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研究成果の概要（和文）：マウス骨肉腫高肺転移細胞株LM8や複数のヒト骨肉腫細胞株においてPDGFRα, AXL, 
FLT-3の活性化が認められ、Multiple Tyrosine Kinase InhibitorであるTAS-115がこれらを抑制することでin 
vitro, in vivoともに抗腫瘍効果を発揮し、今後TAS-115が骨肉腫に対する有効な治療薬になりうることが示さ
れた。また、我々が樹立した新規ヒトCIC-DUX4肉腫細胞株Kitra-SRSではIGF-1/IGF-1Rシグナルがautocrine的に
活性化し、IGF-1Rに対する阻害剤が下流シグナルを抑制することで抗腫瘍効果を発揮することが示された。

研究成果の概要（英文）：The activation of PDGFRα, AXL, and FLT-3 was detected in highly metastatic 
mouse OS cell line LM8 and several human OS cell lines. The novel multiple RTK inhibitor TAS-115 
suppressed the proliferation and survival of these OS cell lines by blocking PDGFRα, AXL, and FLT-3
 phosphorylation both in vitro and in vivo. We suggest that TAS-115 be a promising therapeutic 
option for patients with metastatic or relapsed OS. We successfully established a novel human 
CIC-DUX4 sarcoma cell line designated Kitra-SRS. Treatment with the IGF-1R inhibitor attenuated 
Kitra-SRS cell growth and inhibited autocrine activation of IGF-1/IGF-1R and its downstream 
signalling pathways both in vitro and in vivo.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 悪性骨軟部腫瘍　分子標的治療　バイオマーカー　容体型チロシンキナーゼ　骨肉腫　CIC-DUX4肉腫　
淡明細胞肉腫
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
公的な細胞バンクから入手可能な骨軟部肉腫細胞株のみならず、我々が肉腫患者の臨床検体から樹立した肉腫細
胞株を用いて、生存や増殖に影響を与える受容体型チロシンキナーゼと下流シグナル活性化のメカニズムを解明
し、治療効果の期待できる分子標的治療を考案した。組織型が多彩で発生頻度が稀であるが故に臨床試験が実施
しにくい骨軟部肉腫領域において、本研究が肉腫に対する新規分子標的治療の開発に繋がるエビデンス構築に大
きく貢献する。

※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 
悪性骨軟部腫瘍（肉腫）は組織型が多彩で発生頻度が稀な難治性疾患で、現在も有効な治療法

が乏しく、新規治療法の開発が切望されている。昨今、様々な分子標的治療薬が開発、使用され、
治療戦略のパラダイムシフトが起こっているが、肉腫における新薬の臨床試験は実施困難なこ
とが多い。 
公的な細胞バンクから入手可能な悪性骨軟部腫瘍（肉腫）細胞株のみならず、我々が肉腫患者

の臨床検体から樹立した様々な組織型の肉腫細胞株を用いて、それぞれの組織型ごとに生存や
増殖に影響を与える受容体型チロシンキナーゼ（RTK）とその下流シグナル活性化のメカニズム
を解明する。そして、活性型 RTK 阻害による in vitro, in vivo における抗腫瘍効果を検討し、
治療効果の期待できる分子標的治療を考案し、その効果を予知するバイオマーカーを探索する。 
臨床試験が実施しにくい側面をもつ肉腫領域において、本研究が肉腫に対する新規分子標的

治療の開発に繋がるエビデンス構築に大きく貢献できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、種々の肉腫細胞株を用いて組織型ごとに活性化している RTK を網羅的に解析し、

その下流シグナル伝達路への影響を解析する。また、活性型 RTK を阻害することによりそれぞれ
の肉腫の生存や増殖に対する効果を検討する。本研究の目的は、希少で組織型が多岐に渡る肉腫
において組織型ごとに最適な分子標的治療を確立することである。 
 
３．研究の方法 
研究に使用する肉腫細胞株は公的な細胞バンクから入手する。しかし、公的な細胞バンクの細

胞株のみでは不十分であり、我々は日々、肉腫患者の臨床検体から様々な組織型の肉腫細胞株の
樹立に取り組んでいる。本研究では以下の手順で様々な肉腫に対する新規分子標的治療の開発
に繋げる。 
(1) 種々の肉腫において活性化している RTK の同定：種々の肉腫細胞株において活性化している

RTK を phospho-RTK-array によって網羅的に調べ、組織型ごとに活性化している RTK を同定
する。 

(2) 活性型 RTK 阻害による下流シグナルへの影響の評価：同定された RTK の阻害剤による
PI3K/AKT, MAPK/ERK シグナルの抑制効果について Western blotting にて評価する。 

