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研究成果の概要（和文）：新たなFlow cytometry法によるアスパラギン合成酵素ASNS測定系のためのモノクローナル抗
体を作成し（Hybridoma (Larchmt). 2012 1(5):325-32.）2011年10月3日に特許出願した。この抗体を用いて、白血病
臨床検体でASNS発現とL-asparaginase感受性を同時に測定し解析システムの有用性を検討し確認した。臨床検体におい
てもASNS 低発現とASNase 感受性の関連を認める結果を得た。FCMによるASNS蛋白量の測定は、Ｌ－アスパラキナーゼ
の感受性について予測するための有力な情報をあたえるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）： Due to the lack of rapid upregulation of asparagine synthetase (ASNS) in ALL 
cells, they are preferentially killed by ASNase-induced asparagine depletion. The purpose of this study 
was to examine the usefulness of a rapid flow cytometric assay that measure ASNS protein in whole cells 
to predict sensitivity and resistance to ASNase. ASNS expression evaluated by cytosolic flow cytometry 
with the Z5808 monoclonal antibody (McAb) (Hybridoma, 2012) significantly correlated with ASNS activity 
in leukaemia cell lines. The ASNS protein level was inversely correlated with sensitivity to ASNase in 
both leukaemia cell lines and primary leukaemia cells. We have shown that ASNS protein expression 
measured by flow cytometry assay strongly predicts ASNase activity in leukaemia cells and that lower 
levels of ASNS protein found in AML-M1, M5 and M7 subtypes. The utility of using flow cytometry to 
measure ASNS levels in clinical samples and the future potential of this methodology is promising.
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１．研究開始当初の背景 
 アスパラギン合成酵素(ASNS)は生体内で
L-グルタミンを窒素源とした ATP 依存性の
反応により L-アスパラギン酸から L-アスパ
ラギンの生合成を触媒する。そのため、L-ア
スパラギンは体外から取り入れる必須アミ
ノ酸ではない。正常細胞では L-アスパラギン
の供給量が減少すると L-アスパラギンの合
成により補うことができる。しかしながらリ
ンパ芽球は ASNS の活性が十分でないため
に外部から L-アスパラギンを取り入れなけ
ればならない。L-アスパラギナーゼ(ASNase)
は L-アスパラギンを L-アスパラギン酸とア
ンモニアへと加水分解する酵素であるが、多
くの急性リンパ性白血病(ALL)治療において
重要な薬物である。ASNaseの投与は血液、
髄液、骨髄の L-アスパラギンを枯渇させ、細
胞内の L-アスパラギンまで枯渇させる。
ASNSレベルが非常に低いリンパ芽球細胞は
細胞死を起こしやすい。リンパ芽球細胞の
ASNase への暴露で G1 期を停止しアポトー
シスを引き起こす。ヒト ASNSの過剰発現で
ASNase耐性を誘導するのに十分であること
が示されている。ASNS発現量と ASNase感
受性の関係は白血病細胞だけでなく卵巣癌
細胞でも認められている。これらの所見は
ASNase治療を決定する診断マーカーとして
の ASNS 活性モニタリングの重要性を示唆
している。ASNase 抵抗性と ASNS mRNA
発現量の関係は広く報告されてきているが、
ヒト白血病での ASNS タンパク質量を決定
した研究は少ない。ASNase 感受性は ALL
細胞株に含まれるアスパラギン合成酵素
(ASNS)のタンパク質量と関係していること
が報告されている。しかしながら、定量分析
に適したモノクローナル抗体がないために、
ASNSタンパク質量を報告した例は少ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細胞内のアスパラギン合成酵素
の定量分析に適したフローサイトメトリー
や酵素結合免疫吸着法(ELISA)による検査法
の確立を課題とする。細胞内のアスパラギン
合成酵素の定量分析の結果が、腫瘍細胞の
ASNase感受性の予測に有用であるかを確認
するために、同時に腫瘍細胞の ASNase感受
性を確認する。アスパラギン合成酵素の低発
現と腫瘍細胞のASNase感受性との相関関係
を確認する。 
 
