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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性を示すマウス骨肉腫細胞AOに抗がん剤Doxorubicinを処理すると、生き残っ
た細胞にてアクチンの重合化、さらには転写調節因子MKL1が活性化することを見出した。次いで、AO細胞でMKL1
を阻害すると抗がん剤に対する感受性が増加し、反対に、薬剤感受性を示すAX細胞でMKL1を発現誘導すると抗が
ん剤に抵抗性を示すようになった。さらに、ヒト骨肉腫細胞株においてDoxorubicinを処理するとともにアクチ
ン重合を阻害すると、MKL1活性が阻害され、抗がん剤の抗腫瘍効果が増強されることが分かった。以上の結果か
ら、MKL1は骨肉腫細胞において薬剤耐性制御因子として働くことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously established osteosarcoma-initiating (OSi) cells by 
overexpression of c-Myc in bone marrow stromal cells derived from Ink4a/Arf (-/-) mice. Osi cells 
are composed of two distinct clones: chemosensitive AX cells and chemoresistant AO cells. We found 
that AO cells survived after the doxorubicin treatment exhibited excessive actin polymerization and 
nuclear translocation of and transcriptional activation by MKL1 (megakaryoblastic leukemia 1) which 
is associated with actin cytoskeleton dynamics. In addition, depletion of MKL1 enhanced the 
sensitivity of AO cells to doxorubicin whereas, conversely, overexpression of MKL1 attenuated that 
of AX cells to doxorubicin. Furthermore, we found that inhibition of actin polymerization 
potentiated the antitumor activity of doxorubicin in human OS cell lines through inactivation of 
MKL1.These finding suggest thus that MKL1 acts as a key molecule in regulating the chemoresistance 
of OS cells.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： アクチン細胞骨格　がん幹細胞　薬剤耐性　骨肉腫　MKL1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、細胞骨格構成要素であるアクチンの動態を分子標的として制御することで、転写制御シグナルを
変化させ、がん幹細胞の薬剤耐性を阻害し腫瘍抑制するという新規治療法の開発に繋がるものであり、学術的に
新しい概念を生み出すだけでなく、社会的意義も極めて大きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

腫瘍組織は、がん幹細胞や前駆細胞、そして分化細胞といった不均一な細胞集団により構成
されている。腫瘍に対して抗癌剤が効かない、あるいは効かなくなる現象を薬剤耐性というが、
その特性はがん幹細胞に特有であると考えられており、これらの細胞の存在が根治を困難にす
るとともに、がん再発の主たる要因となっている。したがって、がん幹細胞はがん治療の標的と
して近年注目されており、種々の組織型腫瘍において薬剤耐性を有するがん幹細胞を同定する
とともに、がん幹細胞の薬剤耐性を制御する分子機構の解明と、その制御に基づく効果的な治療
法の開発が切望されている。 

これまでに研究代表者ら
の研究室では、マウス骨髄間
質細胞に癌遺伝子c-MYCの過
剰発現および癌抑制遺伝子
Ink4a/Arf を欠損することに
よって、致死性の悪性腫瘍を
形成する人工骨肉腫幹細胞
（骨肉腫 iCSC）を樹立し、そ
の性状解析を行ってきた
（Shimizu et al., Oncogene, 
2010）。その結果、骨肉腫 iCSC
は、間葉系幹細胞の特徴を有
する AO 細胞と骨・軟骨前駆 
細胞の特徴を有する AX 細胞の２つのサブクローンから構成されることが分かった。また研究代
表者らは、AO 細胞は AX 細胞と異なり、骨肉腫の化学療法に用いられる抗癌剤に耐性を示すこと
を見出した（図 1:Takahashi et al., Cancer Res, 2019）。即ち、骨肉腫 iCSC モデルにおいて、
AO 細胞が薬剤耐性を有する潜在的がん幹細胞であると示唆された（Arima et al., Cancer Sci, 
2020）。 

