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研究成果の概要（和文）：神経芽腫モデルマウス（MYCN-TgM）を用いて，マウス骨髄組織由来間葉系幹細胞
（mMSC）の神経芽腫に対するhoming effectの解析を行った．MYCN-TgMに対してGFP-mMSCの腹腔内投与を行い，
IVISにてmMSCが投与直後より時間経過とともに腫瘍部位へ移動していることが確認された．また，摘出腫瘍にお
いてGFP免疫染色において腫瘍内部にmMSCの集積を確認した．またIFβ発現mMSCをMYCN-TgMに腹腔内投与したと
ころ，臓器内IFβ発現は腫瘍に特異的に高発現であり，かつ有意に生存期間延長を認めた．
以上よりMSCのドラッグデリバリーシステムとしての有用性が認められた．

研究成果の概要（英文）：We analyzed the tumor-homing effect of allogeneic mouse MSCs (mMSCs) and 
explored the antitumor effect and drug delivery function of mMSCs using the TH-MYCN mouse 
neuroblastoma model (MYCN-TgM). mMSCs were administered intraperitoneally to MYCN-TgM and traced by 
IVIS. We administered GFP-transduced mMSCs into MYCN-TgM and examined the cell survival by 
immunohistochemistry. We also administered mMSCs-IFN-β and measured the concentration of IFN-β in 
the tumor by ELISA, and the survival curves of MYCN-TgM was analyzed.
As a result, IVIS revealed the accumulation of fluorescence was observed in the tumor both in vivo 
and after excision. Immunohistochemistry using anti-GFP antibody revealed that the mMSCs existed 
within the tumor until 14 days. The ELISA showed increased concentrations of IFN-β only in the 
tumors, and the mMSCs-IFN-β group survived significantly longer than the control group. mMSCs may 
be a candidate drug delivery vehicle for antitumor agents against neuroblastoma.

研究分野： 小児外科

キーワード： 神経芽腫　間葉系幹細胞　MYCNマウス　ドラッグデリバリー　ホーミング効果

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
進行神経芽腫に対しては，化学療法，外科治療，放射線治療を含めた集学的治療が進歩してきたが，その生存率
は未だ十分に改善しているとはいえず，さらなる新規治療の開発が求められている．日本においても多施設共同
臨床試験が広く行われるようになり，JCCG神経芽腫委員会（JNBSG）では現在，高リスク神経芽腫に対して，よ
り短期間により治療強度を高めたレジメンが開発中である．これらにより，治療成績の向上が期待できるが，同
時に治療毒性も強くなり，二次がんなどの晩期合併症のリスクが上がることも懸念される．本研究結果から，よ
り腫瘍選択性が高く，より安全な，これまでの治療概念とは異なる新規治療法の開発が期待できる．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 進行神経芽腫に対して，これまで強力な化学療法，外科治療，放射線治療を含めた集学的治

療が進歩してきたが，その生存率は未だ十分に改善しているとはいえず，さらなる新規治療の

開発が求められている． 

日本においても多施設共同臨床試験が広く行われるようになり，JCCG神経芽腫委員会（JNBSG）

では現在，高リスク神経芽腫に対して，より短期間により治療強度を高めたレジメンが開発中

である．これらにより，治療成績の向上が期待できるが，同時に治療毒性も強くなり，二次が

んなどの晩期合併症のリスクが上がることも懸念される．したがって，より腫瘍選択性が高く，

より安全な，これまでの治療概念とは異なる新規治療法の開発が課題であった． 

 間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cell : MSC)とは，間葉組織（中胚葉由来結合組織）に存在

する幹細胞である．当初は骨髄から発見されたが，現在ではあらゆる組織に存在することが知ら

れている．多分化能を有し，適切な培養条件により，脂肪細胞，軟骨細胞，骨細胞へと分化する

が，近年では神経や筋細胞へも分化することが報告されている．なかでも極めて特徴的な能力と

して，組織損傷部位へ遊走する(Homing effect)ことが知られており，さらに腫瘍に対してもが

ん腫に依存するが，遊走能を有することが報告されている． 

 神経芽腫マウスである MYCN-TgM は，神経堤由来細胞で特異的に発現する Tyrosine 

Hydroxylase プロモーターの下流にヒトの MYCN cDNA が導入されたマウスであり，このため神経

堤由来の細胞で MYCN 蛋白が強発現し，胸腹部交感神経節由来の神経芽腫が発生する（Weiss WA, 

et al: The EMBO Journal, 1997）．自然発生のヒト神経芽腫に最も近いモデルマウスとして広

く利用されており，in vivo での腫瘍・薬物動態の解析に有用である．我々は，前研究として，

MCYN-TgM を用いて，腹腔内投与したヒト脂肪組織由来 MSC（hMSC）が腫瘍へ特異的に homing す

る可能性があることを示した(Kimura K, et al: J Pediatr Surg, 2016)．しかし，hMSC 単独投

与では MYCN-TgM の生存率の改善が認められなかったこと，異種間での現象であり，今後の臨床

応用にあたっては同種間での検討が必須であることが，次のステップとしての課題であった． 

 

