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研究成果の概要（和文）：骨肉腫は、小児期の骨悪性腫瘍の中で最も多い腫瘍であり、転移を来す症例の予後は
極めて不良である。骨肉腫の増殖には、Wnt/βカテニン経路の活性化が深く関与しているが、そのメカニズムに
ついては不明な点が多い。βカテニン選択的阻害剤の1つであるテガビビントは、成人癌に対する抗腫瘍効果が
報告されているが、小児悪性固形腫瘍に対する抗腫瘍効果の報告はなされていない。今回、我々は、骨肉腫に対
するテガビビントの抗腫瘍効果を、細胞株および患者腫瘍組織移植モデルを用いて検証した。さらに、Wnt/βカ
テニン経路がどのように転移巣にて活性化するかをex vivo肺転移モデルを用いて、その可視化を試みた。

研究成果の概要（英文）：Osteosarcoma(OS) is the most common bone cancer in children and adolescents,
 and patients with metastatic disease still have extremely poor prognosis. It has been reported that
 the activation of Wnt/β-catenin pathway is closely associated with OS development and metastatic 
progression. Tegavivint, a novel small molecule inhibitor of the Wnt/β-catenin pathway, has been 
reported to be active against multiple types of adult cancer cells in vitro, and antitumor efficacy 
has been published in animal models of acute myeloid leukemia and multiple myeloma. In this study, 
we investigated the antitumor activity of Tegavivint against metastatic OS both in vitro and in vivo
 using established human OS cell lines and patient-derived xenograft(PDX) models. Furthermore, we 
investigated how the Wnt/β-catenin pathway is activated in lung metastatic sites by employing 3D ex
 vivo pulmonary metastasis assay(PuMA) model using PDX tumors derived from the relapsed metastatic 
lung lesion after chemotherapy.

研究分野：小児外科、小児悪性固形腫瘍、分子標的治療

キーワード： Wnt/beta-cateninシグナル　癌幹細胞　抗癌剤抵抗性　小児悪性固形腫瘍　肺転移　Ex vivo肺転移モデ
ル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨肉腫などに代表される小児期に発生する肉腫は、多剤併用化学療法の進歩によって予後は大きく改善してきた
が、転移を伴うものは、集学的治療をもってしても未だに予後が悪い。よって、転移に関わる因子の同定および
その制御が、予後改善のために非常に重要である。本研究では、肺転移巣内における肉腫の増殖過程およびWnt
/βカテニン経路の関与をex vivo肺転移モデルにて可視化し、その制御が癌幹細胞に及ぼす影響についても検討
した。これらの成果は、治療抵抗性を示す骨肉腫患者に対する新たな治療法の展望を拓くものであり、学術的意
義および社会的意義は高いものと思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肉腫は、成人における悪性腫瘍の約 1%に過ぎないが、小児においては約 20％を占める。とり

わけ、骨肉腫などの骨原発腫瘍、横紋筋肉腫やユーイング肉腫などの軟部原発腫瘍は、かつては

極めて予後不良な疾患であったが、放射線療法、多剤併用化学療法や骨髄移植を併用した大量化

学療法などの集学的治療の進歩によって飛躍的に予後が改善した。しかし、肺などへの転移を伴

うものは、転移を伴わないものに比べて未だに著しく予後が悪い。よって、転移に関与する因子

を同定し制御することは、予後改善のためには必要不可欠である。 

近年、成人のみならず小児においても、Wnt/-cateninシグナルの活性化と癌の転移との強い関

連を示唆する報告がなされており、癌における Wnt/-catenin シグナルの治療標的としての可能

性が期待できる。しかし、Wnt/-cateninシグナルには、大別して canonical、non-canonicalの 2大

本流が存在し、Dvl など双方に共通した上流因子も存在するため(Figure1 Kato M et al. Clin 

Cancer Res. 2007;13:4042-45.)、安全性の観点か

らは、canonical シグナルに特有の下流因子を

分子治療標的の候補とすることが望ましい。

とりわけ、-cateninの細胞内蓄積は、核内にお

ける LEF/TCFなどの転写因子の活性化を促進

し、c-Myc, CD44, CyclinD, COX2, Survivinなど

Wnt/-catenin シグナル標的遺伝子の発現によ

る腫瘍増殖や転移の引き金となるため、-

catenin と核内受容体との結合をいかに阻害す

るかが重要である。 

さらに、近年、癌幹細胞の潜在的なマーカーの 1つ

として注目されているアセトアルデヒド脱水素酵素タイプ 1(ALDH1)の発現が、-cateninの発現

と強い正の相関を示すことが、数種類の成人がんにて報告されている。しかし、現時点では、小

児がんにおけるそれらの相関を示す報告はなされていない。我々は、予備実験において、骨肉腫

細胞株における ALDH1 の弱発現群と強発現群を比較して、ALDH1 強発現群の細胞の方が有意

に-cateninおよびその標的遺伝子のいくつかを高く発現しているデータを既に見出している。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、肉腫が肺転移巣においてどのように増殖するのか、それに伴って Wnt/-catenin

