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研究成果の概要（和文）：希少な難治性悪性腫瘍である胞巣状軟部肉腫の新規治療法開発を目的として、腫瘍進
展メカニズムに関わるとされる複数のチロシンキナーゼを抽出し、それらを標的とした薬剤であるチロシンキナ
ーゼ阻害剤を用いて胞巣状軟部肉腫に対する抗腫瘍効果を前臨床的に検討した。その結果、Cabozantinibと
Dasatinibが細胞レベル、マウスレベルで共に高い腫瘍抑制効果を持つことが示され、今回同定されたチロシン
キナーゼが有望な治療標的であり、これらのチロシンキナーゼ阻害剤が新たな治療オプションとして臨床的に有
用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is developing a novel treatment for alveolar soft part
 sarcoma, which is a rare malignant tumor. We identified multiple tyrosine kinases, which are 
related to the mechanism of tumor development. We pre-clinically examined anti-tumor effect against 
alveolar soft part sarcoma by using tyrosine kinase inhibitor. As a result, Cabozantinib and 
Dasatinib showed significant anti-tumor activity both in vitro and in vivo. These results indicate 
that identified tyrosine kinases in this study are promising therapeutic target and these tyrosine 
kinase inhibitors can be a potent new therapeutic option.

研究分野： 整形外科、腫瘍

キーワード： 胞巣状軟部肉腫　チロシンキナーゼ　チロシンキナーゼ阻害剤　悪性骨軟部腫瘍　希少がん

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
悪性骨軟部腫瘍の治療成績は、初診時に転移
がない III 期の症例においても 5 年生存率が
50％と依然不良である。胞巣状軟部肉腫
（Alveolar Soft part Sarcoma 以下 ASPS）
は若年者に発生する悪性軟部腫瘍の一つで
あり、化学療法や放射線療法に強い抵抗性を
示し [1]、手術不可能な症例の予後は非常に
悪い [2]。また、臨床的に手術適応のない症
例に加え、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腫瘍
である [3]。そのため早期の新規治療法の開
発が強く望まれている。近年、チロシンキナ
ーゼは様々な悪性腫瘍においてその発現異
常が報告されており、その阻害剤の適応が疾
患の予後改善に大きく貢献してきた [4]。
Pazopanibは近年ASPSを含む軟部肉腫に対
する治療薬として唯一承認されたチロシン
キナーゼ阻害剤であり[5]、その治療効果を示
す臨床報告が散見されるが [6, 7]、細胞レベ
ルの作用機序は不明のままである。また
ASPS においても疾患特異的な ASPL/TFE
融合遺伝子の発現がチロシンキナーゼの発
現異常に関与することがわかってきている 
[8]。しかしながら新規治療法の開発には至っ
ていない。 
申請者は新規治療法の開発にあたり、チロシ
ンキナーゼに注目したが、ASPS では疾患の
稀少性故に、他の悪性腫瘍で行われているよ
うな大規模研究が困難であり、商業的にも新
薬の開発は望めない状況にある。そのため早
期の新規治療法開発にあたっては現在まで
に多数存在する既存のチロシンキナーゼ阻
害剤の ASPS への適応拡大を目指すことが
ASPS の腫瘍的特徴や社会的背景を踏まえる
と最良の方法と考える。申請者は本研究にお
いて、ASPS の治療標的となり得るチロシン
キナーゼを抽出し、それらを標的とする複数
のチロシンキナーゼ阻害剤の抗腫瘍効果を
in vitro、in vivo レベルで検証する。 
 
２．研究の目的 
ASPS に対するチロシンキナーゼ阻害剤によ
る治療法開発を目指し、新規治療標的となり
うるチロシンキナーゼを同定し、それらを標
的とする阻害剤の有用性を検討・評価するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞株 
ヒトASPS患者由来のASPS-KY 細胞を用いた。
ASPL-TFE3 融合遺伝子の発現は検証済みであ
る。細胞は D-MEM 培地 に 10% ウ シ 血 清 
(FBS)を添加したものを用い、5% CO2 存在下
で 培養した。 
 
（２）チロシンキナーゼ阻害剤 
以下の 3 種類のチロシンキナーゼ阻害剤)を
in vitroもしくは in vivo実験に使用した。
Pazopanib, Dasatinib (Selleck Chemicals 

Houston, TX, USA), Cabozantinib 
(ChemScene, Monmouth Junction, NJ, USA) 
 
（３）細胞増殖アッセイ 
腫瘍細胞を 96 穴プレートにそれぞれ 3x104

個/穴ずつ播種して生着させた。２４時間後
に異なる濃度のチロシンキナーゼ阻害剤を
各穴に投与し、その後０、４８時間、９６時
間培養後の細胞に Cell Counting Kit-8 
(Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)
を追加投与しマイクロプレートリーダーを
用いて 450nm で吸光度を測定し、経時的な細
胞増殖能を評価した。 
 
（４）細胞浸潤アッセイ 
24 穴のマトリゲル浸潤アッセイ用チャンバ
ープレート(BD Biosciences, Bedford, MA, 
USA)を用いて、上層インサートに 2x105 個の
細胞を播種し、下層を FBS 入り培地に異なる
濃度のチロシンキナーゼ阻害剤を投与した
ウェルに インサートを設置し48時間培養し
た。インサートのマトリゲル裏面に浸潤した
細 胞 を Diff-Quick reagent (Sysmex 
International Reagents, Kobe, Japan)を用
いて染色し、浸潤細胞数を顕鏡的にカウント
した。 
 
（５）リン酸化反応ウェスタンブロット 

腫瘍細胞を異なる濃度のチロシンキナーゼ

阻害剤投与下で２時間培養した。さらに

Cabozantinib 投与群の細胞は 20 ng/mL HGF 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)でリガ

ンド刺激を加えた。阻害剤投与後の細胞ペレ

ットからタンパク質を抽出した。抽出したタ

ンパク質は SDS-PAGE ゲルを用いて泳動分離

し、ニトロセルロース膜に転写した。以下の

抗体を用いて一次抗体標識を行った。MET, 

p-(Tyr1234/1235)-MET,SRC,p-(Tyr416)-SRC, 

AKT,p-(Ser473)-AKT,ERK1/2,p-(Thr202/Tyr

204)-ERK1/2,FAK,p-(Tyr397)-FAK(Cell 

Signaling Technologies),GAPDH (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)。 
一次抗体反応後 Tris-EDTA バッファーを用
いて３回洗浄し Horseradish peroxidase を
用いて二次抗体反応を行った。化学発光法
(ECL Prime; GE Healthcare Biosciences) に
よりタンパク質発現シグナルを ImageQuant 
LAS 4000 (GE Healthcare Biosciences)で検
出した。 
 
（６）動物モデル 
全ての動物実験は順天堂大学動物実験倫理
ガイドラインに基づいて行った。5x106個の腫
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