
神戸大学・医学部附属病院・医員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

研究活動スタート支援

2019～2018

脂肪幹細胞を用いたドラッグデリバリーシステムによる新規がん治療法の開発

Development of New Hybrid Treatment for Osteosarcoma Transplanting 
Controlled-release Pirarubicin Conjugated Adipose-derived Stem Celll

５０６２６５７０研究者番号：

川上　洋平（KAWAKAMI, YOHEI）

研究期間：

１８Ｈ０６１６２・１９Ｋ２１２７２

年 月 日現在  ２   ５   ９

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：脂肪組織由来幹細胞（adipose-derived stem cell: AdSC）はがん細胞の増殖抑制・
アポトーシス誘導効果及びがんへの集積能を有する。また、AdSCは局所においても抗炎症作用や線維化の抑制作
用を有する。本研究では、このようなAdSC の性質を利用し、抗がん剤を徐放させることのできるナノ粒子を
AdSCに包合させて腫瘍に効率よく集積させることで、抗がん剤を局所的にがん組織に作用させる事が可能とな
り、AdSCの抗腫瘍効果に加えて抗がん剤の選択的デリバリーとの相乗効果による、骨肉腫への新たな細胞治療戦
略となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The development of new therapeutic strategies for Osteosarcoma (OS) is 
clinically expected. Adipose-derived stem cell（AdSC）has also the phagocytic capacity and 
accumulation ability to the tumor site. In order to overcome the problem of low efficacy/frequent 
side effects by high dose of anti-cancer drug treatment, we utilized poly lactic/glycolic acid 
(PLGA) microparticles as a tool for slow release drug delivery system. In this study, we 
demonstrated that Therarubicin conjugated PLGA and AdSC transplantation statistically reduced the 
tumor proliferation ability via reduction of the tumor fibrosis and hypoxia. Moreover, we also 
demonstrated the new drug delivery system using AdSCs. This new hybrid treatment of transplanting 
PLGA (Controlled-release Therarubicin) conjugated AdSC exert as biphasic antitumor potency, firstly 
reduction of fibrosis and hypoxia of tumors and secondly drug delivery system in order to localize 
the anticancer drug and reduce of its side effect.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 骨肉腫　脂肪組織由来幹細胞　ドラッグデリバリーシステム　抗がん剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍選択的DDSの開発は次世代のがん治療には欠かせない研究分野である。これまでにAdSCsが炎症部位に集積し
抗炎症効果や抗線維化効果を引き起こす事が報告されている。さらにAdSCは貪食能を有し、PLGAナノ粒子を細胞
質内に取り込む現象も確認できている。本研究では、多分化能を有し種々の組織再生を目的とした自己細胞移植
治療のソースとして注目されているAdSCを用いた徐放化抗がん剤包合細胞移植治療という新しいがん治療法の開
発の可能性が示された。他のがん種への応用や様々な薬剤への応用が期待され、今後のがん治療研究分野におい
て革新的な領域を創造することになると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）骨肉腫は小児がんの 8 大がんに数えられ、bone cancer の約 20％に及ぶ。現在、骨肉腫

の治療は腫瘍周囲正常組織とともに切除する手術加療（広範切除）と、術前後の全身化学療法に

より予後は改善傾向にあるが、再発・転移症例に対する化学療法の効果は十分ではない為、未だ

予後不良である。また、現行の化学療法は、重篤な全身性副作用を伴うことも多く、患者は多大

なる苦痛を伴い、治療継続困難になることもある。したがって、抗がん剤をいかに効率よく腫瘍

組織に集積・作用させ、正常組織への影響を最小限にとどめるかが重要である。 

（２）我々はこれまで、腫瘍集積性のある骨髄由来血管内皮前駆細胞（endothelial progenitor 

cell:EPC）を抗がん剤の坦体として腫瘍組織に集積させる治療法の開発研究を行ってきた。抗が

ん剤（ピラルビシン/テラルビシン）ナノ粒子包合 EPC の担がんマウス（骨肉腫細胞株皮下腫瘍

モデル）に対する効果の検討で、対照群に比べて有意な腫瘍縮小効果をもつことを確認した。本

研究に於いては、臨床応用を視野に入れて EPC よりも低侵襲的かつ大量に組織から分離できる

体性幹細胞として脂肪組織由来幹細胞（adipose-derived stem cell: AdSC）を抗がん剤の担体

として用いた。これまでに経静脈的に投与された AdSCs が、炎症部位に集積し局所の抗炎症効果

や抗線維化効果を引き起こす事が報告されている。さらに、AdSC は単球・マクロファージと共

通の性質としての貪食能を有しているため、PLGA ナノ粒子を細胞質内に取り込む現象も確認で

きている。近年 AdSC はがん細胞の増殖抑制・アポトーシス誘導効果を有することも報告されて

いる。 

（３）本研究では、このような AdSC の性質を利用し、抗がん剤を徐放させることのできる Poly 

lactic/glycolic acid (PLGA)ナノ粒子を AdSC に包合させて腫瘍に効率よく集積させることで、

抗がん剤を局所的にがん組織に作用させる事が可能となり、AdSC の抗腫瘍効果に加えて抗がん

剤の選択的デリバリーとの相乗効果による、骨肉腫への新たな細胞治療戦略について検討した。 

 

