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腫瘍関連マクロファージ（Tumor associated mac-
rophage :  TAM）は、癌幹細胞（Cancer stem cell :  
CSC）が産生する colony-stimulating factor 1（CSF-1）
によりニッチ内で分化誘導され、腫瘍細胞と協調し、
活性化することで腫瘍の増殖や骨転移を促進し、治
療抵抗性に関与すると報告されている5-8）。また、
成熟破骨細胞の分化は、造血幹細胞の単球／マクロ
ファージ系への集積、破骨細胞前駆細胞の分化を経
て起こるが、CSF-1は RANKLと共に成熟破骨細胞
の活性化や分化に必要不可欠である7）。
そこで今回、破骨細胞の分化・成熟を直接的に抑
制する m-TOR阻害薬と CSF-1R阻害薬を使用した
破骨細胞による骨吸収を阻害することで顎骨浸潤を
抑制する新たな治療法を検討した。

は じ め に

口腔癌（Oral squamous cell carcinoma : OSCC）は
局所浸潤能が高く、なかでも歯肉癌はその解剖学的
特徴から比較的早期に顎骨浸潤をきたす。この
OSCCの顎骨浸潤は生命予後を左右する大きな要因
の 1つであるため、破骨細胞性骨吸収を阻害するこ
とで OSCCの顎骨浸潤を制御する新たな治療法を
開発する必要がある。
近年、mammalian target of rapamycin （m-TOR）は

腫瘍細胞増殖、アポトーシスや血管新生、さらには
骨破壊の主導的な役割を持つ破骨細胞の分化・成熟
を促進すると報告されている1-4）。また、m-TORの
阻害薬は、PI3K/Akt/m-TOR経路を直接阻害し、破
骨細胞の形成を抑制するだけでなく、NFκB､ 
IκBα､ NFATc1を阻害して、破骨前駆細胞の活性を
抑え、さらに単球 CD11b+ 骨髄細胞からの破骨細胞
への分化も抑制する。
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研究材料および方法

1.　研究材料
1）　実験動物および移植腫瘍
実験動物は 6週齢、体重 20 gの雄性 C3H/Heマ
ウス（日本クレア社、東京）を使用した。移植に用
いた腫瘍細胞は C3Hマウス頬粘膜に発生した扁平
上皮癌由来細胞株 SCCVII細胞（放射線医科学研究
所より分与）を使用した。

2）　使用薬剤
mammalian target of rapamycin （m-TOR）阻害薬は

Temsirolimus （SelleckBiotech社、大阪）を、colony-

stimulating factor 1 Receptor （CSF-1R） 阻 害 薬 は
PLX3397 （SelleckBiotech社、大阪）を使用した。

2.　研究方法
1）　マウス顎骨浸潤モデルの作製法
C3H/Heマウスの右大腿部に SCCVII細胞 1×107

個を播種し、2週間発育させ、同部より採取した
SCCVII細胞を C3H/Heマウスの右側咬筋の筋肉内
に移植し、下顎骨の顎骨浸潤モデルを作製した9）10）。

2）　組織検体
薬剤投与は、SCCVII細胞移植後 4日目から 10日

間 m-TOR阻害薬と CSF-1R阻害薬を投与した。
m-TOR阻害薬はマウス腹腔内に 10 mg/kg/dayを生
理食塩水 0.2 mlに溶解して投与した。また、CSF-

1R阻害薬は経口から 20 mg/kg/dayを生理食塩水 0.2 
mlに溶解して投与した。なお、Controlとして、生
理食塩水 0.2 mlをマウス腹腔内と経口から投与し
た。
実験動物は Control群（n=10）、m-TOR群（n=10）、

CSF-1R 群（n=10）、m-TOR+CSF-1R 群（n=10）の
4群に分けて各群間の比較検討を行った。経時的に
マウスの体重と腫瘍体積を測定し、実験終了時に屠
殺し、顎骨浸潤部のサンプルを採取した。なお、本
研究は動物実験（動物実験計画書番号 H290066）に
関する東京医科大学動物実験指針を尊守して行っ
た。

3）　マウスの体重
マウスの体重は、体重計（METTLER TOLEDO社、

東京）を用いて移植後 2日、4日、6日、8日、10
日に計測した。

4）　腫瘍体積
移植腫瘍の長径と短径をノギスを用いて移植後 5

日、10日に計測した。

腫瘍体積は L×W²/2（L=length  mm、 W=width  mm）
を用いて算出した。

5）　病理組織学的検討
採取した組織を 10%ホルマリンに固定し、パラ
フィン包埋ブロックを作製した。パラフィン包埋ブ
ロックから 5 μmの切片を作製し、ヘマトキシリン
エオジン染色（Hematoxylin-Eosin : HE染色）および、
酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ染色（TRAP染色）
を施した。TRAP染色は TRAP/ALP stain kit（和光
純薬社、大阪）を用いた。