他方、申請者らはこれま
でに細胞骨格構成要素であ
るアクチンを脱重合させる
と、転写調節因子 MKL1 が核
内から離脱し、それがシグナ
ルとなって脂肪分化が誘導
されることを明らかにして
きた（図 2:Nobusue et al., 
Nat Cummun, 2014）。また、
研究代表者らはごく最近、AO
細胞に抗がん剤 Doxorubicin
を添加すると、生き残った細
胞においてアクチン重合化
が亢進することを見出して 
おり、がん幹細胞の薬剤耐性の制御にアクチン細胞骨格の動態が関与する可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究は、がん幹細胞を標的とした先駆的治療法の開発を最終目標として、アクチン動態さ
らにはその下流で働く MKL1 が骨肉腫をはじめとする種々の組織型がん幹細胞の薬剤耐性を普遍
的に制御することを明らかにする目的で実施した。 
 
３．研究の方法 
（1）抗がん剤耐性マウス骨肉腫細胞のアクチン細胞骨格及び MKL1 の動態変化：薬剤耐性を示す
AO 細胞を抗がん剤 Doxorubicin 有無の条件下で培養し、72 時間後に細胞を 4%パラホルムアルデ
ヒドで固定し、MKL1 抗体及び蛍光標識したファロイジンを用いて、アクチン細胞骨格及び MKL1
の動態を調べた。また、MKL1 と直接結合する転写因子 SRF の応答配列の下流でルシフェラーゼ
を発現するベクター（SRF-RE luciferase）を AO 細胞に導入し、これらを用いて MKL1 の転写活
性を評価した。同時に、細胞から RNA を抽出し、MKL1 下流遺伝子の発現解析を行った。さらに、
MKL1 の in vivo での薬剤耐性に関するエビデンスを取得する目的で、マウス悪性骨肉腫細胞 AXT
（Shimizu et al., Oncogene, 2010）を同系統の C57BL/6 マウスに皮下移植し生着したのち、
Doxorubicin を尾静脈内に 2回投与し、移植から 2週間後に腫瘍組織を回収し、免疫組織染色に
て MKL1 の発現状況を調べた。 
（2）マウス骨肉腫細胞の薬剤耐性における MKL1 の機能解析：AO 細胞に MKL1 を標的とした siRNA



を導入し MKL1 を阻害したのち、Doxorubicin で処理し、Cell Titer Glo Kit（Promega 社）を用
いて細胞生存を評価した。一方で、薬剤感受性を示す AX 細胞に MKL1 の TetOn 発現誘導ベクタ
ーを導入し、MKL1 を発現誘導したのち、Doxorubicin で処理し、細胞生存を評価した。 
（3）ヒト骨肉腫細胞株の薬剤耐性における MKL1 の関与の検討：ヒト骨肉腫細胞株（U2OS 及び
143B）を Doxorubicin 有無の条件下で培養し、マウス骨肉腫細胞と同様に、生存細胞において
MKL1 の活性化が起こるか否か検討した。 
 