２．研究の目的 
（１）本研究の概要を以下に示す。（図 1）まず抗がん剤徐放化ナノ粒子包合 AdSC 移植で細胞が

腫瘍に集積する。次に、腫瘍内に集積した AdSC の腫瘍に対する細胞増殖抑制・アポトーシス誘

導効果が現れる（第一相の治療効果）。そして、AdSC から徐放的に放出される抗がん剤の時間差

効果によって、さらに腫瘍細胞死が惹起され長期間にわたり抗腫瘍効果が持続することで高い

腫瘍縮小効果が得られる（第二相の治療効果）ことが予想される。本研究の目的は、薬剤 DDS に

よる化学療法と細胞移植によるがん治療をフュージョンさせた新しいハイブリッド型治療法の

開発することである。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）腫瘍集積性のある脂肪組織由来幹細胞（AdSC）を抗がん剤の坦体として、抗がん剤（ピラ

ルビシン/テラルビシン（Therarubicin））を徐放させることのできる PLGA ナノ粒子包合を作製

し、AdSC に抱合させ、担がんマウス（骨肉腫細胞株皮下腫瘍モデル）に対して移植治療実験を

行った。 



（２）腫瘍細胞はヒト由来の骨肉腫細胞株(MG63)を使用し、マウス由来 AdSC は 8〜12 週齢の 

C57BL6 マウスの皮下脂肪より採取し、コラゲナーゼ処理し、遠心分離法を用いて AdSC を分離

した。PLGA ナノ粒子と抗がん剤（ピラルビシン/テラルビシン）の封入体（封入率（濃度）3-4%・

平均粒子径 300-400nm）を合成し、AdSC と共培養することで AdSC 抗がん剤抱合体を作成した。 

（３）In vitro では、AdSC 自体の細胞死、骨肉腫細胞株に対する抗腫瘍効果を確認し、In vivo

ではヌードマウス皮下腫瘍モデルを用いて徐放化抗がん剤ナノ粒子包合 AdSC 移植による腫瘍縮

小効果を適切な対照群を設定して画像診断と摘出腫瘍重量と体積の経時的推移によって評価し

た。ヒト骨肉腫細胞（MG63）1x106 と 100μL の Matrigel(BD Bioscience)を混合した細胞溶液を

ヌードマウス(BAL B/cAJcl-nu/nu, CLEA Japan, Inc. male 10wk old)の背側皮下に局所注射に

より移植した。移植 2-3 週間後、マウスの背部に形成される腫瘤が径 5㎜になった時点で固形が

んのモデルとして実験に使用し、抗がん剤（ピラルビシン/テラルビシン）内包 PLGA 抱合

AdSC(5×105)を移植したT群、薬剤非内包のPLGAのみ抱合させたAdSC(5×105)を移植したA群、

PBS 移植の P群の 3群に分けて経静脈内投与し腫瘍の縮小効果等を検討した。(各群 n=10) IVIS 

in vivo imaging system を用いて移植した AdSC の腫瘍への集積を確認した。移植細胞数は予

備実験から、5x105/マウスの用量で投与した。 

（４）腫瘍縮小効果のメカニズムを解明するため、治療後の腫瘍組織を免疫組織化学的及び分子

生物学的に解析し、臨床試験のために重要な治療効果についてのメカニズムの解明を行った。治

療後 35 日目の時点で腫瘍組織を摘出して組織標本を作製した。細胞増殖に関しては抗 Ki67 抗

体を用いた免疫組織化学的に解析を行う。また、腫瘍組織内アポトーシスについては TUNEL 染色

法、腫瘍内繊維化定量はマッソントリクローム染色によって定量解析を行った。 

 
４．研究成果 

（１）治療前に顕微鏡で抗がん剤内包 PLGA 粒子は AdSC との 24時間の共培養で適切に細胞

内に取り込まれている事が確認された。（図 2A）In vitro で AdSC 抗癌剤抱合体は抱合後 2

日まで EPC 自体の増殖能や遊走能に影響なく抗がん剤が徐放されることを確認し、抗がん

剤徐放率は培養後 5-7 日でピークを認めた。MG63 細胞との共培養では 7 日目以降で細胞増

殖抑制効果を認めた。（図 2B） 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）In vivo では IVIS in vivo imaging で移植した AdSC が腫瘍部に集積している事を確認し



た。（図 3B）腫瘍サイズの経時的評価では、T群 （抗がん剤抱合 AdSC 移植群）で有意な腫瘍増

大抑制効果を認め、AdSC のみを移植した A 群では腫瘍の増大効果は一時的なものであり、腫瘍

の再増大を認めた。（図 3B） 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）組織学的評価では術後 5週では、T群で A群及び P群と比較して、Ki67 陽性細胞数の減少

を認めた。（図 4A）マッソントリクローム染色では T群と A群で細胞移植のない P群と比較して

腫瘍の線維化抑制効果が確認された。（図 4B）TUNEL 染色でも、同様に T群で優位なアポトーシ

ス陽性細胞を認め、抗がん剤の効果が示唆された。(図 4C)。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）術後 5週の腫瘍組織を用いた qPCR では、T群と A群では HIF-1、MMP、MMP9 の発現低下を

認め、腫瘍内低酸素状態の改善が確認された。(図 5)AdSC 移植により、局所での腫瘍の線維化抑

制、抗炎症効果を引き起こし、腫瘍内低酸素化の改善、抗がん剤の腫瘍内への集積が改善された



可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）本研究の結果から AdSC 抗がん剤包合体が骨肉腫に対し、線維化の抑制作用を介した抗腫

瘍効果を認めることが明らかとなった。また、骨肉腫に対する新たな Drug delivery system と

して AdSC の有用性が示唆された。、多分化能を有し種々の組織再生を目的とした自己細胞移植

治療のソースとして注目されている AdSC を用いた徐放化抗がん剤包合細胞移植治療という新し

いがん治療法の開発の可能性が示された。今後のがん治療研究分野において革新的な領域を創

造することになると考えられた。 
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