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研究成果の概要（和文）：治療抵抗性の NK 細胞リンパ腫にも有効である L-asparaginase (L-ASP)
の 2 つの新しい作用機序を明らかにした。１つめとして L-ASP は eIF4E をはじめとする翻訳開
始因子を著明に減少させて、MYC、BCL-2、eIF4E 自体など腫瘍の増殖、アポトーシス抑制に必
要な蛋白質の翻訳を阻害した。２つめとして L-ASP はグルタミン欠乏を介して TCA サイクルの
枯渇・機能不全を起こし、最終的にアポトーシスを引き起こした。この結果から急性リンパ性
白血病を含めたリンパ系腫瘍のグルタミン依存性、TCA サイクルのアポトーシス抑制における
中心的な役割が明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We have shown two new mechanism of L-asparaginase (L-ASP), which 
is efficient even for chemotherapy-resistant NK-cell lymphoma.  First, L-ASP decreased 
expression levels of various translation initiation factors including eIF4E, which in 
turn suppressed the translation of MYC, BCL-2 and eIF4E itself with tumor promoting and 
apoptosis inhibiting activities.  Second, L-ASP depleted glutamine, induced TCA cycle 
depletion and insufficiency, and finally caused apoptosis.  The result showed glutamine 
addiction of various lymphoid malignancies including acute lymphoblastic leukemia and 
the central role of TCA cycle in the suppression of apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 
翻訳開始因子の１つeIF4Eは、癌への形質転
換能を有し、種々の悪性腫瘍において高発現
している。我々は治療抵抗性のNK細胞リンパ
腫においてeIF4E が高発現しているが、
L-asparaginase (L-ASP)がその発現量を特異

的に低下させることを見出した。L-ASPは、
mTOR阻害剤であるrapamycinと同様にp70 S6 
kinase、4E-BP1のリン酸化を抑制することが
報告されているが、eIF4Eの発現を抑制する
作用はrapamycinにはなく、L-ASPに特異的で
あった。NK細胞株に対して同程度にS6 kinase



を抑制する濃度でrapamycinはほとんど殺細
胞効果を示さないのに対して、L-ASPは強力
な抗腫瘍効果を発揮する。このことから
eIF4Eの発現を抑制する経路がNK細胞リンパ
腫の治療において重要な鍵となることが想
定された。 
 
２．研究の目的 
1) NK細胞リンパ腫に対するL-ASPの殺細胞効
果においてeIF4Eの抑制が中心的な役割を果
たすことを実験的に確認する。また、L-ASP
による特定の蛋白質の量の変化がsiRNAによ
るeIF4Eの抑制で再現できるかを調べる。 
2) L-ASPからeIF4Eの発現量低下にいたる機
序、経路に関して解明する。 
3) L-ASPの作用を解明する過程で、臨床的に
達成可能な濃度においてグルタミンの枯渇
をもたらすことが明らかになりこれによる
殺細胞効果について検討する。 
4) L-ASPによるグルタミンの枯渇が臨床検体
に対して殺細胞効果を示すか検討する。 
 
３．研究の方法 
1) L-ASP処理後にMYC、BCL-2、eIF4E自体な
どのmRNAおよび蛋白質の量をそれぞれ定量
的RT-PCRおよびWestern blot解析で経時的に
調べた。Jurkat細胞に対してsiRNA法により
eIF4Eの発現を抑制した場合にMYC、BCL-2な
どの蛋白質発現に関してL-ASP処理と同様の
効果を再現できるかを検討した。 
2) L-ASPからeIF4Eの発現低下に至る経路に
関して解明する目的で細胞内のアミノ酸濃
度、TCAサイクルの構成分子群の濃度の変化
を検討した。これにはL-8900FF分析計および
LC/MS（質量分析計）を用いた。また細胞周
期変化、細胞内ATP濃度、ミトコンドリア膜
電位、活性化酸素量とアポトーシス割合の関
係を主にflow cytometryを用いて検討した。 
3) L-ASPの作用を解明する過程で、グルタミ
ンの枯渇によるTCAサイクルの機能不全が
eIF4Eの発現抑制につながることが明らかと
なったため、これによる殺細胞効果について
検討した。特にTCAサイクルの構成分子を外
来性に補うことでL-ASPの殺細胞効果を抑制
できるか、逆にTCAサイクルの特異的な抑制
によりL-ASPと同様のアポトーシス、eIF4Eの
低下などを再現できるか検討した。 
4) L-ASPによるグルタミンの枯渇が急性リン
パ性白血病の臨床検体に対して殺細胞効果
を示すかを検討した。検体の使用に関しては
所属機関の倫理委員会の承諾のもとでイン
フォームドコンセントを得て行った。 
 
４．研究成果 
L-asparaginase (L-ASP)は治療抵抗性の NK
細胞リンパ腫において高発現している翻訳
開始因子 eIF4Eをほぼ消失させて抗腫瘍効果

を発揮した。L-ASP 処理による eIF4E 量の低
下に一致して MYC、BCL-2 の蛋白量が著明に
減少した。NK-YS および NK-92 細胞において
L-ASP 処理後に経時的に MYC、BCL-2 の mRNA
量を観察したところまだ mRNA 量が変化して
ない時点ですでに蛋白量は低下しており、
eIF4E が関与する翻訳レベルでの MYC、BCL-2
の減少が強く示唆された。更に Jurkat 細胞
において siRNA を用いて eIF4E の発現を抑制
したところ、L-ASP 処理と同様に MYC、BCL-2
の蛋白量が著明に低下しアポトーシスが誘
導された。このことは L-ASP による eIF4E の
低下が直接に殺細胞効果につながることを
強く示唆した。抗腫瘍効果を発揮した。eIF4E
が消失すると翻訳段階で MYC、BCL-2 および
eIF4E 自体が著明に減少しアポトーシスが誘
導された。L-ASP による eIF4E の消失は、培
養液中のグルタミン欠乏による TCAサイクル
の枯渇、機能不全によって引き起こされ、
alpha-ケトグルタル酸の補充で解除された。
この結果はアポトーシス抑制における TCAサ
イクルの中心的な役割、急性リンパ性白血病
を含めたリンパ系腫瘍のグルタミン依存性
を明らかにした。 
また、 
Jurkat細胞においてeIF4E発現をほぼ消失さ
せるには 1 U/mL の L-ASP が必要である。こ
の濃度は臨床的に数日間達成される L-ASP濃
度であるがグルタミンを枯渇させ、これによ
って細胞内の TCAサイクル構成分子群である
alpha-ケトグルタル酸、スクシニル酸、オギ
ザロ酢酸の濃度を著明に低下させた。TCA サ
イクルの枯渇は ATP の減少、膜電位の低下で
示されるミトコンドリアの機能不全、更には
eIF4E 発現の消失などを起こし、最終的にア
ポトーシスを惹起した。外来性に alpha-ケト
グルタル酸を補充すると、L-ASP 処理または
培養液中のグルタミン除去による eIF4E低下
を含めたこれら一連の変化は解消した。
Jurkat 細胞のみならず急性リンパ性白血病
10検体のうち5検体ではTCAサイクルの維持
に細胞外からのグルタミンが必須であり、こ
れを L-ASP によって阻害すると eIF4E の消失、
アポトーシスが起こった。この結果はアポト
ーシス抑制における TCAサイクルの中心的な
役割、リンパ系腫瘍のグルタミン依存性を明
らかにした。今後、リンパ腫を含む造血器腫
瘍の細胞内代謝、翻訳調節の特徴を明らかに
することで副作用の少ない特異的な治療が
可能になると考えられる。 
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