２．研究の目的 

本研究において，先行研究をうけて，1) 同種間 homing effect の確認と,2) MSC を担体とした

ドラッグデリバリーシステムの開発を目的とした． 

1) mMSC 投与による homing effect の検討 

 マウス脂肪組織由来 MSC（mMSC）を MYCN-Tg へ投与し生体内動態を解析する．MSC は MHC クラ

スⅡをほとんど発現しておらず(Dominici M, et al: Cytotherapy, 2006)，このため異種間に

おいても拒絶反応を受けにくいといわれているが，先行研究においては hMSC をマウスに投与し

たところ，24時間後に腫瘍へ MSC が生着していることが免疫染色にて確認されたものの，1週間

後には確認されなかった．この原因として異種間移植であるため，ある程度の拒絶反応を惹起し

長期生着を阻害している可能性が否定できないため，本研究では mMSC を用いることとしている．

本研究では，腹腔投与による mMSC の動態を蛍光イメージング（IVIS）で検証する． 

2) ドラッグデリバリーシステムとしての mMSC の検討 

 MSC が腫瘍に及ぼす影響（抗腫瘍効果または腫瘍増殖促進効果）についてはがん種により様々

な報告がある．神経芽腫に関しては，in vitro の研究で，MSC が神経芽腫培養細胞株 SH-SY5Y の

分化誘導に働くという報告がなされており(Pires AO, et al: Stem Cells Int, 2014)，また，

hMSC を MYCN-TgM に 7日間毎に腹腔内投与した前研究において，対照群と比較して生存曲線に差

を認めなかったことから，少なくとも神経芽腫においては，MSC は直接的な抗腫瘍効果は認めな



いものの，腫瘍増殖促進もしくは悪性度を高める効果を有する可能性は低いと考えられる．した

がって，まず，投与された mMSC が腫瘍組織へ生着している期間や生着細胞数について観察を行

った．ついでドラッグデリバリーシステムとしての mMSC の検証のため，神経芽腫に対する抗腫

瘍効果を持つ蛋白として，今回はインターフェロンβ（IFNβ）を用いる．IFNβは神経芽腫培養

細胞株に対して JAK-STAT シグナル経路を活性化し PI3K/Akt 経路を down regulation すること

で apoptosis を誘導することが知られており（Dedoni S, et al: J Neurochem, 2010），この IFN

β発現 mMSC を MYCN-TgM に投与し，最終的に対照群と生存曲線を比較することにより， 

ドラッグデリバリーとしての有効性を検討する． 

 

３．研究の方法 

1) 生後 5週齢 homo の MYCN-TgM に，シアニン系近赤外蛍光色素 DiR で標識した mMSC を腹腔

内投与し，IVISⓇで 24時間追跡し，生体内動態について解析を行う． 

2) 24 時間後マウスを犠牲死させ腫瘍および他臓器を摘出し，腫瘍または臓器ごとに IVISⓇで

撮影を行い，残存 DiR について評価する． 

3) mMSC に GFP を導入し，MYCN-TgM に腹腔内投与し，犠牲死させ，腫瘍組織を採取し，抗 GFP

抗体を用いた免疫染色にて GFP-mMSC の生着を解析する． 

4) IFNβ発現 mMSC 腹腔内投与による MYCN-TgM 生存曲線を，対照群と比較検討する． 

 

４．研究成果 

IVIS において mMSC が投与直後より時間経過とともに腫瘍部位へ移動していることが確認され

た．また、摘出した腫瘍において GFP 免疫染色において腫瘍内部に mMSC の集積を確認した． 

 
 

さらに、免疫組織化学染色において投与後 14 日目まで腫瘍上に mMSC の存在を確認した．臓器内

IFβ発現は，腫瘍に特異的に高発現であった．また生存曲線も IFβ発現 MSC 投与群において有

意に延長を認めた． 



 

 以上より神経芽腫治療において，MSCs は抗腫瘍物質の有効なデリバリーツールとなる可能性

が示唆された． 

現在，高リスク神経芽腫に対して，より短期間により治療強度を高めたレジメンが開発中であ

るが，同時に治療毒性も強くなり，二次がんなどの晩期合併症のリスクが上がることも懸念され

る．本研究結果から，より腫瘍選択性が高く，より安全な，これまでの治療概念とは異なる新規

治療法の開発が期待できる． 

本研究が最終的に提案する神経芽腫の治療プロトコルでは，診断時の全身麻酔下開放生検時に，

同時に皮下脂肪から MSC を採取し，標準治療の終了後に，MSC ドラッグデリバリーを使用するこ

とで，MSC の homing effect により手術後の残存病変や微小転移巣を標的とした治療を想定して

いる．実際のキャリアー物質として，腫瘍関連抗原ジシアロガングリオシド（GD2）などを候補

としており，今後，基礎研究を継続していく． 
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