
Mouse-Phospho-RTK Array を用いて、TAS 投与後の活性化シグナルの変化を検討し、腫瘍
微小環境に与える影響について検討した。また、TAS115 は LM8 以外の骨肉腫細胞株でも増
殖抑制効果があるかを検討した。 

（３）これまでの報告にある宿主因子についての検討 
  これまで、骨肉腫の原発巣増大に関与する宿主因子として MSC や Osteoblast、
Fibroblast などが報告されている。これ
らの細胞とLM8との共培養を行うことに
より増殖促進効果がみられるかを検討
した。 

４．研究成果 
（１）In vitro、皮下腫瘍、肺転移巣の活性
化シグナルの違い 
  マウス骨肉腫高肺転移株である LM8
の In vitro 培養、皮下腫瘍組織、肺転
移 巣 組 織 か ら Lysate を と り 、
Mouse-Phospho-RTK Array を用いてそれ
ぞれの環境下での活性化シグナルを検
討したところ、In vitro 培養下および皮
下腫瘍では PDGFRαのリン酸化が最も強
くみられたが、肺転移巣で最も強くリン
酸化していたのは AXL であった（図 1）。
ウエスタンブロットでも、肺転移巣にお
いて In vitro 培養下や皮下腫瘍と比較
し、AXL のリン酸化が強い一方で、PDGFR
αのリン酸化は In vitro 培養下や皮下腫瘍と比較し弱いことを確認した。これらのこと
から原発巣と肺転移巣では腫瘍と宿主相互作用によって活性化しているシグナルが異な
ることが示唆され、肺転移を有する骨肉腫患者の治療に際しては、原発巣だけでなく肺転
移巣で活性化しているシグナルも抑制する治療が必要となることが示唆された。 
 
 



（２）Multiple tyrosine kinase inhibitor による抗腫瘍効果と腫瘍微小環境の変化 
  In vitro 培養下に TAS115 は複数の骨肉腫細胞株に対し濃度依存的に増殖抑制効果を
示した（図２）。またマウス骨肉腫高肺転移株 LM8 を皮下接種し、1週間後より TAS115 を
投与すると、LM8 皮下腫瘍増大および肺転移が抑制された（図３）。また、LM8 を尾静注し
肺に生着させた後、1週間後よりTAS115を投与しても抑制効果は見られたことから、TAS115
は一旦生着した肺転移の増大も抑制することが分かった。TAS 投与後 In vitro、皮下腫瘍、
肺転移巣の組織を採取し、活性化シグナルを見たところ、PDGFRα、AXL ともリン酸化は著
明に低下していた(図４)。これらの結果から多数の tyrosine kinase を阻害する TAS115
は肺転移を有する骨肉腫に対する新たな治療法となる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）これまでの報告にある宿主因子についての検討 
  これまでに、骨肉腫の増大に対し、促進的に作用すると報告があるMSCやOsteoblast、
Fibroblast と LM8 を共培養したが、いずれも増殖を促進する結果は得られなかった。一方
で AXL のリガンドである GAS6 を添加すると LM8 の増殖促進を認めた（図５）。このことか
ら、GAS6/AXL のシグナルは腫瘍増殖に促進的に働いていることが確かめられた。2018 年
Cancer Res に M2 マクロファージのマーカ
ーである CD163 を KO したマウスでは骨肉
腫の転移が抑制されるという報告があっ
た。マクロファージが GAS6 を分泌すると
いう報告はこれまで数多く報告されてい
るため、われわれは LM8 肺転移巣において
マクロファージが GAS6 を分泌し、肺転移
増大に寄与しているという仮説の下、今後、
マクロファージとの共培養でLM8増殖促進
効果や GAS6 の分泌促進が得られるかなど
を検討する予定である。 
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