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緒緒  言言  

 
近年、分子標的薬や免疫療法の開発に伴い、多くの癌腫において治療成績が向上している。一方、骨肉腫の発生数は

本邦において年間 200 人前後に過ぎないため、新規治療の開発が進行せず、今でも臨床使用可能な化学療法は

cisplatinum、doxorubicin、ifosfamide、methotrexateに限られている。このように薬剤開発が進まない希少がんにお

いて、別の疾患の治療薬を転用するドラッグリポジショニングが高い関心を集めている。 
我々はドラッグリポジショニングにより、骨肉腫に有効な治療薬を見出すため、患者由来腫瘍をヌードマウスに同所

性移植したモデル（患者由来組織同所移植モデル）を用いて、既存薬の中から骨肉腫に有効な薬剤を解析している   
［1、2］。近年の腫瘍領域の基礎研究において、組織学的および遺伝学的特性を移植後も保有し、継代後も安定して発

現させることができる患者由来腫瘍異種移植モデル（patient-derived xenograft：PDX）が注目されている［3］。さら

に、我々はカリフォルニア大学サンディエゴ校との共同研究において、患者由来組織を元の腫瘍と同じ部位（臓器）に

移植する患者由来組織同所移植モデルを確立した［1、2］。このモデルでは、皮下に移植するPDXモデルでは認めなか

った遠隔転移を再現することを可能にした［2］。また、骨肉腫においては、組織診断に必須な腫瘍性類骨をPDXでは

認めることができなかったが、マウスの大腿骨に移植した同所性移植モデルにおいて、それを確認することができた

［2］。このように、患者由来組織同所移植モデルは元の腫瘍をより忠実に再現できるため、前臨床段階における新薬の

解析方法として大きく注目されている［4］。 
我々は骨肉腫において患者由来組織同所移植モデルを初めて確立し、他癌腫に適応のある新規分子標的薬や実験段階

の薬剤などの治療効果を解析する研究を行ってきた［5］。その中で、マルチキナーゼ阻害薬（multikinase inhibitors、 
MKIs）に分類され、腎細胞癌治療に用いられる sorafenib が骨肉腫患者由来組織同所移植モデルの腫瘍増殖を有意に

抑制して、腫瘍壊死を生じることを報告し［6］、MKIsが骨肉腫に対して抗腫瘍効果を有する可能性を見出した。これ

までに、sorafenib以外にも数種類のMKIsが、一部の癌腫に対して臨床応用されているが、骨肉腫に対するMKIsの
効果は十分に明らかにされていない。MKIs は血管内皮細胞増殖因子受容体（VEGFR）や血小板由来増殖因子受容体

（PDGFR）、幹細胞因子受容体（c-Kit）など複数の増殖因子を阻害することで、抗腫瘍効果を発揮するが、骨肉腫にお

いても、それらの遺伝子変異や異常発現が報告されているため、MKIsが骨肉腫に有効である可能性は高い。 
本研究では、複数の骨肉腫患者由来組織同所移植モデルを用いて、MKIsの中から骨肉腫に効果的な薬剤を明らかに

し、治療した腫瘍を病理学的に解析することで、見出したMKIsの骨肉腫に対する抗腫瘍効果メカニズムを明らかにす

る。 
 

方方  法法  

 
11．． 骨骨肉肉腫腫患患者者由由来来組組織織同同所所移移植植モモデデルルのの樹樹立立  
骨肉腫患者の生検及び手術検体の一部を採取した（モデル1：14歳、骨盤骨肉腫の生検検体。生検前に化学療法や放

射線療法は実施されていない；モデル 2：23 歳、脛骨転移性骨肉腫の手術検体。術前に cisplatin ベースの化学療法が
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実施された。）。新鮮な腫瘍サンプルを氷上で実験室に運び、腫瘍ストックを作るために、ヌードマウスの背部皮下に移

植し、腫瘍を増殖させた。腫瘍が10 mm以上に成長した後、腫瘍を切除し、2～3 mmの腫瘍片にして、ヌードマウス

の大腿骨に同所性に移植することで骨肉腫患者由来組織同所移植モデルを樹立した。同所性移植では、マウス大腿外側

に 1.5 cm 程度の皮膚切開を行い、大腿骨遠位端の外側広筋と大腿二頭筋を切開し、膝蓋大腿外側靭帯を展開した。大

腿骨の外顆を鋏で切除し、できたスペースに腫瘍片を1つ挿入した。筋肉と皮膚をそれぞれナイロン糸で縫合し、閉創

した。 
22．． ママウウススのの治治療療とと観観察察  
腫瘍径が5 mm程度に成長した骨肉腫患者由来組織同所移植モデルを6匹ずつ以下の7つの治療群（コントロール、

標準治療薬、MKIs 5種）にランダムに振り分けた；コントロール群：生理食塩水100μL/日、cisplatinum群（標準治

療薬）：6 mg/kg/週、pazopanib群：50 mg/kg/日、sunitinib群：40 mg/kg/日、sorafenib群：30 mg/kg/日、crizotinib
群：25 mg/kg/日、regorafenib 群：30 mg/kg/日。コントロール群とMKIs 群は経口投与を行い、cisplatinum 群は腹