４．研究成果 
（1）抗がん剤耐性マウス骨肉腫細胞のアクチン細胞骨格及び MKL1 の動態変化 

薬剤耐性を示す AO 細
胞に Doxorubicin を処理
したのち、アクチン細胞
骨格の動体変化及び MKL1
の局在変化について解析
し た 。 そ の 結 果 、
Doxorubicin 処理後に生
き残った細胞にてアクチ
ン重合化が亢進し、それ
と同時に細胞内での MKL1
の発現及び核内局在レベ
ルが著しく増加した（図
3A ） 。 ま た 、 SRF-RE 
luciferaseを導入したAO
細胞に Doxorubicin を処
理したのち、マルチモー
ドプレートリダーにてル
シフェラーゼレポーター
活性を測定した。その結
果、Doxorubicin の濃度依
存的にMKL1の転写活性が 
増加することが分かった（図 3B）。さらに、Doxorubicin の処理に伴って、MKL1 下流遺伝子
（Acta2,Myl9 及び Tagln）の発現量も有意に増加した（図 3C）。さらに、マウス悪性骨肉腫細
胞 AXT を同系統の C57BL/6 マウスへ皮下移植し生着したのち、Doxorubicin を尾静脈投与し、腫
瘍組織における MKL1 の動態を調べた。その結果、コントロール群と比較して、Doxorubicin 投
与群では骨肉腫内で生存する腫瘍細胞において MKL1 の核内発現レベルが著しく増加することを
見出しており、MKL1 が活性化状態にあることが示唆された。以上の結果から、抗がん剤処理後
に生存する骨肉腫幹細胞ではアクチン重合化の亢進及び MKL1 の活性化が起こることが明らかと
なった（図 3D）。 
 
（2）マウス骨肉腫細胞の薬剤耐性における MKL1 の機能解析 

薬剤耐性を示す AO 細胞に MKL1 を標的とした siRNA（siMkl1）及び siControl を導入し、そ
の後 Doxorubicin 有無の条件下で 2日間培養した。まず、siMkl1 を導入した AO（AO-siMkl1）細
胞では、コントロール群（AO-siControl）と比較して、MKL1 及び MKL1 下流遺伝子の発現量が有
意に減少しており、MKL1 が阻害できていることを確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



次いで、これらの細胞に Doxorubicin を添加したところ、抗腫瘍効果が有意に増加し、MKL1 阻
害によって抗がん剤が効きやすくなった（図 4A）一方で、薬剤感受性を示す AX 細胞に TetOn シ
ステムによって MKL1 を発現誘導できるベクター（TetOn-MKL1）を導入し、その後 Doxorubicin
有無の条件下で 2日間培養した。これらの細胞はドキシサイクリン依存的に外因性 MKL1 の発現
が惹起され、それによって Doxorubicin による抗腫瘍効果が有意に減少し、抗がん剤が効きにく
くなった（図 4B）。以上の結果から、アクチン動態によって直接制御される MKL1 は、マウス骨
肉腫細胞において薬剤耐性制御因子として働くことが強く示唆された。 

 
（3）ヒト骨肉腫細胞株の薬剤耐性における MKL1 の関与の検討 

最終的に、マウスのみならず、ヒト骨肉腫の薬剤耐性の制御に MKL1 が関与することを明らか
にする目的で、ヒト骨肉腫細胞株（U2OS 及び 143B）に Doxorubicin を添加し、MKL1 の活性化状
態を調べた。U2OS 及び 143B 細胞株に SRF-RE luciferase を導入し Doxorubicin 有無の条件下で
2日間培養したところ、Doxorubicin 処理によって MKL1 の転写活性が有意に増加した（図 5A）。
また、これらの細胞株において Doxorubicin を処理するとともにアクチン重合を阻害すると、
MKL1 活性が阻害され、Doxorubicin による抗腫瘍効果が増強されることが分かった（図 5B）。
以上の結果から、アクチン細胞骨格-MKL1 の経路が、ヒト骨肉腫細胞の薬剤耐性の制御にも関与
することが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
本課題において、転写調節因子 MKL1 がマウス及びヒト骨肉腫細胞の薬剤耐性の制御因子として
働くことを見出した。また、アクチン脱重合及び MKL1 阻害によって、骨肉腫細胞の抗がん剤に
対する感受性を上げ、治療効果を増強することが分かった。今後は、抗がん剤処理後に生存する
がん幹細胞でアクチン重合、さらには MKL1 の活性化が誘導される分子機構を明らかにしたい。
また上記を踏まえて、アクチン動態及び MKL1 を薬剤制御することで、治療抵抗性のがん幹細胞
の抗がん剤効果を増強するという新たな治療戦略を構築したい。 
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