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研究成果の概要（和文）：光感受性物質であるアクリジンオレンジ(AO)は、骨肉腫において、腫瘍特異的細胞外環境（
酸性・低酸素・高静水圧）環境下で、約1.5-2倍の集積増幅効果があり、より高悪性である腫瘍に対しより高い殺細胞
効果を有することが確認された。耐性株についても同様の光線および放射線力学的効果を示す研究を行ったが、AOは耐
性株においても、良好な殺細胞効果を有する一方、腫瘍特異的細胞外環境に起因する遺伝子発現を解析で得られたタン
パク質を併用しても、殺細胞効果の増幅は少なかった。しかし、ターゲット遺伝子であるCA9は腫瘍転移、浸潤を抑制
することが明らかとなり、これらを併用することで、腫瘍制御の可能性が見出させれた。

研究成果の概要（英文）：Acridine orange （AO） which is a photosensitizer accumulated to human 
osteosarcoma, lung cancer and breast cancer cell lines under the tumor microenvironmental condition 
(acidic, low oxygen and high hydrostatic pressure). There was amplification effect of about 1.5-2 times 
by changing tumor microenvironment, and, it was confirmed to have a higher cytotoxic effect against 
tumors in such specific condition. In the study of AO therapy for registrant strains. AO have a good 
citocydal effect for registrant strains, but there was no amplication effect in combination with AO and 
the protein obtained gene expression due to the tumor-specific extracellular environment analysis. While 
we revealed that CA9 is one of good target for osteosarcoma therapy, and that CA9 inhibitor suppressed 
the invasiveness and metastatic potential. In future, combination with CA9 and anti-tumor therapy can 
control local tumor recurrence and metastatic potential for sarcoma patients.

研究分野：骨軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
癌・肉腫などの悪性腫瘍は、その高い分
裂能力と転移・浸潤能により、ホストで
ある人の健常組織へ侵食・転移し生命を
脅かす。さらに、その高い転移、浸潤能
により抗がん剤治療にも耐性を示し、手
術切除も不可能となる結果、放射線治療
が行われることも多い。 
しかし、放射線治療は、抗がん剤同様、
正常組織にも障害を与えてしまい、放射
線による副作用や合併症のため、十分な
線量が照射できない場合も多い。 
我々は、これまで、悪性骨軟部腫瘍に対
する補助療法として、光感受性物質であ
るアクリジンオレンジ（AO）を利用した
光線力学的療法を開発してきた。そのAO
は、腫瘍に特異的な高酸性オルガネラに
集積し、そのオルガネラは腫瘍微小細胞
外環境（低酸素・酸性環境）に依存する
ことが明らかになり、集積度に相関して
光線および放射線による殺細胞効果を発
揮する。一方、腫瘍に特異的な低酸素お
よび酸性環境で生存する腫瘍は、その環
境刺激により放射線および抗がん剤耐性
能を獲得することが知られているが、AO
は、そういった微小環境下にある高悪性
腫瘍に、より選択的に取り込まれる。 
以上のことは、放射線感受性の低い腫瘍や、
進行期の高悪性腫瘍に対し、AO が放射線
治療効果を増幅し、低線量で、副作用の少
ない放射線治療効果を発揮できる可能性が
期待できる。そこで我々は、放射線および
抗がん剤耐性を示す低酸素および酸性腫瘍
微小環境下の悪性腫瘍に対し、それら環境
を逆手に利用して集積する AOを投与し、
AO が腫瘍に選択的に集積したところで、
深部まで到達できる放射線治療や、抗がん
剤治療を行い、より低線量、低容量で、よ
り高い治療効果を発揮させるための治療法
の開発研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、我々の開発した in vitro－in 
vivo腫瘍外環境再現システムを用い、in vitro
で in vivo での腫瘍外環境を再現するとと
もに、その細胞外環境を意図的に変化させ、
AO や各種薬剤の集積が増大するような細胞
外環境を検討し、in vivoにおける集積のメカ
ニズムを解明することで、光線力学的療法や
抗がん剤の効果増幅を図る。 
 
３．研究の方法 
in vitro－in vivo再現システムを用い、低酸
素、酸性、低栄養、高静水圧の 4つの腫瘍細
胞外環境を複合的に再現する。今回の研究で
は、まず、in vitro－in vivo再現システム
を用い、まず、化学療法および放射線抵抗
性に関与する低酸素、酸性の腫瘍細胞外環
境を中心に複合的に再現し研究を行う。 
具体的には、骨肉腫細胞株に対し、in vitro

