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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，MPNSTに対するヒアルロン酸（HA）合成阻害剤
4-Methylumbeliferone (MU) の抗腫瘍効果を検討する事である．ヒトMPNST細胞株において，MUにより細胞周囲
HA染色性とマトリックス形成は低下し，細胞増殖能，移動能，浸潤能は有意に抑制された． MU投与により細胞
株におけるHAS2とHAS3mRNA発現は抑制され，細胞周囲，細胞内のHA濃度は有意に低下した．アポトーシス活性で
は有意な上昇を認めた．腫瘍皮下移植マウスモデルでは，6週間のMU投与により腫瘍体積が有意に減少した。本
研究により，細胞周囲微小環境のHAを標的とした治療は新規治療法となる可能性がある．

研究成果の概要（英文）：Hyaluronan (HA) has been shown to play important roles in the growth, 
invasion, and metastasis of malignant tumors. Our previous study showing that high HA expression in 
malignant peripheral nerve sheath tumors (MPNST) is predictive of poor patient prognosis. The aim of
 this study was to investigate the antitumor effects of 4-Methylumbelliferone (MU), an HA synthesis 
inhibitor, on human MPNST cells and tissues.MU significantly inhibited cell proliferation, 
migration, and invasion in both MPNST cell lines. HABP staining, particle exclusion assay, and 
quantification of HA revealed that MU significantly decreased HA accumulation in the cytoplasms and 
pericellular matrices in both MPNST cell lines.MU administration significantly inhibited the tumor 
growth in the mouse xenograft model. Our results suggest that MU may be a promising agent with novel
 antitumor mechanisms for MPNST.

研究分野： 骨軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 

(1) 神経線維腫症 1型（NF1）は有病率の非

常に高い遺伝性疾患であり、本邦の患者数は

約 4万人とされる。神経線維腫の悪性転化に

より生じる悪性末梢鞘腫瘍（MPNST）は NF1

患者の主な死因であり、化学療法や通常の放

射線治療に抵抗性であり、広範に切除しても

高率に局所再発や遠隔転移をきたし予後不

良である。予後改善のためには従来の後療法

とは概念の異なる新規治療法の開発が必要

である。 

 

(2) ヒアルロン酸は悪性腫瘍自体の進展お

よび転移のみならず悪性腫瘍周囲の間質細

胞でも腫瘍浸潤に有利な環境を提供する役

割を担っている 1)。ヒアルロン酸の発現量が

乳癌，前立腺癌，大腸癌などの数多くの癌腫

において悪性度や予後と強く相関すること

が報告されている 1-3)。また基礎実験において、

ヒアルロン酸が腫瘍細胞の増殖能，移動能，

浸潤能や転移形成能に強く関与している事

が多くの研究で既に実証されている 4,5)。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、MPNST におけるヒアルロン

酸の役割を調査し、ヒアルロン酸合成阻害薬

である 4-Methylumberiferone（MU）を用いた

ヒアルロン酸制御がMPNSTにおける腫瘍原性

に及ぼす効果を評価することで、従来の治療

法とは異なるヒアルロン酸をターゲットと

した新規治療法を開発することである。 

 

３．研究の方法 

(1)In vitro 実験 

神経線維腫症Ⅰ型患者由来のMPNST細胞株で

ある sNF96.2 と sNF02.2 細胞を用いた。MU に

よる HA合成抑制はビオチン化 HA結合タンパ

ク（HABP）を用いて染色を行い可視化し、HA

が重要な役割をはたす細胞周囲マトリック

ス形成について、カルセイン蛍光染色を併用

した Particle exclusion assay により評価

した。細胞周囲、細胞内 HA 濃度を HA binding 

assay により定量し、細胞増殖能、移動能、

浸潤能をそれぞれ Proliferation assay 、

Motility assay、 Invasion assay で評価。

アポトーシス活性は AnnexinV を用いたフロ

ーサイトメトリーで評価した。 HA 合成酵素

（HAS1-3）、ヒアルロン酸受容体 CD44 の mRNA

発現についてリアルタイム RT-PCR 法を行い

評価した。 MU の溶媒である 0.1% DMSO 存在

下で培養、実験を行った細胞をコントロール

とした。 

 

(2) MPNST 腫瘍モデルの作製 (in vivo) 