(3) 活性型 RTK 阻害による細胞増殖抑制効果の解析：同定された RTK に対する阻害剤による細胞
増殖抑制効果を WST-1 assay により検討する。その機序に関しては、Flow cytometer にて
細胞周期抑制効果を、TUNEL 法にてアポトーシス誘導効果を解析する。 

(4) 動物実験モデルを用いた検証：肉腫細胞株の腫瘍細胞をヌードマウスに皮下注し、腫瘤を形
成させ、RTK 阻害による腫瘤増大抑制効果について検証する。 

 
４． 研究成果 
(1) 骨肉腫高肺転移細胞株 LM8 において Phospho-RTK array により PDGFRαの著明な活性化が

認められた。Multiple Tyrosine Kinase Inhibitor である TAS-115 は LM8 に対して濃度依
存的に G0/G1 期での細胞周期停止を誘導し、細胞増殖を抑制した。 
 
 

In vivo においても TAS-115 投与群で原発巣と肺転移巣の腫瘤増大抑制効果が認められ
た。原発巣と肺転移巣の lysate を用いた Phospho-RTK array では PDGFRαのみならず AXL
や FLT-3 の活性化が認められ、それらは TAS-115 投与群で抑制されていた。複数のヒト骨
肉腫細胞株においても PDGFRα, AXL, FLT-3 の活性化が認められ、TAS-115 による濃度依
存的な細胞増殖抑制効果が見られた。TAS-115 は骨肉腫細胞株に対して PDGFRα, AXL, 
FLT-3 シグナル経路の不活化を介して抗腫瘍効果を発揮している可能性が示唆され、今後
TAS-115 は骨肉腫に対する有効な新規治療薬となり得ることが示された。 

 



 
(2) 我々が樹立した新規ヒト CIC-DUX4 肉腫細胞株 Kitra-SRS においては Phospho-RTK array に

より IGF-1R の著明な活性化が認められた。Kitra-SRS は IGF-1 を分泌し、IGF-1R の
autocrine 的な活性化に寄与しているものと思われた。 

 

 
IGF-1R 阻害剤 Linsitinib は Kitra-SRS に対して濃度依存的に G0/G1 期での細胞周期停止
を誘導し、細胞増殖を抑制した。 

 

 
Linsitinib は下流シグナルである AKT のリン酸化を抑制することで in vitro, in vivo と
もに抗腫瘍効果を発揮することが示された。CIC-DUX4 肉腫では IGF-1/IGF-1R シグナルが
autocrine 的に活性化し、IGF-1R 阻害剤が下流シグナルを抑制することで抗腫瘍効果を発
揮することが示された。 
 

 
(3) ヒト淡明細胞肉腫細胞株である Hewga-CCS, MP-CCS-SY, KAS, SU-CCS1 の計 4株では MET が

発現しており、そのうち Hewga-CCS, MP-CCS-SY においては MET のリガンドである HGF の発
現および MET の活性化が認められた。他の 2株では HGF は検出されず、MET の活性化は微
弱であった。HGF を発現している 2 株において MET 阻害剤投与により細胞増殖抑制効果お
よび G0/G1 期での細胞周期停止が観察された。In vivo においても in vitro の結果と同様
に HGF を発現している Hewga-CCS では MET 阻害剤投与による腫瘤増大抑制効果を認めた
が、HGF を発現していない KAS では明らかな抑制効果を認めなかった。淡明細胞肉腫にお
いて HGF の autocrine 的な作用が MET シグナルの活性化に寄与している可能性があり、HGF
の発現が MET 阻害剤の感受性に相関しているものと考えられた。  



 
現在まで様々な肉腫細胞株を用いて活性化している受容体を Phospho-RTK array により網羅

的に調べたものの、受容体の活性化のメカニズムや分子標的治療の効果を予知するバイオマー
カーの解析はまだ不十分である。肉腫には疾患特異的な染色体転座とそれに伴う融合遺伝子が
存在するものが多く、融合遺伝子は腫瘍の発生や増殖に関わっているとされている。現在までに
ヒト滑膜肉腫細胞株やヒト淡明細胞肉腫細胞株において、それらの融合遺伝子である SS18-SSX, 
EWS-ATF1 に対する siRNA を設計し、その発現を silencing できることを確認している。また、
類上皮肉腫では癌抑制遺伝子である SMARCB1/INI1 遺伝子の欠失が特徴的とされ、ヒト類上皮肉
腫細胞株に SMARCB1/INI1 遺伝子を強制発現させ、安定発現細胞株を作製している。これらの骨
軟部肉腫における疾患特異的な遺伝子異常によって、RTK の活性化や分子標的治療に対する感受
性がどのように変化するかを現在検討している。 
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