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研究成果の概要（和文）：肉腫のキードラッグであるドキソルビシン(DOX)抵抗性である類上皮肉腫と胞巣状軟部肉腫
及びDOX耐性骨肉腫の細胞株を用いて、非必須アミノ酸であるアルギニン(Arg)生成に不可欠なアルギノコハク酸合成酵
素(ASS1)欠損を標的とする新規治療の有用性を検討した。DOX抵抗性肉腫においてASS1の発現低下を認め、Arg枯渇療法
が有用であることを明らかにした。また、誘導されるオートファジーを阻害する事でArg枯渇療法に併用できる新規治
療法の可能性を見出した。また、新規にASS1がDox耐性に関連する可能性を示唆し、今後のアルギニン代謝を標的とし
た治療に対して非常に有意義であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We focused on the arginosuccinate synthetase 1 (ASS1), which is essential for 
generation of arginine with non-essential amino acids in metabolic error of cancer cell metabolism. The 
expression of ASS1 was reduced in Dox-resistant sarcoma cells. Interestingly, there was an inverse 
relationship between the expression of ASS1 and the expression of P-gp. Furthermore, the inhibition of 
cellular proliferation, with G1-arrest, was shown to lead to autophagy with arginine deprivation. The 
combination of chloroquine plus arginine deprivation was more effective than arginine deprivation alone. 
In ASS1 reduced cells, the expression of P-gp was upregulated in comparison to negative controls. These 
results indicate that the reduced expression of ASS1 expression in Dox-resistant sarcomas may contribute 
to drug resistance. ASS1 deficiency is a potential target for novel drug therapies.

研究分野：整形外科　骨軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
骨軟部肉腫は 1980 年代の化学療法の導入
により一定の治療成績の改善は認められた
ものも、疾患の希少性・組織型の多様性など
より、新規治療薬の開発が非常に困難である。
胞巣状軟部肉腫は、Christoperson らが 1952
年に初めて提唱した疾患であり、若年者に発
生する悪性軟部腫瘍の１つで、通常の化学療
法に抵抗性を示し、手術不可能な症例の予後
は非常に悪い[1, 2]。また、手術適応症例に
関しても腫瘍切除後の脳転移が多いなど治
療に難渋する。近年では、Kummar らが選択性
の高い血管内皮増殖因子受容体チロシンキ
ナーゼ阻害剤であるcediranibの有用性につ
いて報告したことで、分子標的剤の効果も検
討されている[3]。類上皮肉腫は、1970 年に
Enzinger らにより提唱され、若年成人に多く、
手指に好発する[4]。また、他の悪性腫瘍に
比して所属リンパ節転移が多く、胞巣状軟部
肉腫と同様に手術不能例や進行例では治療
に難渋する腫瘍であり、新規治療法の開発が
強く望まれている[5]。 
今回我々は予後マーカー及び新規治療タ
ーゲットの開発にあたり、肉腫細胞代謝にお
けるメタボリックエラー(代謝酵素欠損)に
着目した。“メタボリックエラー”とは、あ
る特定の非必須アミノ酸を作り出すための
代謝酵素の発現が著しく低下している事は
がん細胞においてしばしば散見される。この
ようながん細胞は、非必須アミノ酸を細胞外
より輸送する事で代償することが明らかに
なっている[6]。このメタボリックエラーを
利用した代表的治療法として、白血病の寛解
導入治療役である L-Asparaginase が知られ
ている[7]。白血病細胞はアスパラギン酸合
成酵素を高頻度に欠損し、血中アスパラギン
酸を腫瘍細胞内に直接輸送することで代償
している。このため体内のアスパランギン酸
分解酵素である L-Asparaginase の投与によ
って、白血病腫瘍細胞増殖が著しく抑制され
ることが知られている。 
共同研究者の小林は骨肉腫を用いた遺伝
子発現解析を行い、細胞内のアルギニン生成
に 必 須 で あ る Argininosuccinate 
synthase1(ASS1)が肺転移を起こす予後不良
骨肉腫で発現低下し予後不良マーカーにな
ることを報告した[8]。このような ASS1 のメ
タボリックエラーは、肝細胞がん、メラノー
マなどの様々な悪性腫瘍[9, 10]や粘液繊維
肉腫[11]などの肉腫においても報告されて
いる。 
 このような知見のもとに、希少な肉腫細胞
株を用いて、ASS1 をはじめとするメタボリッ
クエラーが関わるメカニズムも解明すると
ともに、将来的には肉腫の新規バイオマーカ
ーや新規治療薬としての臨床応用を目標と
している。 
 
 
 

２．研究の目的 
本研究は、難治性かつ「希少がん」であ
る骨軟部肉腫の生命予後の改善及び治療標
的の開発を目的として行うものである。
“がん細胞代謝におけるメタボリックエラ
ー(代謝酵素の欠損)”に着目して研究を進
め、骨軟部肉腫の治療抵抗の解明と新規治療
薬の開発（特に治療抵抗性のある肉腫に対す
る新規治療薬）を行う。本研究では、臨床学
的 に 肉 腫 の key drug で あ る
Doxorubicin(Dox)抵抗性である類上皮肉腫
(ES-X, VAESBJ)と胞巣状軟部肉腫(ASPS-KY)
の細胞株及びDox抵抗性骨肉腫(KHOSR2)の細
胞株を用いて、アルギニン生成に必須である
代謝酵素の Argininosuccinate synthase 
(ASS1)に注目し、ASS1 を標的とした新規治療
法を探索した。 
 