4-MU により腫瘍の進展、転移が抑制できるか

を調べるため、6週齢メス BALB/c athymic マ

ウス背部にヒト MPNST 細胞株（sNF96.2、）を

皮下注射し、マウス皮下腫瘍モデルを作製し

た。MU 投与群、コントロール群（vehicle 群）

に分け、腫瘍サイズが 100mm3に達した時点か

ら MU 投与群に対して MU（10mg）を 1 日 1 回

6週間腹腔内投与した。 

 

４．研究成果 

(1)HABP 細胞染色 

MPNST 細胞株（sNF96.2、sNF02.2）において、

細胞および細胞周囲の HABP 染色性は 1.0mM 

MU 投与 24 時間後にコントロールと比べ低下

した。特に sNF02.2 細胞では MU 投与により

filopodia 様突起が減少し、形態変化してい

た。 

 

（2）Particle exclusion assay 

MPNST 細胞株（sNF96.2、sNF02.2）において、

コントロールでは豊富な細胞外マトリクス

を認め、1.0mM MU 投与により 48 時間後に細

胞外マトリックス形成は有意に低下した（P = 

0.001、P=0.002）。 

 

（3）細胞周囲ヒアルロン酸の定量 



MPNST 細胞株（sNF96.2、sNF02.2）において、

1.0mM MU投与により細胞内および細胞周囲ヒ

アルロン酸は投与 12、24 時間後にそれぞれ

有意な低下を認めた。 

 

（4）細胞増殖能 

0.1mM および 1.0mM MU 投与 24 時間後より、

MPNST 細胞株（sNF96.2、sNF02.2）の増殖能

は濃度、時間依存性に有意に抑制された

（sNF96.2, 0.1mM; P < 0.001、 1。0mM; P < 

0.001, sNF02.2）。外因性ヒアルロン酸を添

加しても、MUによる細胞増殖阻害はキャンセ

ルされなかった。 

 

（5）細胞移動能、浸潤能 

1.0mM MU 投与 24 時間後より、MPNST 細胞株

（sNF96.2、sNF02.2）の移動能（P<0.001, 

P<0.001）、浸潤能（P<0.001, P<0.001）は有

意に抑制された。これら MU による細胞移動

能、浸潤能阻害作用は外因性ヒアルロン酸を

添加しても、キャンセルされなかった。 

 

（6）アポトーシス活性 

MU の MPNST 細胞株（sNF96.2、sNF02.2）に与

えるアポトーシス活性について Annexin V を

用いたフローサイトメトリーにより評価し

た。1.0mM MU 投与 48 時間後に sNF96.2 細胞

ではアポトーシスが有意に上昇した（P < 

0.001）。一方、sNF02.2 細胞では、アポトー

シスの有意な増加を認めず、細胞株間での MU

によるアポトーシス活性に違いを認めた。

Tunnel 染色によるアポトーシス評価では、

sNF02.2 細胞のアポトーシスは 1.0mM MU 投与

48 時間後までは有意な増加を示さず、72 時

間後から有意に増加していた。 

 

（7）リアルタイム RT-PCR 

MPNST 細胞株（sNF96.2、sNF02.2）において、

ともに HAS1mRNA 発現を認めなかった。

HAS2mRNA 発現は 1.0mM MU 投与 12時間後にｓ

NF96.2、sNF02.2 細胞でそれぞれ有意に低下

した（P < 0.001、P = 0.009）。HAS3mRNA 発

現は sNF96.2 細胞において 0.1mM および

1.0mM MU 投与により 12 時間後に有意に抑制

されたが（P < 0.001、P < 0.001）、sNF02.2

細胞では 1.0mM MU 投与 12 時間後に統計学的

に有意な減少を認めなかった。 

 

（8）siRNA による CD44 のノックダウン 

ヒアルロン酸受容体である CD44 が MUの抗腫

瘍効果に影響しているかを調査した。MPNST

細胞株（sNF96.2、sNF02.2）において、CD44

をノックダウンするとそれぞれの移動能、浸

潤能は阻害された。 

 

（9）異種移植マウスモデル 

sNF96.2 細胞による xenograft model を作製

した。sNF02.2 細胞による腫瘍形成はみられ

なかった。sNF96.2 腫瘍異種移植モデルにお

いて、6週間の MU 腹腔内注射によりコントロ

ール群と比較して腫瘍体積、重量ともに有意

に抑制された（P = 0.007、P = 0.047）。6週

でサクリファイスした腫瘍組織の免疫染色

では、MU 投与群において HABP 染色性が低下

し、Ki67 陽性率がコントロール群と比べ有意

に低下していた（P =0.002）。MU 投与による

マウス体重の有意な減少は見られなかった。 
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