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研究成果の概要（和文）：ヒト骨軟部肉腫細胞株（MG63、Nara-H Cell）を使用し、近年着目を受けているmTOR経路を
標的とした新たな抗腫瘍治療の開発についてin vitroおよびin vivoでの研究を行った。mTOR抑制薬ラパマイシンによ
る腫瘍細胞の防御的オートファジーを、オートファジー抑制薬を併用することにより抑え、アポトーシスの誘導および
強力な抗腫瘍効果の発現を証明した。

研究成果の概要（英文）：We examined target therapy of mTOR pathway using human bone and soft tissue 
sarcoma cell lines (MG63, Nara-H Cell). Our present study suggested that self protective mechanisms 
involving mTOR inhibitors in sarcoma cells are prevented by the inhibition of autophagy. The combination 
of an mTOR inhibitor and an autophagy inhibitor may offer effective treatment for sarcoma, as this 
combination effectively activates apoptotic pathways.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 
近年、種々のがん治療において、効果が期

待される分子標的治療薬の一つに mTOR 抑
制薬がある。この mTOR 抑制薬はアポトー
シスを誘導することにより抗腫瘍効果を発
揮すると既存の報告では広く言われている。
ところが、最近の報告によると、mTOR 抑制
薬投与により、腫瘍細胞は防御反応としてオ
ートファジーを引き起こし、そのオートファ
ジーを阻害すると、アポトーシスが誘導され
ると種々のがん細胞を使用した実験で証明
されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、骨軟部肉腫細胞株におい

て、mTOR 抑制薬により、実際にオートファ
ジーが誘導され、更にそのオートファジー抑
制薬により、アポトーシスが誘導されるかど
うか、in vitroおよび in vivoの実験で検証し、
骨軟部肉腫治療について新たな知見を得る
ことである。 
 
３．研究の方法 
具体的には、当研究室で入手・維持してい

る骨軟部肉腫細胞株（骨肉腫細胞株：MG63、
軟部肉腫細胞株：Nara-H）を用いて実験を
行った。選択的 mTOR 抑制薬としてラパマ
イシンを、オートファジー抑制薬として
U0126 および Spautin-1 を使用した。方法は
Cell proliferation assay により抗腫瘍効果を
評価した。ウエスタンブロットでは、mTOR
経路およびMAPK経路のリン酸化の発現と、
オートファジー（LC-3、p62、Atg5）および
アポトーシス（PARP、Caspase-3）の発現を
評価した。またリアルタイムPCR法により、
siRNA の導入による mTOR 遺伝子のノッ
クダウンを行い、オートファジー関連遺伝子
の発現を確認した。更に、オートファジーお
よびアポトーシスの発現を、蛍光顕微鏡およ
び電子顕微鏡により、形態学的に評価を行っ
た。また、腫瘍細胞株をヌードマウス皮下に
移植し、xenograft による腫瘍モデルを作成
し、ラパマイシンおよびオートファジー抑制
薬の効果を in vivo の実験で評価した。 
 
４．研究成果 

Cell proliferation assay では、ラパマイシ
ンにより適度な抗腫瘍効果を認め、ラパマイ
シンにオートファジー抑制薬を併用するこ
とで、有意な抗腫瘍効果の増強が確認された
（図 1）。 
 

図 1. Cell proliferation assay 

 
ウエスタンブロット法では、ラパマイシン

の投与により mTOR経路下流の因子である、
p70S6K のリン酸化が抑制され（図 2Ａ）、同
時にMAPK経路の下流因子であるErk1/2の
リン酸化が増強された（図 2Ｂ）。また、同時
に LC-3Ⅱなどオートファジー関連タンパク
質の発現も増強された。一方、ラパマイシン
と U0126 や Spautin-1 の併用により、アポ
トーシスに関連するPARPやCaspase-3など
のタンパク質の発現が確認された（図 2Ｂ）。 
 

 
図 2. ウエスタンブロットによる評価 

 
リアルタイム PCR 法による遺伝子発現の

評価では、mTOR 遺伝子の選択的ノックアウ
トにより、Atg5 や Beclin-1 といったオート
ファジー関連遺伝子の発現増強を認めた（図
3）。 

 
図 3. リアルタイム PCR の結果 

 
蛍光顕微鏡による評価では、ラパマイシン

の投与により、オートファゴゾームの形成を
示す GFP-LC3 ドットの発現を細胞内に認め
（図 4Ｂ）、これはオートファジー発現細胞と
考えられた。 
一方、ラパマイシンとオートファジー抑制

薬の併用投与を行うと、アポトーシス細胞を
検出する Annexin V 染色によりアポトーシ
ス細胞の増加（図 4Ｂ）が確認された。 
 
 



 
図 4. 蛍光顕微鏡による評価 

 
電子顕微鏡による評価では、ラパマイシン

の投与により、オートファゴゾームを有した
細胞が観察され（図 5Ａ）、ラパマイシンとオ
ートファジー抑制薬の併用により、核の断片
化を起こしたアポトーシス細胞（図 5Ｂ）が
観察された。 
 

 
図 5. Nara-H 細胞の電子顕微鏡像 

 
MG63細胞株をヌードマウス皮下に移植

した xenograft による腫瘍モデルでは、ラ
パマイシンおよびオートファジー抑制薬で
ある Spautin-1 の併用投与により、有意な
腫瘍径の縮小を認めた（図 6）。 
 

 
図 6. MG63 移植による xenograft モデル 

 
本研究の結果から、mTOR 抑制薬により、
腫瘍細胞は mTOR 経路を抑制すると同時に
MAPK 経路を活性化させ、オートファジーを
誘導した。この結果から考察すると、腫瘍細
胞が抗腫瘍薬に対する防御的反応として、別
の経路を活性化させ、防御的オートファジー
を誘導するものと考えられた。一方、このオ
ートファジーの誘導を、オートファジー抑制
薬の併用により制御することで、強い抗腫瘍

効果が得られると同時にアポトーシスが誘
導された。したがって、選択的オートファジ
ー抑制薬を使用することで、腫瘍の防御反応
としてのオートファジーが破たんし、強い抗
腫瘍効果が期待できるのではないかと考え
られる。 
以上のことからまとめると、骨軟部腫瘍細
胞において、オートファジーの制御をより効
果的に行うことにより、新たな骨軟部肉腫治
療の一助になり得るのではないかと考えら
れた。 
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