6）　 破骨細胞数の計測
TRAP染色した切片を用いて、破骨細胞数の計測
をした。オールインワン蛍光顕微鏡　BZ-X710
（KEYENCE社、大阪）を用いて、顎骨浸潤部の任
意の 3か所から、骨に接している腫瘍の領域を 200
倍でデジタル撮影し、500 μmのスケールで保存し
た。その 500 μm×500 μmの領域（1単位）中の骨と
腫瘍の境界部より腫瘍側 25 μm層の骨破壊に関与
している破骨細胞数の計測を行った（Fig. 3A）11）12）。

7）　RNA抽出と逆転写、リアルタイム PCR法
検体に TRIzol Reagent（lnvitrogen社、東京）を加
え、ホモジナイザー（ポリトロンホモジナイザー、
KINEMATICA社、東京）を用いて粉砕し、全 RNA
を抽出した。同 RNAは QuantiTect逆転写キット
（QIAGEN社、東京）を用いて通法に従い逆転写を
行った。逆転写により得られた転写 DNAから
RANKL （receptor activator of nuclear factor-κB ligand）､ 
OPG （osteoprotegerin）､ CSF1-R （colony-stimulating 
factor 1 receptor）を標的としリアルタイム PCRを
行った。
リアルタイム PCRは THUNDERBIRD SYBRqPCR 

Mix （TOYOBO社､ 大阪）を用い、変性反応を
95°Cで 60秒間行った後に、95°Cで 10秒、65°Cで
30秒、ならびに 72°Cで 45秒の増幅過程を Light-

Cycler96（Roche Diagnostics社、東京）を用いて 45
回行った。なお、内部標準として GAPDHを用いた。
RANKL､ OPG､ CSF1-Rと GAPDHのプライマーの
塩基配列を示す（Table 1）。

8）　統計学的検討
数値は（平均値±標準偏差）と表記した。検定は

Non-repeated measures ANOVA検定を用いた。
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結　　　果

1.　腫瘍移植後の体重変化
腫瘍移植後 2日、4日、6日、8日、10日目のマ
ウス体重（g）の平均値は、Control群で、22.7±1.1、 
23.1±1.1、 22.6±1.0、 21.6±1.6、 20.8±2.6。m-TOR群で、 

23.4±1.2、 24.0±1.4、 23.7±1.3、 23.5±1.2、 22.5±2.3。
CSF-1R群で、 23.0±1.2、 23.3±1.1、 23.1±1.2、 21.7±2.3、 
21.0±3.7。m-TOR+CSF-1R群で、 22.9±1.0、 23.1±1.2、 
22.9±1.0、 22.6±0.9、22.7±1.3。
腫瘍移植後、Control群、m-TOR群、CSF-1R群

では体重の減少が見られたが、m-TOR+CSF-1R群
では体重の減少はみられなかった（Fig. 1）。

2.　腫瘍体積の比較
腫瘍移植後 5日目、10日目の各群の腫瘍体積

（mm³）の平均値は、5日目で、Control群 661.1± 
523.6、 m-TOR群 432.4±89.8、 CSF-1R群 543.6±48.1、 
m-TOR+CSF-1R群 421.9±269.2で、10日目で、Con-
trol群 3,022.3±320.8、 m-TOR群 2,013.7±318.6、 CSF-

1R 群 3,180.6±175.8、 m-TOR+CSF-1R 群 2,091.7± 
449.2を示した。
腫瘍体積は、経時的に増大傾向を示したが、Con-

trol群に比較して m-TOR群と m-TOR+CSF-1R群で

Table 1　 Sequence information of primers used for quantita-
tive real-time polymerase chain reaction

Gene Primer sequences （forward and reverse, 5'-3'）

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA
GAAGATGGTGATGGGATTTC

RANKL ACACCTCACCATCAATGC
GTACGCTTCCCGATGTTT

OPG ACCAAAGTGAATGCCGAGAG
TCTGTGGTGAGGTTCGAGTG

CSF-1R TGTCATCGAGCCTAGTGGC
GGTCCAAGGTCCAGTAGGG

Fig. 1　Anti-tumor effect on body weight after tumor transplantation on days 2, 4, 6, 8, and 10.

