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研究成果の概要（和文）：急性前骨髄性白血病（APL）治療における三酸化ヒ素（ATO）と
全トランスレチノイン酸（ATRA）の併用療法の有効性について基礎的な知見を得るため
に, 培養ヒト白血病細胞の分化を指標に検討を行った. その結果, 白血病細胞の分化誘導が
ATRA単独添加に比べて ATOと ATRAとの共添加で増強された. 本成果は, APL治療における
本併用療法の可能性を考える上で重要な知見であると考える.  
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we performed basic experiments to determine whether the 
treatment with all-trans retinoic acid (ATRA) plus arsenic trioxide (ATO) in combination is beneficial in 
Acute Promyelocytic Leukemia (APL) therapy than that with a single agent. In order to determine the 
ATRA-induced differentiation is augmented by the addition of ATO, we compared the surface 
expression of CD11b in human leukemia HL60 cells incubated with ATRA, ATO, or ATRA plus ATO. 
The result indicates that HL60 cells treated with ATO plus ATRA show further differentiation than 
those treated with ATRA alone, suggesting that co-treatment of ATO plus ATRA is more effective than 
the treatment with a single agent in enhancing the differentiation of HL60 cells. 
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１．研究開始当初の背景 
三酸化ヒ素（ATO）は, 再発・難治性急性前
骨髄球性白血病（APL）においてのみ使用認
可されている薬剤である. APL の第一選択薬
である全トランス-レチノイン酸（ATRA）は
高い寛解率を示す一方, 耐性を生じやすいこ
とが知られており, 他剤との併用が望まれ

る.  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は, ATOと ATRAの併用療法を
目指した基礎的な知見を得ようとするもの
で, ATRAと ATOの同時投与により白血病細
胞へのヒ素の取り込みが促進され, ATOの効
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果がより発揮されるのではないかという新
しい研究スタイルである. さらに, 白血病細
胞だけでなく ATRA によるヒ素の取り込み
促進が期待される肝癌由来細胞を用いて検
討することで, 亜ヒ酸製剤の肝臓癌への適用
拡大を目指す.  
実際には, 以下の項目について検討を進め
た. 
（１）白血病細胞を用いた ATRA による
AQP9 発現上昇, およびそれを介したヒ素の
取り込み促進作用 
 
（２）ATRA による ATO の取り込み促進を
介した白血病細胞の分化誘導に対する相
加・相乗作用 
 
（３）ATO および ATRA 共添加時における
分化誘導作用に関わる因子の同定 
 
（４）肝癌由来細胞における ATRA による
AQP9の発現上昇, それに起因する ATOの取
り込み促進を介した肝癌細胞の細胞死誘導
作用 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト白血病 HL60細胞を用いて ATRA
の添加によりヒ素の細胞内侵入を制御する
aquaglyceroporin-9（AQP9）発現が上昇するか
について, mRNA（半定量 RT-PCR）およびタ
ンパク質レベル（ウエスタンブロット法）で
検証した. 次に, ATRAにより発現が誘導さ
れた AQP9によって ATOの取り込みが上昇
するかについて ICP-MSを用い測定した. 
 
（２）ATOと ATRAとの共存によって ATRA
により開始される HL60 細胞の分化がより促
進されるかについて検討を行う. HL60 細胞
の分化の程度は, Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
の還元反応によって産生される不溶性ホル
マザンを吸光度で評価した. また, 分化の直
接的な指標である細胞表面における CD11b
の発現を検討した.  
 
（３）ATRA を添加した HL60 細胞を対照群
とし, ATRAと ATOを共添加した HL60細胞
から採取した mRNA における変動した遺伝
子群をマイクロアレイで検出した. 検出され
た遺伝子群で分化に関わる事が予想される
因子については , mRNA 発現を半定量的
RT-PCR で, タンパク質発現量をウエスタン
ブロット法にて検出した. 
 
(４)ヒト肝癌 HepG2細胞を用いて, ATRA添
加により AQP9の発現が上昇するかについて
mRNA量を半定量 RT-PCRで検証した.また, 
細胞毒性については, MTT法で検討した.  
	 

４．研究成果	 
（１）HL60 細胞に ATRA を添加した際に
AQP9 mRNA量が上昇するかについて検討し
た . HL60 細胞に ATRA（10-8, 10-7, 10-6 
mol/L）の濃度で 6, 12, 24時間添加したとこ
ろ, ATRA の濃度依存的に HL60 細胞の
AQP9 mRNAの発現が誘導された（図１）. 	  
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図１	 

	 
HL60 細胞において ATRA 添加により AQP9
の発現が上昇したことから ATRA により
ATO の取り込みの効率が上昇することが予
想されたので, ATO単独およびATRAとATO
の共添加群における一定時間後の細胞内ヒ
素蓄積を ICP-MS で検討したところ, 顕著な
上昇は認められなかった. 今後, 実験の系な
どを考慮して実験を進めてく予定である.  
	 
（２）ATRA による HL60 細胞の分化誘導に
対して ATO が相乗作用を示すかどうかにつ
いて検討した. 分化の指標として NBT に対
する還元作用（図２）および細胞表面上の
CD11b発現を Flow Cytometry（図３a and b）
を用い検討したところ, ATO（0.25, 0.5 µM）
単独添加では分化誘導を示さなかったが , 
ATOと ATRAを共添加したところ, ATRAに
よる分化誘導作用を ATO の共添加が有意に
亢進させた.	 NBT 還元作用は 72 hours 添加
した細胞を使用している. 	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図２	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図３a	 



	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 図３b	 

	 
（３）ATOにより増強された分化誘導作用に
係る分子を同定するために, ATRA および
ATO + ATRA を添加した HL60 細胞から総
RNA を用意しマイクロアレイ解析を行った. 
その結果, ATOにより 2倍以上の発現上昇を
示した遺伝子は 71種, 一方 2倍以上の減少を
示した 13種の遺伝子が検出された（表１）.  
 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 表１ 
 
 
ATO により発現上昇を示した遺伝子群のな
かで, IL-1β について検討を行ったところ, 
ATRA 単独添加に比べて ATO との共添加に
より培地中 IL-1β タンパク質量は上昇してい
たが, 抗 IL-1β 中和抗体によって分化は阻害
されなかった. 一方, ATO により発現減少を
示 し た 遺 伝 子 群 の な か で proteinase-3
（PRTN3）について検討を行ったところ , 
ATRA 単独添加に比べて ATO との共添加に
より PRTN3 のタンパク質の発現量はさらに
減少した. PRTN3は転写因子 Sp1を負に制御

していることから, Sp1 のタンパク質発現を
検討したところ, ATRA 単独添加に比べて, 
ATO との共添加によりさらに Sp1 の発現量
は上昇した（図４）.  	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 図４	 
	 

	 
（４）肝癌由来細胞における ATRA による
AQP9の発現上昇, それに起因する ATOの取
り込み促進を介した肝癌細胞の細胞死誘導
作用を検討するために, ヒト肝癌HepG2細胞
にATRA添加することによりAQP9の発現が
上昇するかについて mRNA 量を半定量
RT-PCRで検証したところ, AQP9の発現上昇
は検出されなかった. 
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