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研究成果の概要（和文）：本研究で我々はTNFαが骨肉腫細胞株、AX細胞の腫瘍形成に必須であることを見出した。AX
細胞はガン遺伝子であるc-MycをInk4a欠損マウス由来の間葉系細胞に導入し作製した細胞で、野生型マウスの腹腔内移
植により約２１日以内に腫瘍死をまねくモデルである。このモデルにおいて我々は、腫瘍周辺にマクロファージが浸潤
し、TNFαを発現することを見出した。TNFα欠損マウスではAX細胞による腫瘍形成や腫瘍死が完全にキャンセルされた
。我々はTNFαがAX細胞における骨芽細胞系分子の発現を抑制すること、この抑制はTNFα阻害剤あるいはERK阻害剤の
投与によってキャンセルされることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We found that tumor necrosis factor alpha (TNFα) is required for tumorigenesis 
of an osteosarcoma cell line, AX cells. AX cells were generated by transducing c-Myc oncogene into 
Ink4a-deficient mesenchymal stem cells. Transplantation of AX cells into wild-type mouse peritoneal 
cavity resulted in tumorigenesis leading to mortality within 21 days. We found that TNFα-expressing 
macrophages were recruited to tumor lesions, and lethal tumor development was not observed in 
TNFα-deficient mice, suggesting that TNFα is required for tumorigenesis of AX cells. Osteoblastic gene 
expression was significantly inhibited in AX cells by TNFα, and such inhibition was reversed by addition 
of either a TNFα-inhibitor or a MEK thereby ERK inhibitor. These results suggest that the 
undifferentiated state of AX cells was the TNFα-ERK pathway dependent.

研究分野：血液内科学

キーワード： 腫瘍　骨代謝　腫瘍医学
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１．研究開始当初の背景 
 造血は骨髄組織で営まれ、造血幹細胞
（HSC）を維持するための“ニッチ”とよば
れる特殊な領域も骨髄中にあることが示さ
ていることから、骨へ作動する薬剤は造血系
へ、逆に造血系へ作動する薬剤は骨代謝へ影
響を及ぼす可能性が考えられた。確かに、破
骨細胞分化が部分的に抑制される遺伝子改
変マウスを用いたHSCの末梢への動員実験で
は、それが抑制されることが示されていた。
しかし、申請者は、破骨細胞分化が完全に、
あるいはほぼ完全に抑制される３種類の独
立した遺伝子改変マウスを用いて、末梢への
HSC の動員実験を実施したところ、HSC の末
梢への動員は抑制されないことを見出した
（J Exp Med 2011）。さらに、破骨細胞を強
力に抑制する薬剤であるビスホスホネート
系の薬剤である Alendronate や、破骨細胞分
化に必須のサイトカインである receptor 
activator of nuclear factor kappa B ligand 
(RANKL)に対する中和抗体を投与しても、HSC
の末梢への動員は抑制されないことを見出
していた（J Exp Med 2011）。しかし、他の
骨作動性の薬剤も造血系へ影響しないのか、
あるいは逆に造血系の薬剤が骨に影響しな
いのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、造血系への作動薬の骨組織へ
の影響、あるいは逆に骨への作動薬の造血系
への影響について解析することを目的とし
た。このことにより、骨あるいは造血系への
作動薬投与によって、お互いにどのような影
響を受けるのか、あるいはその作用は無視で
きるものなのかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、造血系の中でも特に免疫系へ
作用する薬剤について、骨への影響を解析す
ることを目的とした。免疫系への作動薬とし
ては関節リウマチやクローン病の治療剤と
して用いられる tumor necrosis factor 1 
alpha (TNFα)抑制薬を取り上げ、骨としては、
造骨性の腫瘍として知られる骨肉腫への作
用を検討することとした。 
 骨肉腫用細胞はInk4a欠損マウスの間葉系
間細胞にproto-oncogeneの１つであるc-Myc
を過剰発現して安定発現株とした AX 細胞を
用いることとした。AX 細胞の同種移植によっ
て、皮下あるいは腹腔内いずれの移植によっ
ても移植部に骨形成を伴う腫瘍が形成され、
さらに肺など様々な組織へ転移することに
よって、最終的には腫瘍死する。TNFαの抑制
にはTNFα欠損マウスあるいはTNFα受容体の
阻害剤を用いることとし、AX 細胞を野生型あ
るいは TNFα 欠損マウスへ移植、もしくは野
生型マウスへ AX 細胞を移植した際、TNFα 受
容体の阻害剤あるいはvehicleを投与するこ
とで、その効果を比較することとした。 
 

