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研究成果の概要（和文）：ラパマイシン標的蛋白質阻害剤(mTOR)単独、およびヒストン脱アセチル化阻害剤
(VPA)の併用効果を内因性血管内皮細胞成長抑制因子(VEGI)とそのレセプターであるdeath receptor3(DR3)を介
した腫瘍血管新生阻害について検討した。mTORおよびVPAの併用は、ヒト骨肉腫においてVEGI/DR3を介した直接
的な腫瘍増殖抑制効果と、発現が増強された腫瘍産生VEGIがヒト血管内皮細胞に対する間接的腫瘍新生血管抑制
効果を有していた。更に、血管新生関連遺伝子によるマイクロアレー解析で、mTOR阻害剤とVPAの併用は、幾つ
かの血管新生分子の発現抑制効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of anti-angiogenesis by Rapamycin (mTOR) in 
combination with valproic acid (VPA) on human osteosarcoma cells (OS). mTOR increased vascular 
endothelial growth inhibitor (VEGI) and a little effect of death receptor 3 (DR3) expression. 
However, in combination with VPA induced further increasing effect of both VEGI and DR3 without 
induction of decoy receptor 3 (DcR3) on OS and human microvascular endothelial cells (HMVE). 
Furthermore, combination of mTOR and VPA -induced soluble VEGI in the OS culture medium markedly 
inhibited the vascular tube formation of HMVE. These results suggest that mTOR and HDAC inhibitor 
has anti-angiogenesis and anti-tumor activities that mediate soluble VEGI/DR3-induced apoptosis via 
both autocrine and paracrine pathways. Finally, mTOR and VPA are considered to be one of the 
promising strategies in the development of novel anti-neovascularization therapy on osteosarcomas.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
 骨肉腫は若者に発生する高悪性骨腫瘍で
ある．昨今の抗癌剤の発展により 5 年生存率
は 70 %程度に飛躍的に向上した. しかし, そ
の後に治療法に画期的な進歩はなく, 30％程
度の患者は肺転移によって悲惨な経過をた
どる． 
 これらの患者の予後を改善するには, 肺転
移を抑制するための新たな治療戦略が必須
である.骨肉腫の転移機序における血管新生
は vascular endothelial growth factor 
(VEGF)によって血管新生が誘導されている. 
現在，VEGF 対する中和抗体や受容体などを
標的とするキナーゼ阻害薬が開発され，実際
に治療薬として使用されている．しかし，改
善すべき重篤な副作用や，癌の増悪とともに
この治療薬に対して抵抗性を示す例も報告
されており，腫瘍血管新生抑制をターゲット
にした新たな治療法の確立が急務である． 
 
 
２．研究の目的 
 骨肉腫の肺転移に抗癌剤のみの治療では
限界がある. 我々はヒストン蛋白アセチル化
阻害剤(バルプロン酸)が免疫細胞の効果を高
め, 肺転移を抑制することを明らかにした.   
 この免疫療法の精度を高めるため, 肺転移
の機序に必須である新生血管を抑制するこ
とが重要である．バルプロン酸は, 低酸素状
態での腫瘍の HIF-1 の増加を抑制し VEGF
産生を抑制する事が報告されている. さらに
近年 , 哺乳類ラパマイシン標的蛋白質
（mTOR）の阻害剤も新生血管を抑制すると
報告されているが, 骨肉腫への効果は確立し
ておらず, 免疫を抑制することや長期投与で
の薬剤耐性の獲得の問題もある.  
 我々はバルプロン酸との併用でこれらの
問題を解決できると考えている. 
 
