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研究成果の概要（和文）：腫瘍特異的微小環境を制御する因子のモノクローナル抗体ないし阻害剤を併用して、
腫瘍特異的微小環境を意図的に変化させ、従来の抗がん剤治療効果が、もっとも期待できる環境を再現し、より
高い抗腫瘍効果をもたらす治療法を確立する実験計画を考案した結果、放射線耐性株の樹立は困難であり、放射
線治療に対する効率的な治療法の確率は困難であったが、放射線治療耐性と同様の耐性を有するとされる低酸素
環境下で、Carbonic anhydrase9は、転移および腫瘍浸潤抑制効果を示し、従来の抗がん剤、放射線治療や、光
線力学的療法と併用することで、腫瘍微小環境をコントロールし、高い抗腫瘍効果を発揮すると予想された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is monoclonal antibodies or inhibitors of tumor 
microenvironment can control anti-tumor effect of conventional anti-tumor therapy. From previous our
 studies, to control tumor microenvironment is expected to be necessary for reducing cancer 
resistance for tumor therapy,
We deliberately changed and designed an experimental design to establish a therapeutic method in 
which the effects of conventional anticancer drugs, radio sensitizers and radiotherapy reproduce the
 most promising environment and lead to higher antitumor effects. Although establishment of a 
radiation resistant in vitro condition has been difficult, we find out inhibitor of Carbonic 
anhydrase 9, which could control hypoxic condition, and it showed the effect of suppressing 
metastasis and tumor invasion, itself. Moreover, the new agent combined with conventional anticancer
 agents, radiation therapy or photodynamic therapy exerted a high antitumor effect.

研究分野： 医学　腫瘍学

キーワード： 医学　腫瘍学　Carbonic Anhydrase 9　アクリジンオレンジ　放射線治療　光線力学的療法　骨肉腫　
腫瘍微小環境
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の悪性腫瘍に対する治療法は、その腫瘍環境により、同じ腫瘍タイプでも、有効であったり、無効であった
りと、個々に抗腫瘍効果に差が出ていたが、この腫瘍環境を調整する因子を追加することで、より高い治療効果
が期待でき、しかも高価な薬剤でないため、社会的経済効果も十分に期待できるところに、学術的・社会的意義
があると考える。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

がん・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。また、悪性腫瘍は、その高い増殖能の結果
から、低酸素・酸性・低栄養・高静水圧といった、正常細
胞にとっては生存が困難な微小環境にさらされているが、
腫瘍細胞は、その固形腫瘍に特異的な微小環境下でも、容
易に生存することができ、さらにその環境を利用して、抗
がん剤耐性や放射線抵抗能を獲得していることも知られて
いる（右図1）。 

我々は、in vitro で、それら腫瘍微小環境を忠実かつ同時
に再現し、スクリーニングを行うことを可能にしてきた。
（Matsubara et. al. Frontier 2013） 
今回の研究では、その腫瘍特異的微小環境下で、抗がん剤、
放射性感受性物質をスクリーニングするとともに、各環境
を制御する因子のモノクローナル抗体ないし阻害剤を併用
して、腫瘍特異的微小環境を意図的に変化させ、従来の抗
がん剤治療薬、放射線感受性物質および放射線治療の効果
が、もっとも期待できる環境を再現し、より高い抗腫瘍効
果をもたらす治療法を確立する実験計画を考案した（右図
2）。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、腫瘍特異的微小環境下で、抗がん剤、放射性感受性物質をスクリーニングす
るとともに、各環境を制御する因子のモノクローナル抗体ないし阻害剤を併用して、腫瘍特異
的微小環境を意図的に変化させ、従来の抗がん剤治療薬、放射線感受性物質および放射線治療
の効果が、もっとも期待できる環境を一時的に再現し、より高い抗腫瘍効果をもたらす治療法
を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 人骨肉腫細胞株に対し、in vitro で腫瘍細胞外環境（酸性・低酸素・高静水圧・栄養）
を複合的に再現させ、各種抗がん剤、分子標的治療薬および光線療法治療薬であるアクリジン
オレンジ（AO）の腫瘍細胞内への取り込み変化と、抗腫瘍効果検証する。 
具体的には、主な腫瘍微小環境である低酸素、酸性、高静水圧、低栄養環境を、我々の開発し
た in vitro-in vivo 微小環境コントロールシステムで、in vitro 下に意図的に変化させ、骨
肉腫細胞株の培養を行い、その培養環境が各種薬剤の取り込みにどう影響するかを確認する。 
 