Fig. 2　Comparison of tumor volume after inhibitor administration on days 5 and 10.
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腫瘍増殖を抑制する傾向がみられたが、有意差は認
めなかった（Fig. 2）。

3.　 病理組織学的所見と顎骨浸潤部の単位面積当
たりの破骨細胞数

HE染色において、Control群では濃染した大小不
整の核を有する扁平上皮由来の癌細胞が不規則な胞
巣を形成しながら充実性に増殖し、また顎骨浸潤部
では腫瘍細胞が索状に増殖し、鋸歯状の骨吸収像を

示していた（Fig. 3A）。
TRAP染色では、Control群は腫瘍細胞が顎骨へ

浸潤し、顎骨周囲表層部に破骨細胞の集積を多く認
めた（Fig. 3B）。
各群における顎骨浸潤部の任意の 3か所の単位面
積当たりの破骨細胞数の平均値は、Control群で
214.3±3.9、 m-TOR群で 44.5±0.4、 CSF-1R群で 16.8± 
3.8、 m-TOR+CSF-1R群で 6.9±2.9であった。

Fig. 3　A. Hematoxylin-Eosin : HE, △ indicate surrounding bone, and # show tumor cells.
 B. tartrate-resistant acid phosphatase ; TRAP, Arrows indicate osteoclasts, and * surrounding bone.
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Control 群 と 比 べ て、m-TOR 群、CSF-1R 群、
m-TOR+CSF-1R群では、破骨細胞が占める総面積
だけでなく、腫瘍と骨の境界から腫瘍側の 25 μm
の層における破骨細胞数は有意に減少していた
（Fig. 4）。なかでも m-TOR+CSF-1R群は最も破骨細
胞数が減少していた。m-TOR+CSF-1R群は m-TOR
群より有意に破骨細胞数が減少していたが、CSF-

1R群とは破骨細胞数に有意差を認めなかった。
4.　 リアルタイム qPCRによる OPG､ RANKL、

CSF-1Rの m-RNA発現の比較
OPG mRNA発現は、Control群で 8.0±4.0、 m-TOR

群で 20.0±10.0、 CSF-1R群で 8.0±8.0、 m-TOR+CSF-

1R群で 20.0±9.0であった。
Control 群 と 比 較 し て m-TOR 群、CSF-1R 群、

m-TOR+CSF-1R群いずれも有意差を認めなかった
（Fig. 5A）。ただし、m-TOR群はCSF-1R群に対して、
有意に OPG mRNA発現が高値であった。

RANKL mRNA発現は、Control群で 500.0±300.0、
m-TOR群で 20.0±7.0、 CSF-1R群で 10.0±4.0、 m-TOR 
+CSF-1R群で 10.0±7.0であった。

Control 群 と 比 較 し て m-TOR 群、CSF-1R 群、
m-TOR+CSF-1R群いずれも有意に減少していた
（Fig. 5B）。m-TOR 群、CSF-1R 群、m-TOR+CSF-

1R群間では有意差を認めなかった。
CSF-1R mRNA 発 現 は、Control 群 で 1,000.0± 

600.0、 m-TOR群で 2,000.0±700.0、 CSF-1R群で 8.0± 
5.0、 m-TOR+CSF-1R群で 20.0±10.0であった。

Control群に対して CSF-1R群、m-TOR+CSF-1R

5

Fig. 4　Measurement of osteoclasts cell count



東　京　医　科　大　学　雑　誌─ ─ 第 78巻　第 2号194

（　　）

群において有意に減少していた（Fig. 5C）。CSF-1R
群とm-TOR+CSF-1R群では有意差を認めなかった。

考　　　察

口腔癌の顎骨浸潤は、癌細胞自体によって直接引

き起こされるのではなく、破骨細胞を介した破骨細
胞性骨吸収であることが明らかとなっている。さら
に、骨代謝研究において骨芽細胞と破骨細胞をとり
まくサイトカイン・ネットワークや分化の調節にか
かわる転写因子が解明されている。

6

Fig. 5　Expression of OPG mRNA （A）, RANKL mRNA （B）, and CSF-1R mRNA （C） by real-time qPCR.
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成熟破骨細胞の分化は、造血幹細胞の単球／マク
ロファージ系への集積、破骨細胞前駆細胞の分化を
経て起こり、その分化と機能の制御には、転写因子
やサイトカインが重要で、それ以外にも破骨細胞の
活性化や分化に CSF-1や RANKLも必要不可欠で
あると言われている7）。
癌の骨浸潤部の病的骨吸収をきたした微小環境で
は RANKL mRNAの発現が亢進しており13）、一方、
TAMは CSF-1と RANKLの存在下で骨吸収性破骨
細胞に分化することが報告されている14）。
そこで、我々は、口腔癌の顎骨浸潤部における腫
瘍性骨破壊に対して、破骨細胞性骨吸収を抑制する
m-TOR阻害薬と CSF-1R阻害薬の効果をマウスの
顎骨浸潤モデルを用いて検討した。