シグナルがいかに肺転移巣内で活性化するかを継時的に観察するとともに、癌幹細胞マーカー

の 1つである ALDH1の発現がそれらのWnt/-cateninシグナル活性とどのように相関するのか

を、既存のヒト腫瘍細胞株のみならず患者由来の腫瘍異種移植片(PDX; patient-derived tumor 

xenograft)を用いて in vitro、in vivoおよび ex vivoで検証することを目的とする。 

 なお、ex vivo肺転移モデルには、Pulmonary Metastasis Assay(PuMA)を採用するが、この手法

によって、蛍光標識された腫瘍細胞の挙動がマウスの肺組織内で継時的に観察できる(Mendoza 

A et al. J  Clin Invest. 2010; 120: 2979-88.)。 

以上の経緯を踏まえて、①肉腫の肺転移巣では、原発巣よりも Wnt/-catenin シグナルが活性化

している、②Ex vivo肺転移モデルにおいて、腫瘍内のWnt/-cateninシグナルが継時的に増強す

る、③ALDH1発現とWnt/-cateninシグナルが強い正の相関を示す、④Wnt/-cateninシグナルの

Figure1 Wntシグナルの概要 



抑制が ALDH1の抑制ひいては癌幹細胞の増殖を抑制する、という仮説を立てた。 

また、近年、アメリカ合衆国の Iterion Inc.が、-cateninとその核内受容体の 1つである TBL1と

の結合のみを選択的に阻害し、 TCF などの転写因子を負に制御する未承認新薬

Tegavivint(BC2059)を開発して、多施設共同研究で前臨床試験を開始した。Tegavivintは腫瘍選択

的にアポトーシスを誘導し、急性白血病や多発性骨髄腫に対する in vitro、in vivo での十分な抗

腫瘍効果を有することを報告している(Fiskus W et al. Leukemia 2015: 29; 1267-1278.  Savvidou 

et al. Mol Cancer Ther 2017: 16; 1765-1778.)。本研究においても、各種実験系において、適宜

Tegavivintを用いてその抗腫瘍効果を確認する。 
 
３．研究の方法 
1) 腫瘍原発巣と肺転移巣におけるWnt/-cateninシグナル活性の比較 

まずは、in vitroにおいて、ヒト骨肉腫細胞株 SaOS-2と LM7(マウス内にて確立された SaOS-2

の肺転移 subline)における-catenin、TCF1、TCF4および、c-Myc、CD44、CyclinD、COX2、Survivin

などのWnt/-catenin標的遺伝子の発現を Real time qPCRとWestern Blotにて解析した。 

続いて、NOD-SCID IL2Rgammanull (NSG)マウスを用いて、SaOS-2細胞(1x106 cells)を脛骨内に

注射することによって正所性モデルを作成し、10 週間後あるいは原発巣の直径が 1.5cm に達し

た時点で犠死せしめて原発巣と肺転移巣を摘出して、total RNA用と total protein用に腫瘍を分割

し、それぞれ Real time qPCRとWestern blotにて上記遺伝子およびタンパクの発現を解析して比

較した。 

 

2) Ex vivo PuMA法を用いた転移性肺腫瘍の肺内での挙動の観察 

GentleMACS dissociatorを用いて単離した骨肉腫PDX(肺転移巣)由来の細胞に、レンチウイル

スベクターを用いて7TGC vector (Figure2 Fuerer 

C et al. PLoS One. 2010;5:E9370.)を導入し、3

日後にflow cytometryにてmCherry陽性細胞をsorting

した。これによって、全ての細胞がmCherry(赤色)

にて、Wnt/-cateninシグナル増強細胞のみGFP(緑色)にて標識されmergeすると黄色になるよう

に設定されてある。これらの細胞(1x106 cells)をNSGマウスに尾静脈注射し、15分以内に犠死せ

しめ、気管内にアガロース含有M-199培地を注入して肺内に充填させ、摘出した肺を冷PBSにて

20分間冷却することによって肺内アガロースを固定させた。その後、厚さ1-2mmの肺スライス

を複数枚作成して、M-199培地に浸したgel foam上に肺組織を乗せることでex vivo培養を開始す

る。培地交換は2日毎に行い、Leica microsystemsの実体顕微鏡を用いて2-3日毎に肺内腫瘍の観

察、画像撮影を行い、第28日まで観察を継続した。 

 