３．研究の方法 
１）バキュロウイルス提示系を用いて、細胞
内に存在するアスパラギン合成酵素に特異
的に認識するモノクローナル抗体を作製す
ることに成功した。このモノクローナル抗体
は、フローサイトメトリーや酵素結合免疫吸
着法(ELISA)に適応できる。このモノクロー
ナル抗体により白血病リンパ芽球の ASNS
タンパク量を定量し、ASNase抵抗性を予測
することが可能となる。本発明のモノクロー

ナル抗体はウェスタンブロッティング、免疫
蛍光染色、酵素結合免疫吸着法(ELISA)にお
いてヒトアスパラギン合成酵素を認識する
ことができる。本発明のモノクローナル抗体
を用いることにより、リンパ芽球細胞内のア
スパラギン合成酵素タンパク質を定量測定
し、白血病の ASNase感受性を臨床評価する
ことが可能である[1]。 
 
２）浮遊細胞内 ASNS蛋白量の定量の方法は、
細胞の固定処理と膜透過処理は IntraStain, 
Fixation and Permeabilization Kit (Dako)
を用いて行い、一次抗体としてモノクローナ
ル抗体を 3 μg/mlとなるように添加する。そ
の細胞を dilution buffer(1% BSA/0.1 mM 
EDTA/PBS) で 洗 浄 し た 後 、 
R-Phycoerythrin (R-PE)標識抗マウス IgG 
(Jackson Immuno Research Labolatries)を
dilution bufferで百倍希釈したものを反応さ
せる。最後に、細胞を dilution bufferで２回
洗浄し検体を用意する。 
 
３）FCM での測定・解析 BD 社製の FACS 
Cariburを用いて測定し、CELL Questにて
解析する。陰性コントロールが前方散乱光
（FSC）と側方散乱光（SSC）で表したドッ
トグラム上で 10 内になるように設定し、細
胞 10,000個を取り込み蛍光強度を測定する。 
 
４）ASNS発現量は、モノクローナル抗体に
よる平均蛍光強度(MFI)と isotypic control 
による MFI との差 ΔMFI あるいは、モノク
ローナル抗体による平均蛍光強度(MFI)と
isotypic control による MFI との比 MFI 
ratioで比較定量する。 
 
５）ASNase感受性のチェック：種々の濃度
のASNase処理による殺細胞効果をALL, 急
性骨髄性白血病(AML)の臨床検体あるいは
白 血 病 細 胞 株 の 胞 浮 遊 液 に お い て
MTT/WST-1 assayで測定する。臨床検体で
は骨髄または末梢血、細胞浮遊液から、
Ficoll-Paqueを用いて比重遠心法により単核
球を分離する。分離後、細胞は単核球の 80％
以上を占め、生細胞率は 95％以上であること
を確認する。96穴プレートを用いて、薬剤を
含まないあるいは段階希釈したASNaseを含
む 培 養 液 （ 10 ％ 胎 児 ウ シ 血 清 入 り
RPMI1640）中に 5％CO2、37℃で単核球を
3 日間培養する。ASNase の最終濃度は
0.016-10.00U/ml とする。1ウェル（培養液
100μl）あたりの単核球数は、ALLでは 3×105

個、AML では 1×105個とする。3 日間培養
methyl-thiazol-tetrazolium（MTT）/WST-1
アッセイにより、薬剤無添加ウェルをコント
ロールとしてASNase添加ウェルの殺細胞率
を算定する。用量反応曲線から 50％の殺細胞
率を示す ASNaseの濃度（LD50asp）を求め
る。 
５）細胞株で上記の ASNS発現量（ΔMFIあ



るいはMFI ratio）を比較定量と既報の方法
で測定した ASNS 酵素活性[2]との相関を検
討する。 
 
４．研究成果 
１）フローサイトメトリーの検討 
細胞株の検討で、2 種のモノクローナル抗体
Z5808、Z5801を比較して前者の方が、より
フローサイトメトリーに適していることが、
判明していた。その後の検討では、細胞株、
臨床検体ともに Z5808での検討を行った。 
表１に示すように、ΔMFI、MFI ratioとも
に ASNS発現量を表現し、ASNS活性との相
関も、線形回帰分析 R2 値 はそれぞれ 0.91、
0.86と極めて良好な相関を示した。 
 