３．研究の方法 
方法としては、各種細胞株が Dox 抵抗性で
ある事を確認するために、Dox の Ic50(The 
50% inhibitory concentration)測定及び、
薬 剤 耐 性 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る
P-glycoprotein(P-gp)の発現解析を行った。
次に ASS1 発現解析を行い、アルギニン枯渇
による抗腫瘍効果を確認するためにアルギ
ニン枯渇環境下での細胞増殖及びフローサ
イトメトリーを用いた細胞周期を解析した。
それに加え、アルギニン枯渇環境でのオート
ファジー解析及び、アルギニン枯渇環境下で
のオートファジー阻害剤の有用性の検討を
行い、また、ASS1 発現低下と薬剤耐性に関し
て、いくつかのがん種で報告されている[12]。
そのため、本研究においても、薬剤耐性との
関連を調べるために、ASS1 発現を強制抑制す
ることによる P-gp の発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
Dox 抵抗性細胞株である VAESBJ, ES-X, 
APSS-KY, KHOSR2 では、コントロールである
Dox 感受性のある乳がん細胞株(MCF-7), 骨
肉腫細胞株(KHOS)に比べて、Dox の IC50 が優
位に高値であった。次に、薬剤抵抗性性関連
タンパク質である P-glycoprotein(P-gp)の
発現解析を行うと、Dox 抵抗性肉腫細胞株で
は、P-gp が高発現であった。(Fig.1a) 次に
ASS1 の発現解析を行ったところ、Dox 抵抗性
肉腫では低発現であり、P-gp 発現とは逆相関
の傾向を示した。(Fig, 1b, c) 
Dox抵抗性肉腫においてASS1発現が低下し
ていたため、アルギニン細胞代謝を利用した
Arg 枯渇環境下での抗腫瘍効果を検討した。
Arg 枯渇培地を作成し、Arg 含有の通常培地
との細胞増殖を比較したところ、ASS1 低発現
であるDOX抵抗性肉腫細胞株においては、Arg
枯渇環境下での細胞増殖が、優位に抑制され
た。(Fig.2a) 一方で、ASS1 高発現である
MCF-7, KHOS では、Arg 含有、Arg 枯渇培地の
両者でも細胞増殖に優位な差はみられなか
った。次にフローサイトメトリーを用いた細



胞周期解析を行ったところ、ASS1 低発現であ
る DOX 抵抗性肉腫細胞株においては、Arg 枯
渇培地ではG1期停止が誘導された。一方で、
ASS1 高発現である MCF-7, KHOS では、Arg 含
有及びArg枯渇培地の両者で優位な差はみら
れなかった。(Fig. 2b) この結果により G1 
arresst による細胞増殖抑制が起こっている
事が確認された。 
次に、アミノ酸飢餓状態に誘導される事が
知られているオートファジーについて検討
した。Arg 枯渇培地にいて、ASS1 低発現であ
るDOX抵抗性肉腫細胞株のオートファジー解
析を行ったところ、オートファジー関連タン
パクである p62 の時間依存性の消費及び LC3
ⅠからⅡへの変換がみられたため、オートフ
ァジーが誘導されている事が確認された。
(Fig. 3) 
また、アルギニン枯渇培地において、オー
トファジー阻害剤であるクロロキンの有用
性について検討した。Dox 抵抗性肉腫細胞株
において、アルギニン枯渇培地にクロロキン
を投与すると、アルギニン枯渇単独療法より
も優位に細胞増殖抑制をみとめた。(Fig. 4) 
このことによりArg枯渇療法との併用療法と
の可能性が示唆された。 
最後に ASS1 と薬剤抵抗性の関連を検討し
た。siRNA を用いて ASS1 発現を抑制し、P-gp
の発現解析を行ったところ、P-gp 発現が上昇
した。(Fig. 5) この結果により、ASS1 発現
と P-gp関連薬剤耐性との関連が示唆された。 
本研究では、臨床的に Dox 耐性肉腫と言わ
れている類上皮肉腫、包巣状軟部肉腫及び
Dox 耐性骨肉腫において、IC50、P-gp 発現の
結果により in vitro でも化学療法抵抗性で
ある事を初めて証明した。また、Dox 耐性肉
腫において ASS1 の発現低下を認め、Dox 抵抗
性肉腫においてもArg枯渇療法が新規治療法
になりうることを明らかにした。それに加え、
肉腫領域において初めて、アルギニン枯渇に
よりオートファジーが誘導される事を証明
し、誘導されるオートファジーを阻害する事
で、アルギニン枯渇療法に併用できる新規治
療法の可能性を見出した。また、新規に ASS1
が Dox耐性に関連する可能性を示唆した事は、
今後のアルギニン代謝を標的とした治療に
対して非常に有意義であると考えられた。 
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