で腫瘍細胞外環境を複合的に変化させ、その
細胞外環境変化により、AO や薬剤の腫瘍細
胞内への取り込みに有利な環境因子を検討
する。また、我々の予測では、in vivoにおけ
る薬剤・放射線耐性に相関する腫瘍内酸性度
の増加は、酸性度と低酸素の複合環境下で増
強すると考えられるため、そういった in vivo
環境を、in vitroで構築し、in vivoモデルを
in vitroで再現する。 
薬剤の一つとして光感受性物質である AOと、
細胞外環境調整因子（CA IX、VEGF,HIF、
PDGFのほか、環境間における RT-PCRで差
異のあった遺伝子など）をターゲットとした
インヒビターを作成し、in vitro で抗腫瘍効
果を確認するとともに、In vitroで得られた
データをもとに、それら細胞外環境因子を事
前に施し、その後、AO とインヒビターによ
る治療を行うことで、in vivoにおける殺細胞
効果の違いを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 人骨肉腫株に対する、in vitro腫瘍細胞
外環境（酸性・低酸素・高静水圧）下での
AO の腫瘍細胞内への取り込み変化と、放
射線治療効果の検証 
骨肉腫、胃癌、肺癌細胞株を、各複合環境
下で培養。AO の集積は全細胞株で、低酸
素および酸性複合環境で、約 1.5-2 倍の集
積増加を Facs-sacnで確認した（図 1）。 

  
酸性・低酸素下で AOの集積は増加したが
in vitroの放射線耐性試験では、AO集積に
より、低酸素酸性環境下でも、高い放射線
感受性を示したため、非放射線耐性株では、
いかなる環境変化でも効率に AO-RDT が
有効であった。 
放射線耐性株については、放射線照射を継
続し培養を行ったが、放射線耐性株の樹立
は困難であったため、放射線耐性獲得を有
するといわれる低酸素下で継続培養を行い、
継代後の細胞培養株で、放射線耐性を確認
したが、明らかな放射線耐性は獲得できな
かった。一方、低酸素環境下での継代培養
により、骨肉腫細胞株の一部は抗がん剤耐
性を示した（図 2）。 
 



 
(2) 骨肉腫細胞株における低酸素薬剤耐性
環境下での AO治療効果の検討 
放射線耐性株樹立が(1)において困難なた
め、低酸素耐性株を作成しドキソルビシン
による薬剤耐性株で実験を継続した。 
 
(3) 各腫瘍微小環境下におけるオリジナル
細胞株の遺伝子発現の検討 
恒常的放射線および抗がん剤耐性株の樹立
が困難であったため、先の結果より、抗が
ん剤耐性を示す低酸素を中心とした環境を
変化させ、細胞間でマクロアレイすること
により、放射線および薬剤耐性に関与する
（腫瘍微小環境変化に関与する調整因子）
遺伝子を解析する計画とした。 
骨肉腫細胞株（U2OS）を in vivo-invitro環
境システムを用い 24時間培養後、各環境下
での遺伝子発現をマクロアレイにて解析し

た（図 3）。 
解析の結果、図 3のごとく、遺伝子発現は、
低酸素を中心に、低酸素、酸性、高静水圧
の複合環境で最も遺伝子発現が見られ、低
酸素環境では、1.5倍以上の遺伝子発現の増
幅が 113遺伝子、酸性環境刺激では 386遺
伝子の増幅が認められた。高静水圧では、
増幅される遺伝子の比率は最大 2.1 倍と低
値であったが、1.5 倍以上の発現遺伝子は
640 遺伝子認められた。低酸素、酸性の複

合環境下では、単独環境に比べより多くの
592遺伝子の発現増幅が認められた。また、
CA9、ALDOC をはじめとするターゲット
とした遺伝子発現は 10 倍以上と高発現で
あることを確認した（図４）。 
 

CA9の発現をWestern blottingにて、各骨肉
腫株にて確認を行った（図 5）。 

 
いずれの骨肉腫細胞株でも CA9 は低酸素
下に高発現し、MG６３では、通常酸素下
においても発現の更新が認められた。 
一方、低酸素環境下での細胞増殖を継時的
に確認すると、細胞増殖は、各細胞株で多
様で、SaOS2については、低酸素、通常酸
素とも同様の増殖曲線であったが、その他
細胞株では、継代により増殖が亢進したり、
低下したりする Variation があり（図 6）、
以下、SaOS2による実験の継続を行った。 
 