 本研究では, vascular endothelial growth 
inhibitor (VEGI)とそのレセプターである
death receptor 3 (DR3)を中心に，腫瘍内新
生血管形成を抑制することにより腫瘍増殖
抑制効果および転移抑制効果を検討する.  
(図 1) 

 
  図 1 
 
３．研究の方法 
1) ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 (OS) を 用 い て
Rapamycin(mTOR)および VPA 単独もしくは併
用が VEGI mRNA およびタンパク発現に及ぼす
影響を in vitro で検討する。 
 
2)上記より mTOR および VPAの作用が VEGI の

発現に影響を及ぼすなら，VEGI がヒト骨肉腫
細胞増殖抑制に及ぼす直接的効果をin vitro
で検討する． 
Recombinant VEGI または VEGI 発現ベクター
を用いて作成した VEGI 強発現ヒト骨肉腫細
胞株を mTOR および VPA 作用群と比較検討す
る． 
 
(3)上記(2)より VEGI がヒト骨肉腫の増殖を
抑制するのであれば，その作用機序について
検討する． 
 ①DR3 を介する細胞内シグナル伝達系を中 
 心にそのメカニズムを検討する。 
 ②VEGI/DR3 結合を阻害する soluble decoy  
 receptor 3 (DcR3)の発現を Real-time PCR 
 および培養上清を ELISA 法にて測定する。 
 (mTORおよびVPAの効果がDcR3発現抑制を 
 介する増殖抑制効果を検討できる) 
 
(4)ヒト血管内皮細胞株(HMVE)を用いて mTOR
および VPA 単独もしくは併用が VEGI mRNA お
よびタンパク発現におよぼす効果ならびに
VEGI の直接的増殖抑制効果を in vitro で検
討する．解析方法は(1)(2)に準ずる．(増殖
抑制効果は MMT 法にて評価する) 
 
(5)腫瘍(由来)産生 VEGI が HMVE の増殖に及
ぼす影響について検討する． 
上記(2)で得られた培養上清をヒト血管内皮
細胞株と共培養し，その増殖能を Tube 
formation(管腔形成)にて評価する． 
 
(6)VEGI/DR3 を介する血管内皮細胞管腔形成
抑制作用以外に VEGI が有する新生血管抑制
機構を検討する． 
 ①VEGI 発現ベクターから抽出したタンパ 
 クを免疫沈降し、VEGFA 抗体で染色し複合 
 体を形成しているか確認する． 
 また逆の検出方法でも同様の結果が得ら 
 れるか検討する． 
 ②mTORおよびVPAを作用させた培養液から 
 同様の結果が得られるか検証する． 
 
(7)mTOR および VPA の効果による血管新生因
子，内因性血管抑制因子およびそれらの受容
体の発現の変化を，リアルタイム PCR アレー
にて検索する． 
 
 
４．研究成果 
(1) mTOR および VPA 作用による OS 膜表面の
endothelial growth inhibitor (VEGI)およ
び death receptor 3 (DR3)の発現に関する検
討． 
 ① VEGI と DR3 は OS 細胞に発現を認めた． 
 ② mTOR および VPA 作用は濃度依存的に，  
 VEGI(2.5倍)およびDR3(2.0倍)の発現の増      
 加を認めた． 
 ③ mTOR と VPA の併用は，単独作用と比較 
 し更なる発現の増加(VEGI:4.0倍, DR3:3.0 



 倍)を認めた． 
 (2) OS に対する mTOR および VPA作用による
遊離型 VEGI (sVEGI)および DcR3 の形成に及
ぼす影響の検討． 
 ①VPA 作用群では OS 細胞株の培養液中の 
 sVEGI を約 2倍程度増加させたが，mTOR 作 
 用群では影響を及ぼさなかった． 
 ②mTOR と VPA の併用は，OS 細胞株の培養  
 液中の sVEGI を約 4倍程度増加させた． 
 ③mTOR および VPA 作用群の OS 細胞株の培 
 養液中の DcR3 は増加傾向を認めたものの 
 有意差は認めなかった． 
 
(3) VEGI 発現ベクター導入 VEGI 強発現ヒト
骨肉腫細胞株と mTOR および VPA 作用群との
比較検討． 
 ① mTORおよびVPA作用後７日目において， 
 約 20%程度細胞死を誘導した． 
 ② mTOR と VPA の併用は 50%程度細胞死を 
 誘導した． 
 ③ ベクター導入(VEGI 強発現ヒト骨肉腫 
 細胞株)は後 48 時間後の OS 細胞株では 
 約 50%の減少を認め，導入と同時に mTOR 
 および VPA を作用させた群では約 80%以上 
 が細胞死を引き起こした． 
 ④ 細胞死のメカニズムはミトコンドリア 
 におけるチトクロム Cの放出による 
 poptosis の誘導であった． 
 