(2) 先に、各種微小環境下での遺伝子
発現を検討し得られた遺伝子発現（図 3）
をもとに、同定した腫瘍環境調整タンパ
ク（CA9）阻害剤について、AO と併用す
ることでの抗腫瘍効果を検討する。 
 
(3) 新規薬剤の創薬新薬 環境因子調
整タンパク阻害剤と AO を結合させ新規
薬剤を創薬し、その抗腫瘍効果を検討す
る。 
 
(4) 放射線耐性株を作成し、 その耐
性株を移植、創薬した新規薬剤の抗腫瘍
効果、転移抑制効果を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) in vitro における腫瘍微小環境変
化と各種抗がん剤、分子標的治療薬の取
り込み検討 
主な腫瘍微小環境である低酸素、酸性、
高静水圧、低栄養環境を、我々の開発した in vitro-in vivo 微小環境コントロールシステムで、
in vitro 下に意図的に変化させ、骨肉腫細胞株の培養を行い、その培養環境が各種薬剤の取り
込みにどう影響するかを確認した。 
MG63,U2OS,SaOS2,143B、HOS、HuO9 各種骨肉腫細胞株を培養したが、低酸素、高静水圧、酸性
および低栄養の複合環境下では、いずれの細胞株の培養も、細胞周期が停止し、壊死までは至
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図3 各腫瘍微小環境下での遺伝子発現 (RT-PCR) Heat map 

酸性、低酸素、高静水圧複合環境で最も遺伝子発現を認める



らないものの、増殖しなかった。そこで、低
栄養環境を除き、低酸素、酸性、および高静
水圧で培養を行った。MG63 については、酸性
に強いものの、増殖曲線は低下し、HOS、HuO9
については、酸性、低酸素下でも増殖促進を
示した（右図 4）。 
 
(2) 腫瘍調整因子 CA9（Carbonic Anhydrase 
IX）阻害剤を用いた抗腫瘍効果の検討 
in vitro再現腫瘍特異的微小環境下における
腫瘍調整因子併用抗腫瘍効果の検討につい
て、先に細胞増殖が確認された、SaOS2、143B、HOS、HuO9 について、腫瘍調節因子として有効
な CA9 の inhibitor を用いて、腫瘍増殖曲線および CA9 の発現を確認した。 
CA9 は、いずれの細胞株でも低酸素にて Western blot 法で、高発現していることを確認(図 5)。
MG63 においては低酸素下でも増強発現した。
20%通常酸素下で、各細胞株を培養し、CA9 阻
害剤を各濃度で投与したが、低酸素下でも増
殖が見られた HOS、HuO9 については、通常酸
素下でも CA9阻害剤単体での抗腫瘍効果を認
めた。1%低酸素下では、いずれの細胞株も、
CA9 阻害剤で、増殖抑制を認めた（右下図 6）
が、細胞全体の増殖曲線が、通常酸素化より
も低下するため、抑制率としては、通常酸素
下よりやや抑制されない結果となった。 
 