表１ASNS発現量とL-ASNase感受性の関係 

Cell 

lines 
ΔMFI MFI ratio  

K562 351.7±48.6 5.39±0.34 

KG-1 135.7±5.66 2.48±0.09 

HL-60  48±8.01 1.77±0.03 

RS4;11  22±2.83 1.29±0.02 

MOLT4 22±1.89 1.19±0.03 

U937 16.7±0.47 1.19±0.02 
 

Cell 

lines 

ASNS activity 

(pmol/min/mg 

protein) 

ID50 for L-asp 

(U/ml) 

K562 558±56 >10 

KG-1 374.3±139 >10 

HL-60 161±24.2 0.27 

RS4;11 40.2±6.1 0.16 

MOLT4 32.4±3.5 0.15 

U937 25.3±15 0.02 
 
 
図１．に FAB分類に従った AML臨床検体
での代表的なフローサイトメトリーのヒス
トグラムを示す。  
 
(A)Case 4; ⊿MFI=11.65 低発現の AML 
M1, IC50 は 0.15 IU/Lで ASNS感受性あ
り (B) Case 5;⊿MFI=322.9 高発現の
FABM2 例では IC50 は 10 IU/L以上で耐
性であった。 
(C) (C)’Case 10 では慢性期の ID50 >5.0 
U/mlASNase 抵抗性、であったが、急性転
化期 ⊿MFI=164.99から 12.12への低下に
伴い ID50 0.01 U/mlと感受性ありとなって
いる。 

図１．臨床検体での代表的なヒストグラム 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
影なしのヒストグラムは isotype 適合コン
トロールを、影付きヒストグラムは Z5808
によるものを示す。  
 

(A)Case 4; AML M1, ⊿MFI=11.65, (B) 
Case 5; AML M2 ,⊿MFI=322.9 (C)Case 
10;慢性骨髄性白血病慢性期⊿MFI=164.99 
(D) Case 10の急性転化; ⊿MFI=12.12. 

 
表２．FCM実施 AML症例 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２）FCM結果と L-ASNase感受性との相関 
主な AML 患者特性は表２に示す。Flow 

cytometry 23例で実施された; 8例の ALLs: 
1 例 Ph1 陽性 ALL, 2 例 B-ALLs, 13 例の
AMLs (M0, 1; M1, 3; M2, 2; M4, 2; M5, 1; 
M7, 4), 1例 acute mixed lineage leukemia 
(AMML)と 1 例の慢性期 CML。IC50 は 18
例中 15例で測定できた。 
 
臨床 FCM 実施症例と ID50 の相関の検討
（図２）では、⊿MFIとして表現した ASNS
発現量レベルが、ALL8 例を参照として、
ASNS 蛋白の log2 としてプロットされてい
る。 +2 は参照レベルの ASNS 発現の 4 倍
高いことになる。赤丸は AML症例を示す。
線形回帰曲線 (相関指数=-0.90; P 値<0.01)
と高い相関を示した。 



 
図２.臨床 FCM実施症例と ID50 の相関の検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
３）考察 
 モノクローナル抗体 Z5808 を用いたフロ
ーサイトメトリー（FCM）を実施し、腫瘍細
胞内アスパラギン合成酵素 ASNS の発現を
蛍光的に検出した。FCM における⊿MFI(= 
Z5808のMFI－アイソタイプ対照のMFI)は、
ASNS蛋白量を反映し、ALL症例、AML症
例の多くが低 ASNS 蛋白量の白血病であっ
た。AML症例の一部では、高 ASNS蛋白量
で あ っ た 。 MTT/WST1 assay に よ る
L-asparaginase の感受性の検討では、高
ASNS蛋白量のAML症例の ID50は>5 U/ml
で L-asparaginase抵抗性、低 ASNS蛋白量
の ALL例とも、<0.01 U/mlでの感受性であ
った。臨床検体においても ASNS 低発現と
ASNase 感受性の関連を認める結果を得た。
FCMによる ASNS蛋白量の測定は、Ｌ－ア
スパラキナーゼの感受性について予測する
ための有力な情報をあたえるものと考えら
れた。 

ASNS解析システムを利用し、小児特有の
腫瘍性疾患の解析を開始し、小児特有の腫瘍
性疾患 Langerhans cell histiocytosis LCH
症例の低 ASNS発現を見いだした。 
新たに、悪性中皮腫の検討で、細胞株 4例
中 1 例 、 臨 床 検 体 4 例 中 1 例 に
L-asparaginase 感受性例を見出し更なる検
討を進めるところである。 
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