 以上(1)～(3)は OS細胞株に対する VEGI の
直接的増殖抑制効果で，VEGI 強発現ヒト骨肉
腫細胞株に mTOR および VPA 作用させると、
薬剤のみの作用よりも有意に細胞死を誘導
した．このことは薬剤による VEGI または DR3
の増加による相加効果であることが示唆さ
れた． 
 
(4)ヒト毛細血管内皮細胞(HMVE)に対する
mTORおよびVPA作用による細胞増殖能に関す
る検討． 
 mTORおよびVPA作用群は対照群との比較で
は増殖能に有意差は認めなかった． 
 
(5)HMVEに対するmTORおよびVPA作用による
VEGI および DR3 の発現に関する検討． 
 ① mTOR と VPA は HMVE の VEGI 発現を 
 約 2倍増加，DR3 発現を約 1.5 倍程度増加 
 させた． 
 ② mTOR と VPA の併用は VEGI 発現を約 3.0 
 倍増加，DR3 発現を約 4.0 倍程度増加させ 
 た． 
 
(6)HMVEに対するmTORおよびVPA作用による
遊離型 VEGI (sVEGI)および DcR3 の形成に及
ぼす影響の検討． 
 ① VPA 作用群では OS 細胞株の培養液中の 
 sVEGI を約 1.5 倍程度増加させたが，mTOR 
 作用群では影響を及ぼさなかった． 
 ② mTOR と VPA の併用は，OS 細胞株の培養 
 液中の sVEGI を約 3倍程度増加させた． 

 ③ mTORおよびVPA作用群のOS細胞株の培 
 養液中の DcR3 は増加傾向を認めたものの 
 有意差は認めなかった． 
 
(7)OS(由来)産生 VEGIがヒト血管内皮細胞の
増殖に及ぼす影響に関する検討． 
 ① mTOR 100nM および VPA1.0mM 直接作用群 
 では HMVE の管腔形成能を有意に抑制した 
 が，HMVE の細胞死は認めず，増殖抑制の結  
 果であった． 
 ② mTOR 100nM および VPA 1.0mM 前処置 OS 
 培養液で HMVE を培養したところ，HMVE の 
 細胞死を有意に増加させ，管腔形成を有意 
 に阻害した． 
 
(8)VEGI/DR3 を介する管腔形成抑制作用以外
に VEGI が有する新生血管抑制機構の検索． 
 免疫沈降の結果より VEGI (VEGI 発現ベク 
 ターより抽出)は VEGF-Aと複合体を形成し 
 ていた． 
 
 VEGI は DR3 を介する血管内皮細胞
apoptosis による新生血管形成抑制のみなら
ず，VEGF-A と直接複合体を形成することによ
って血管形成抑制作用を有している可能性
が示唆された． 
 
(9)mTOR および VPA の効果による血管新生因
子，内因性血管抑制因子およびそれらの受容
体の発現の変化を，リアルタイム PCR アレー
にて検索する．mTOR および VPA 作用により，
2 倍以上の発現の変化を示した因子を確認し，
現在，詳細を検討・解析中である． 
 以上より，mTOR および VPA の併用は，それ
ぞれ単独作用より更なる腫瘍新生血管抑制
が 期 待 で き る こ と を 明 ら か に し た ．
RapamycinはmTOR阻害能を持っており， mTOR
阻害剤としてテムシロリムとエベロリムス
は腎細胞癌の進行例に対する治療薬として
臨床応用されている．また VPA は既に抗てん
かん薬として，現在広く臨床応用されており，
安全性・至適濃度はすでに確認されている．
今回使用した濃度はその範囲内であること
から，人体への影響が少なく，骨肉腫の治療
に応用可能であることが示された． 
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