Dai他15）や、Sugatani他16）は、マウス骨髄マクロ
ファージ細胞を用いた CSF-1と RANKLの培養系
において、NF-κB、 Akt1 / Akt2、 m-TOR、 Bimは破骨
細胞の分化に必要なシグナル伝達物質であり、Akt
の発現は、RANKL誘導性の IKK /IκBα/NF-κBの抑
制を示し、RANKLは IκBαのリン酸化を促進し、
それにより NF-κBが活性して、破骨細胞の分化を
促進させることを報告した。

Okui他2）は、ヒト OSCC細胞株において m-TOR
阻害薬が濃度依存的に m-TORのリン酸化を抑制す
ることで OSCCの増殖を阻害していること、さら
には破骨前駆細胞株において、RANKL-NF-κBシグ
ナルの活性化を抑制していると報告している。
本研究においても、m-TOR阻害薬を用いること

で破骨細胞数が減少し、RANKL mRNAの発現が抑
制されたことから、m-TOR阻害薬が破骨細胞の分
化を阻害し、顎骨浸潤を抑制したと考えられた。
近年、CSCがCSF-1を産生するとも言われており、

それによりニッチ内で TAMが活性化することで
IL-6およびMFG-E8が発現し、これらが CSCを活
性化することで、腫瘍の浸潤や転移を促進すると言
われている17）。

CSF-1の受容体である CSF-1Rは TAM の細胞表
面に存在し、そのレセプターを阻害することで
CSCが不活性化し、癌の浸潤増殖が抑制され、さ
らに破骨細胞への分化が阻害され、腫瘍性骨破壊を
抑制すると報告されている3）5-8）14）17）18）。
他の研究報告3）17）18）と同様に本研究においても、

CSF-1R阻害薬を用いることで CSCの活性化を抑制
し、TAMの増殖が阻害されることでマクロファー

ジから成熟破骨細胞への分化を制御したと考えられ
た。

Parag他3）は悪性神経鞘腫マウスモデルにおいて、
m-TOR阻害薬単独、CSF-1R阻害薬単独、mTOR
阻害薬と CSF-1R阻害薬の併用投与を検討した結
果、併用投与が最もマクロファージ数を減少したと
報告している。この結果は、マクロファージ数だけ
でなく、破骨細胞数においても、同様な結果になる
可能性を示唆している。
今回の我々の研究結果において、m-TOR阻害薬

は OPG/RANKL/RANK経路を抑制している一方、
CSF-1Rの抑制には関与していなかった。また、
CSF-1R 阻害薬は CSF-1Rを抑制するだけでなく
OPGを介さない RANKLの抑制効果を認めた。
m-TOR阻害薬と CSF-1R阻害薬は異なる経路で破
骨細胞数の減少に関与している可能性が示唆され、
両者を併用することで相乗効果が得られたと考えら
れた。
以上より、CSF-1R阻害薬と m-TOR阻害薬の併
用投与は、口腔癌の顎骨浸潤に対する新たな治療法
になりうる可能性が示唆された。
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Depressive effect of m-TOR inhibitor and CSF-1R inhibitor  
in jawbone invasion of oral cancer

Masanori TADA, Takafumi SATOMI, Yasuyuki FUJII, Yoko KAWASE-KOGA,  
Daichi CHIKAZU

Department of Oral and Maxillofacial Surgery Faculty of Medicine, Tokyo Medical University

Abstract

  Invasion of the jaw bone is a major factor in the prognosis in oral cancer, making its prevention of extreme importance from 
a clinical viewpoint.
  Recent studies have indicated that m-TOR promotes the differentiation and maturation of osteoclasts, which play a leading 
role in the proliferation of cancer cells, apoptosis, vascularization, and destruction of bone. It has been suggested, therefore, 
that inhibition of m-TOR inhibitor would inhibit tumor cell proliferation and vascularization.
  On the other hand, it has also been reported that CSF-1, which is produced by cancer stem cells, induces resistance to treat-
ment, as it highly expresses tumor-associated macrophage TAM in its niche, and promotes tumor cell proliferation and bone 
metastasis.
  The purpose of this study was to investigate a new treatment aimed at inhibiting invasion of jaw bone by cancer cells.　
This treatment inhibits osteoclast-induced bone resorption by using the m-TOR inhibitor, which directly inhibits the differentia-
tion and maturation of osteoclasts, and the CSF-1 inhibitor, which inhibits tumor proliferation and bone metastasis.

〈Key words〉: Jaw bone invasion, Osteoclast, m-TOR inhibitor, CSF-1R inhibitor
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