腔内注射を行った。治療は 2 週間継続し、腫瘍サイズ（腫瘍直径×短径×短径／2）とマウス体重を週 2 回計測した。 
33．． 腫腫瘍瘍のの組組織織学学的的解解析析  

2週間の治療が終了した後、マウスを苦痛が伴わないようにと殺し、腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍はホルマリンで

固定し、パラフィン包埋してブロックで保存した。パラフィンブロックをミクロトームで切片にし、プレパラート上で

脱パラフィンを行った後に、ヘマトキシリンエオジン（hematoxylin and eosin：HE）染色を行った。HE染色した切

片を顕微鏡で観察し、治療による効果（腫瘍壊死や線維化等）を評価した。 
44．． 統統計計解解析析  
一元配置分散分析及び対応のある t-検定を統計ソフトEZR（自治医科大学埼玉医科大学）で解析した。データは平均

値±標準誤差で示した。すべてのp値は両側とし、p≦0.05の値を有意とした。 
 

結結  果果  

  

11．． MMKKIIssのの骨骨肉肉腫腫患患者者由由来来組組織織同同所所移移植植モモデデルルににおおけけるる効効果果  
2 つの骨肉腫患者由来組織同所移植モデルにおいて、regorafenib 群でのみ腫瘍の縮小を認め、コントロール群、

crizotinib群、pazopanib群、cisplatinum群と比較し、有意であった（図1、2）。1つのモデルにおいては、sunitinib
群と sorafenib群においてコントロール群と比較し、有意な腫瘍の増殖抑制を認めたが、もう一方のモデルでは、有意

差を認めなかった。 

図1．骨肉腫患者由来組織同所移植モデルにおける腫瘍増殖曲線 
折れ線グラフは、各期間における平均腫瘍サイズを治療開始時の平均腫瘍サイズで除し

た値。2週間の治療期間において、両モデルでregorafenib群において、有意な腫瘍の縮

小を認めた。* p＜0.05、** p＜0.01、*** p＜0.001。 
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図2．治療終了時の両モデルの各治療群の代表写真 

矢印は腫瘍の辺縁を示している。Regorafenib群において、コントロール

や各治療群と比較し、腫瘍の縮小を認めた。スケールバー：10 mm。 
 

22．． 摘摘出出腫腫瘍瘍のの病病理理解解析析  
2つのモデルにおいて、regorafenib群の摘出腫瘍で、腫瘍細胞が完全壊死し、間質の線維化を認めた。1つのモデル

においては、そのほかの治療群においても、腫瘍細胞の核の膨化や腫瘍密度の低下などの抗腫瘍効果を認めたが、もう

一方のモデルにおいては、regorafenib 群以外では sorafenib 群においてのみ、腫瘍壊死と間質の線維化を認めた   

（図3）。 
33．． MMKKII治治療療のの合合併併症症ややママウウスス体体重重ににおおけけるる影影響響  

2つのモデルにおいて、治療前後で有意な体重減少を認めなかった。また、死亡（脆弱を含む）したマウスを認めな

った。 
 

 
図3．骨肉腫患者由来組織同所移植モデル2の摘出腫瘍の病理組織 

Crizotinib群、pazopanib群、cisplatin群、sunitinib群、sorafenib群において、部分

的な腫瘍壊死と腫瘍密度の低下、間質の線維化等を認めた。Regorafenib群において

は、腫瘍の完全壊死を認めた。スケールバー：100μm。 
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考考  察察  

 
創薬等の研究における従来の皮下腫瘍モデルはモノクローナルな細胞の集塊になってしまうが、腫瘍組織を移植した

モデルでは、ヘテロな細胞集団を再現できる。また、皮下移植では増殖が緩徐で転移を認めない場合でも、腫瘍本来の

臓器に同所性移植すると、元の悪性度を反映するように増殖し、転移を観察できることから、腫瘍組織を同所性移植す

ることで、腫瘍の微小環境も再現することができると考えられている［2～4］。患者由来組織同所移植モデルは腫瘍の

組織学的および遺伝学的特性を移植後も保有し、オリジナルの微小環境を再現できるため、従来の動物モデルと比較し

て、薬剤の治療効果の予測能が高く、研究結果が臨床に直結しやすいと考えられている［2～4］。 
本研究において、新規の薬剤開発の少ない骨肉腫に対し、すでに他癌腫で臨床応用されている MKIs の中から

regorafenibが効果的である可能性を新たに見出した［7］。Regorafenibは結腸癌、肝癌、GISTでのみ使用可能で、多

様なキナーゼを阻害することで抗腫瘍効果を発揮する。今回、2 系統の骨肉腫患者由来組織同所移植モデルにおいて、

regorafenib が他のマルチキナーゼ阻害薬と比較して、腫瘍増殖を有意に抑制することを見出した。今後、さらなる解

析を追加し、regorafenibが骨肉腫治療において、新しい治療薬になることを期待している。 
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