(3) CA9 阻害剤とアクリジンオレンジ（AO）
を併用した抗腫瘍効果の検討 
同定した CA9 について、AOと併用することでの抗
腫瘍効果を検討した。主な腫瘍微小環境である低
酸素、酸性、高静水圧、低栄養環境を、我々の開
発した in vitro-in vivo 微小環境コントロールシ
ステムで、in vitro 下に意図的に変化させ、骨肉
腫細胞株の培養を行い、その培養環境が各種薬剤
の取り込みにどう影響するかを確認した結果、腫
瘍調節因子として有効な CA9 阻害剤を上回る抗腫
瘍効果を及ぼす inhibitor はなく、CA9 阻害剤と
AO を併用することでの抗腫瘍効果を検討した。
CA9 は、いずれの細胞株でも低酸素にて Western 
blot 法で、高発現していることを確認できるが、
CA9 は、膜表面タンパクで、細胞内への移行が困
難であり、CA9 と AO を併用して使用した実験と、
CA9 阻害剤に創薬で AO を結合した新薬（CA9AO）
を発注し、それを用いて、抗腫瘍効果を検討する
実験を計画した。MG63 において CA9 阻害剤を各濃
度で、各酸素濃度で投与、培養後 AOを投与。放射
線の代わりにまず光線を照射して、CA9 阻害剤非
投与群と比較した。 
CA9 投与後、AO を投与した群では、低酸素環境下において、非投与群と比べ、AO殺細胞効果は
軽度上昇していたが、通常酸素下では、CA9 阻害剤の相乗効果は、認められなかった。MG63 以
外の細胞株では CA9 阻害剤自体に、軽度の腫瘍増殖抑制効果が見られるため、MG63 で、CA9 阻
害剤に AOをラベルした新薬（CA9AO）を用いて、まずは、細胞内集積を蛍光で確認した。 
しかし、酸素下および低酸素下でも、AOの蛍光集積は、AO 単体に比べ非常に少なく、CA9 阻害
剤は、CA9 に特異的ではあるが、その構造のために、細胞膜表面ないし、細胞内に集積するこ
とが困難であると予想された。AOより分子量が大きくなるため、細胞内への集積が阻害された
可能性もあった。 
 
(4) 細胞環境における AO集積度と放射線力学的療法効果の検討 
前年度で作成した新薬（CA9AO）は、その細胞分子量から、細胞内への集積が認められなかった
と考えられたことから、再度、骨肉腫細胞株を、各複合環境下（低酸素、酸性）で培養。AOの
集積度を確認した。AO 単体では全細胞株で、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 で確認したことから、新薬については、分子量および化学構造の変化に伴う
細胞内集積低下と考えられた。  
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
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酸素酸性環境下でも、高い放射線感受性を示したため、非放射線耐性株においては、いかなる
環境変化でも効率に AO-RDT が有効であった。 
よって、放射線耐性株樹立が必要なため、定期的に小線量の放射線照射を継続して継代培養を
行ったが、各細胞株において、放射線耐性株の樹立は、過去の実験同様困難であったため、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、実験を
継続することとした。 
低酸素継代株は、放射線耐性は認められないものの、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。骨肉腫株以外でも恒常的放射線耐性株の樹立は、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抗がん剤耐性培養
細胞株を、放射線耐性株の代用として実験を継続した。低酸素・酸性環境を同時に調整する因
子として、HIF-1、CA9、HES-1 をこれまでの研究で同定しているが、これら発現については、
低酸素環境培養株では、高率に発現していることをすでに確認済みのため、最も低酸素の調整
因子としてかかわる CA9 を第一因子として実験を継続した。 
 
(5) CA9 阻害剤による腫瘍浸潤能・転移能の検討 
CA9 阻害剤における腫瘍細胞浸潤能を調べるため、in vitro で scratch migration assay を行
った。Migration assay では、低酸素耐性株で高浸潤能を示し、CA9 阻害剤併用で、浸潤能の抑
制効果を認めた（右図 7）。 
そこで、低酸素耐性株に対
して、CA9 阻害剤を先に投
与し、AO による放射線治
療効果を検討することと
した。耐性株を、ヌードマ
ウスの背部に移植し、腫瘍
が 8mmφ となったところ
で、CA9 阻害剤を局所投与。
直後に 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、CA9 阻害剤投与群・非投与群ともに集積の増加が確認された。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。しかし、肺転移について、経時的に確認を行うと、CA9 阻害剤投
与群では、肺転移数の抑制効果が認められ、局所腫瘍縮小効果は差異がないものの、肺転移抑
制効果については、CA9 阻害剤によると思われる効果が期待できた。CA9 阻害剤同様、HES-1、
HIF-1 については、低酸素異性株で高発現を認めるものの、阻害剤による発現の抑制が困難で、
十分な腫瘍縮小効果は得られなかった。 
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