４．研究成果 
 AX 細胞を野生型マウスへ移植した際、腫瘍
細胞へホスト由来のマクロファージが浸潤
し、TNFを発現することを見出した（図１：
Oncogene 2014）。そこで、TNFα欠損マウスへ

AX 細胞を移植したところ、野生型マウスでは
腫瘍形成から転移を起こし、４週間程度で死
にいたるところ、そのような腫瘍死が完全に
キャンセルされることを見出した（図２、
Oncogene 2014）。AX 細胞が移植されたマウス

では、血清中の IL-6 の濃度が上昇すること
を見出したが、IL-6 欠損マウスへの AX 細胞
の移植では、野生型マウスの時と同様に移植
後４週間程度で腫瘍死に至ったことから、AX
細胞による腫瘍死の回避には TNFα の抑制が
特異的に効果を発揮する可能性が示唆され
た。さらに、野生型マウスへ AX 細胞を移植
した際に、TNFα 受容体阻害剤を投与すると、
部分的にではあるが明らかな腫瘍死阻害効
果を認めた。AX 細胞を強力な骨形成能を有す
る骨形成性の腫瘍細胞であることから、TNFα
の骨形成細胞としての AX 細胞への作用を解
析したところ、alkaline phosphatase や runt 
related transcription factor2 などの骨芽
細胞系の分化マーカーの発現が TNFα の作用
により有意に抑制されることを見出した。さ
らに、この TNFα による骨芽細胞系の分化抑
制は MAPK の中でも ERK シグナルを介してい
ることを明らかにした。ERK 阻害剤の投与で
は、部分的にはあるが AX 細胞移植による腫



瘍死が回避される、さらに興味深いことに、
IL-1欠損マウスにAX細胞を移植しても、TNFα
欠損マウスの時と同様、腫瘍死が完全にキャ
ンセルされることを見出した（図３）。IL-1
を in vitroにおいて AX細胞に作用させると、

TNFα と同様に骨芽細胞系のマーカー分子の
発現を有意に抑制した。以上のことから、炎
症性サイトカインである TNFαや IL-1は、骨
芽細胞系の悪性腫瘍である骨肉腫の発生お
よび進展において、腫瘍の分化を抑えること
で未分化状態を保ち、腫瘍死へ至らしめるこ
とを明らかにした。逆に、TNFα や IL-1 の抑
制によっては、AX 細胞は未分化性を維持で
きず、分化してしまうことで腫瘍としては増
殖しないことが明らかになった。造血系、こ
こでは免疫系作動薬は、腫瘍免疫応答として
発生する炎症により自身の未分化性を維持
するタイプの腫瘍に対しては、その未分化性
を抑制することで抗腫瘍能を発揮する可能
性が示された（Oncogene 2014）。
 これまで、腫瘍形成は慢性炎症に長くさら
されることにより腫瘍形成に至るか、あるい
は遺伝子変異により腫瘍を形成するモデル
が考えられてきた。今回の発見では、腫瘍モ
デルとして用いた AX 細胞は、Ink4a 欠損マ
ウス由来の細胞でかつ c-Myc過剰発現という
遺伝変異により誘導された腫瘍モデルであ
るが、そのような遺伝子変異型腫瘍モデルで
も、proto-oncogene の影響のみによって腫瘍
化能を獲得するわけではなく、炎症も必要と
することがあるという、腫瘍化における新た
なパラダイムを提案できたと考えている。今
後は、このような現象が他の腫瘍にも観察さ
れ、炎症を標的化することで腫瘍形成を抑制
できる可能性や、骨と造血に相互作用におい
て、さらに腫瘍とは異なる作用の出口が出て
くるような発展性が考えられる。 
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