3) ALDEFLOURを用いたALDH1発現解析およびALDH1と-cateninの発現の相関性 

ALDEFLOUR reagentにて上記細胞株および単離した骨肉腫PDX(肺転移巣)由来細胞を処理し、

flow cytometryにて FITC強度の下位 30％の細胞を ALDH1low、上位 15%の細胞を ALDH1highとし

て sortingし、sarcosphere assayにてスフィア形成能を確認・比較した。さらには、ALDH1high細

胞(1x104 cells)、ALDH1low細胞(1x104 cells)それぞれを NSGマウスに尾静脈注射し、10週後に犠

死せしめて肺を摘出し、肺転移能を比較した。 

 

4) Wnt/-cateninシグナルの制御とALDH1発現および癌幹細胞への影響 

Figure2 7TGC vector 



LM7 細胞において、TCF4 を siRNA によってノックダウンし、Wnt/-catenin シグナル標的遺

伝子の発現を Real time qPCRにてコントロール群と比較した。In vitroではMTS assayにて細胞

増殖能をコントロール群と比較した。さらに、NSG マウスでの正所性モデルも 1)と同様に作成

し、腫瘍増殖能および転移能を TCF4ノックダウン群とコントロール群で比較した。 
 
 
４．研究成果 

1） 腫瘍原発巣と肺転移巣におけるWnt/-cateninシグナル活性の比較 

肺転移細胞株である LM7の方が、TCF4、c-Myc、CD44が有意に高発現していた。-cateninの発

現は、有意ではないものの、LM7の方が高い傾向にあった。 

また、SaOS-2 の脛骨内注射による肺転移モデルにおいては、肺転移巣の方が原発巣よりも-

catenin、TCF4、c-Myc、CD44が有意に高く発現していた。 

 

2) Ex vivo PuMA法を用いた転移性肺腫瘍の肺内での挙動の観察 

肺内における腫瘍増殖過程のうち、第 0 日、7 日、14 日、21 日、28 日(最終日)の画像を示す

(Figure 3)。第 7日には肺組織への生着後に腫瘍増殖を認め、Wnt 活性の増強も認めた。ここで、

肺組織をコントロール群、Tegavivint 群に分け、Tegavivint は第 7 日、10 日、14 日、17 日に

培地内に投与した。第 14 日には Tegavivint にて腫瘍増殖は抑制されるとともに Wnt 活性も低

下し、第 21 日には腫瘍はほぼ消失した。一方、コントロール群においては、継時的に腫瘍増殖

と Wnt 活性増強を認めた。Scale bar; 100m 

 
Figure3 PuMA 法による肺転移巣での Wnt 活性の継時的変化の可視化 

3) ALDEFLOURを用いたALDH1発現解析およびALDH1と-cateninの発現の相関性 

Figure4 に示すように、ALDH1high細胞の方が、ALDH1low細胞よりも高いスフィア形成能を有す



ることを確認した。Scale bar; 100m 

 

Figure4 ALDH1 発現とスフィア形成能の関連性 

 

また、各々の細胞群を NSG マウスに尾静脈注射することで肺転移能を比較したところ、ALDH1high

細胞の方が有意に高い肺転移能を有していた。さらに、これらの肺転移は、Tegvivint投与によっ

て有意に抑制された(Figure 5)。TCCC-OS84：骨肉腫患者の肺転移巣由来の PDX 
 

 
Figure5 ALDH1 発現と肺転移能の関連性 
 

4) Wnt/-cateninシグナルの制御とALDH1発現および癌幹細胞への影響 

TCF4 ノックダウン細胞は非ノックダウン細胞と比較して有意に ALDH1 の発現が低く、細胞増

殖能も有意に低かった。 

また、脛骨内注射による肺転移形成モデルにおいては、TCF4ノックダウン群の方が有意に原発

巣の腫瘍増殖能が高かったが、肺転移巣に関してはコントロール群と比較して有意な差が見ら

れなかった。コントロー群の原発巣における腫瘍サイズが第 20日の時点で当施設の犠死適応基

準に達してしまったため、マウスの苦痛除去目的で犠死せざるを得なかったことが一因と考え、

今後のさらなる条件検討を要する。 
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