 
(4) In vivoにおける放射線耐性および低 
酸素耐性株に対する AO-RDT効果の検討 
骨肉腫、胃癌、肺癌細胞株における恒常的
放射線耐性株の樹立が困難であったため、
放射線耐性を獲得すると考えられる低酸素
環境下における培養細胞株を樹立し、放射
線耐性株として実験を継続した。 
耐性株（低酸素環境下で 2週間培養）およ
びオリジナル細胞株を、ヌードマウスの背
部および脛骨に移植し、腫瘍が 8mmφとな
ったところで、10mg/kg の AO を尾静脈投
与し、2 時間後、それぞれヌードマウスの
皮膚を通して、蛍光イメージングシステム
を用いて、AOの集積を確認した。 
耐性株における AO集積は、1.2-1.5倍程度
であるが集積の増加が確認されたが、腫瘍
病変に対し、5Gyの放射線照射を行っても、
単回照射では、非耐性株と比べても、有意
な腫瘍縮小効果は見られなかった。 
さらに、腫瘍増殖速度については、非照射
群の耐性株が、最も急速な腫瘍増大を示す
結果となった。 
過去の報告と同様に、放射線治療は週 1回、
計 4回の複数回照射を行い、非照射群に比
べ照射群では、腫瘍増殖は減少したが、耐
性株および非耐性株間での有意差は見られ
なかった。 
 
(5) 放射性および抗がん剤耐性をもたらす
と考えられる低酸素環境発現因子（CA9）
阻害剤による in vitro治療効果の検証 
低酸素耐性株からCA9のmRNA遺伝子が、
最も増幅されていたことから、CA9阻害剤
を用いて、in vitroで、抗腫瘍効果および組
織サンプルにおける免疫染色を検討した。 
低酸素環境下でドキソルビシンおよび
CA9併用では、通常酸素下に比べ、併用に
よる抗腫瘍効果が見られ、薬剤耐性下にお
ける抗腫瘍効果の増幅が認められた（図 7）。 

また、CA9阻害剤は、Scratch migration assay
において、低酸素・通常酸素いずれの状態
においても、CA9 阻害剤併用環境下では、
腫瘍細胞移動能は抑制された（図 8）。 
 

 
骨肉腫生検サンプルにおける CA9 の発現
と予後を検討。CA9の発現は、予後に関係
し、高発現群で、予後不良となる結果であ

った（図 10）。 
 
また、抗がん剤治療前の CA9の発現は、抗
がん剤耐性指数（Rosen&Huvos grade）に相
関し、高発現群では、従来の抗癌剤耐性を
示した。以上の結果は、CA9の発現が、予
後を規定する Biomaker となり得ることを
示唆し、さらに、CA9の高発現は既存の術
前抗がん剤治療に耐性を示す可能性が示唆
され、これら結果をもとに、抗がん剤の選
定を考慮する判断材料となる可能性が示唆
された。また、in vitroの結果からも、CA9
阻害剤は、ドキソルビシンの抗腫瘍効果を
増幅した事から、臨床現場において、既存
の抗がん剤治療に CA9 阻害剤を併用する
ことで、抗がん剤耐性腫瘍においても、抗
腫瘍効果が期待できる可能性が示唆された。 
 
(6) CA9阻害剤併用による AO腫瘍細胞集
積増幅効果の確認と放射線効果増幅効果
の検討 
実験計画で予定したアクリジンオレンジの
集積増幅効果が、抗がん剤効果増幅作用の
認められた CA9 阻害剤を併用することで、



認められるかどうかを検討した。 
まず、AOに CA9阻害剤を結合したが、CA9
が膜表面タンパクであり、AO の細胞内移
行が起こらず、細胞内傾向として確認でき
なかった。 
CA9阻害剤と AO結合新薬では、殺細胞効
果が得られないため、CA9阻害剤を単独で
使用することとした。 
CA9 阻害剤を使用し、腫瘍増殖を in vitro
で検討したところ、CA9阻害剤は、腫瘍増
殖抑制効果は、それほど見られなかったが、
CA9阻害剤により、細胞浸潤が有意に抑制
され、骨肉腫および軟骨肉腫患者血清では、
CA9は高値であり、CA9が転移、浸潤に寄
与していること、CA9阻害剤が、それら転
移、浸潤を抑制する可能性があることが明
らかとなった。CA9阻害剤処理後に AOを 
投与したが、CA9 阻害剤処理の有無では
Facs-scanで定量できるほどのAO集積に有
意差はなかった。しかし、いずれの群でも
良好な殺細胞効果は得られた。 
今回の研究により、腫瘍細胞外環境因子は、
細胞増殖、浸潤等に強く関連しており、その
因子は相乗効果が認められることや、環境因
子により、環境に適応するための各種サイト
カインが発現して、生存、浸潤に有利に働い
ているが、CA9 は、その代表的因子であり、
その発現は腫瘍患者における Biomarker と
なり、さらにそれら因子をブロックすること
で、薬剤耐性株でも、殺細胞効果が認められ
ること、転移抑制効果が認められることが判
明し、今後はこれら環境因子関連タンパクを
分子標的治療薬等で制御することで、新たな
悪性腫瘍治療法の開発が期待できると考え
る。 
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