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研究成果の概要（和文）：骨肉腫の細胞内シグナル伝達に重要なGLI2をターゲットとして、三酸化ヒ素（ATO）が骨肉
腫細胞株の増殖を抑制することを明らかにした。ATOは白血病に対して承認された薬剤であり、早期の臨床応用が可能
であると期待される．我々が開発したSurvivin依存性癌特異的増殖型アデノウイルス（Surv.m-CRA）の、通常治療抵抗
性の横紋筋肉腫幹細胞への高い有効性を報告した。GLI2の標的遺伝子であるribosomal protein S3 （RPS3）をノック
ダウンすると、骨肉腫の浸潤能・移動能が抑制された。また、Surv.m-CRAを用いた医師主導治験の準備を着実に進めて
おり、今後の発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：We showed arsenic trioxide targets GLI2, a crucial factor for intracellular 
signaling of musculoskeletal tumors, and suppressed growth of osteosarcoma cells. ATO is already approved 
for leukemia, therefore translation into clinical usage for osteosarcoma is anticipated. We also showed 
that Surv.m-CRA, a survivin-responsive conditionally-replicative adenovirus (CRA), exhibit strong 
antitumor activity to rhabdomyosarcoma stem cells. We found that ribosomal protein S3 is a target gene of 
GLI2 and its knockdown suppressed invasion and motility of osteosarcoma cells. We are preparing for 
clinical trial of Surv.m-CRA for musculoskeletal tumor patients, which is expected to further advance the 
research of gene therapy for musculoskeletal tumors.
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫は化学療法の進歩により生存率の向
上が得られたものの、肺転移症例では予後は
不良である．我々は以前から癌遺伝子治療研
究を継続し、種々の癌をターゲットとする独
自のウイルスベクターを開発した． 
一方、我々は骨肉腫の細胞内シグナル伝達経
路としてHedgehogシグナルの重要性を解明
し、治療への応用を模索している．これまで
の骨軟部腫瘍の細胞内シグナル伝達の研究
成果（GLI、Notch、GOLPH3など）を、遺
伝子治療研究に生かすことができれば、新た
な分子標的治療、遺伝子治療の開発が可能と
考えられる． 
 
２．研究の目的 
骨肉腫に強く発現する GLI2遺伝子のプロモ
ーターを用いて、肉腫特異的な発現制御が可
能か検証する． 
GLI2 プロモーターに制御された増殖制御型
アデノウイルスベクターを作製し、骨肉腫、
その他の癌での治療効果を明らかにすると
ともに、臨床応用の可能性を検証する． 
 
３．研究の方法 
（１）骨肉腫特異的遺伝子発現を可能とする
プロモーターの解析 
 骨肉腫細胞において GLI2 の転写調節を解
析するために、過去に報告のある 8×
3′Gli-BS–δ51 配列の活性を解析。 
（２）GLI2 をターゲットとした新規治療法と
しての三酸化ヒ素（ATO）の効果解析 
 骨肉腫細胞において、ATO を投与後の GLI2
などの発現レベルの変化、細胞障害性を
WST-1 アッセイで評価．細胞死のメカニズム
を解析するために DNA 損傷を解析．骨肉腫移
植モデルマウスでも ATO の効果を評価． 
（３）肉腫幹細胞に対する増殖制御型アデノ
ウイルス（CRA）の効果解析 
 以前報告した横紋筋肉腫の幹細胞分離マ
ーカーである FGFR3 を用いて cell sorting
を行う．横紋筋肉腫幹細胞に対する Survivin
依存性 CRA（Surv.m-CRA）の効果を解析． 
（４）GLI2 の骨肉腫転移能への影響解析 
 Microarray による GLI2 の下流にある遺伝
子の検索．Hit した遺伝子の機能解析． 
 
４．研究成果 
（１）骨肉腫特異的遺伝子発現を可能とする
プロモーターの解析 
 GLI2 の発現に依存した転写調節領域とし
て8×3′Gli-BS–δ51を発現するプラスミド
を入手し、種々の正常細胞、骨肉腫細胞にト
ランスフェクションし、GLI2 の転写活性を評
価した．通常の lipofection 試薬では導入効
率が低く、転写活性の評価が不能．そこで
electroporation を行ったところ導入が確認
され、GLI2 の転写活性が種々の肉腫細胞で確
認された．しかし活性が弱く、GLI2 特異的
CRA の作成には適さないと判断． 

（２）GLI2 をターゲットとした新規治療法と
しての三酸化ヒ素（ATO）の効果解析 
 骨肉腫細胞 143B、SaOS-2、HsOS1、U2OS に
おいて高発現する GLI2 が、ATO（1μM）処理
により低下した．コロニー形成能においても
ATO 処理により 143B 、SaOS2 で抑制が得られ
た．DNA 損傷を解析するコメットアッセイに
より、ATO は 143B 細胞に DNA 損傷を誘導し
ていることが観察された．143B 移植モデルマ
ウスに対しATO投与は腫瘍の増殖と生存率の
延長を誘導した． 
（３）肉腫幹細胞に対する増殖制御型アデノ
ウイルス（CRA）の効果解析 
 FGFR3 をマーカーとして KYM-1 細胞から横
紋筋肉腫幹細胞（RSC）を分離（血清あり：
0.7～0.8％、血清なし：7.4％）． Survivin
の発現レベル、プロモーター活性は親細胞よ
りも RSC において有意に高値であった．
Surv.m-CRA のウイルス増殖、抗腫瘍効果も親
細胞よりもRSCに対して強いことを明らかに
した． 
（４）GLI2 の骨肉腫転移能への影響解析 
 Microarray解析により、ribosomal protein 
S3 （RPS3）という蛋白が GLI2 の新たな標的
遺伝子となっていることを見出した。RPS3 の
ノックダウンにより、骨肉腫の浸潤能・移動
能が抑制された。この結果は GLI2－RPS3 経
路が骨肉腫の転移において重要な役割を持
ち、RPS3 が新たな治療のターゲットとなるこ
とを示唆している。 
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