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研究成果の概要： 
（1）間葉系幹細胞（MSC: mesenchymal stem cell）の腫瘍集積性を応用した悪性リンパ腫に
対する新規治療法の開発研究を行った。可溶型 TRAIL の腫瘍細胞に対するアポトーシス誘導
を利用した治療ストラテジーの有用性を見出した。 
（2）MSCの腫瘍集積性を増強するために、腫瘍集積性の分子機構に関する検討を行った。TNF-
αによる接着分子の発現誘導、ならびに血管内皮細胞への接着性の亢進が MSC の腫瘍集積性に

重要な役割を担っていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄由来のMSCは、骨髄ストローマ細胞の構

成成分に分化していくだけでなく、脂肪細

胞・骨細胞・軟骨細胞・筋細胞・腱などの中

胚葉系の様々な組織に分化する能力を持った

細胞として知られている。MSCの場合は、ES

（embryonic stem）細胞と違って倫理上の問

題点が少なく、再生医療への応用という観点

からはより現実的な研究対象となっている。

例えば、心筋梗塞後の心筋組織修復を目的に

MSCを障害部位局所に移植する臨床研究が試

みられており、関節症治療への応用を目指し

た研究も進んでいる。さらに、造血幹細胞移

植領域では、MSCの免疫抑制作用を利用した移

植片対宿主病（ GVHD: graft-versus-host 

disease）の治療について、基礎並びに臨床研

究が活発化してきている。このような再生医

療やGVHD治療では、MSCが組織障害や炎症のあ

る部位に集積していく性質を利用したもので

ある。一方、MSCは癌病巣へ集積する性質があ

ることも知られている。インターフェロン-

β（IFN-β）発現MSCの静脈注射が固形癌を移
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植したヌードマウスの生存期間を延長させる

との観察が、米国の研究者により報告されて

いる。このため、腫瘍局所に治療遺伝子を送

達するための担体としてMSCを利用した、新し

い腫瘍標的化療法の開発が期待されている。 

 悪性リンパ腫は急性白血病と並んで代表的

な造血器腫瘍であるが、近年、益々増加傾向

にある。悪性リンパ腫の病型分類や病期分類

が確立され、新規治療薬としてrituximab（リ

ツキサン）に代表される抗体医薬の臨床開発

も進み、治療成績も次第に向上しつつある。

しかしながら、再発・難治例も依然として多

く、満足できる治療法が確立されているとは

言い難い。そこで、従来の化学療法・放射線

療法・抗体療法とはコンセプトの全く異なる

新しい治療法の開発が期待されている。例え

ば、様々な抗腫瘍性サイトカインの応用が考

えられるが、全身投与の場合は、治療域では

副作用の出現頻度が高く、ベネフィットが上

回るとは言い難い。また、血中半減期が短い

ために、頻回投与を必要とするという問題点

もある。そこで、全身性の副作用を極力減ら

すために局所で抗腫瘍性サイトカインを発現

させ、局所で働かせるという腫瘍ターゲティ

ングのテクノロジーが必要となる。また、頻

回投与を避けるには、遺伝子の形で投与し、

体内である程度の期間、持続的に発現させる

ことが望ましい。このような観点から、MSC

の腫瘍集積性というユニークな性質を悪性リ

ンパ腫のサイトカイン療法に応用することを

着想するに至り、本研究で動物実験により検

討することを計画した。 

 
２．研究の目的 
（1） MSC の腫瘍集積性を応用した悪性リン
パ腫に対する新規治療法について、動物実験
によりそのフィージビリティを探る。 
（2)MSC の腫瘍集積性の分子機構について解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト骨髄由来 MSC の培養と遺伝子導入： 

ヒト骨髄由来 MSC の培養系を構築し、細胞表

面抗原の解析ならびに分化能の確認を行っ

た。MSC の遺伝子導入法として、ファイバー

改変型アデノウイルスベクター（ポリリジン

に改変）を使用し、ベクターの作製は In 

vitro ライゲーション法で行った。GFP 発現

アデノウイルスベクターを MSC に感染させ、

遺伝子導入効率をフローサイトメーターで

解析した。 

（2）リンパ腫細胞株を皮下移植した担癌ヌ

ードマウスへの MSC 投与実験： リンパ腫細

胞株を皮下移植した担癌ヌードマウスに GFP

発現 MSC を左心室腔内に投与した。MSC の腫

瘍集積を確認するために抗 GFP 抗体を用い

て腫瘍組織の免疫染色を行った。対照として

ヒト胎児肺由来線維芽細胞（WI-38）を用い

た実験を同様の方法で行った。 

（3）リンパ腫細胞株に対する可溶型 TRAIL

の増殖抑制効果の確認： リンパ腫細胞（U937、

Daudi、Raji、SCC-3、SLVL）の培養系に可溶

型 TRAIL を添加して、増殖抑制効果を XTT 

assay 法で確認した。この増殖抑制効果を増

強する目的で、ヒストン脱アセチル化阻害剤

(HDAC inhibitor: HDACI)共存下での増殖抑

制効果も併せて確認した。さらに、HDACI に

よるリンパ腫細胞の TRAIL 受容体（DR4、DR5、

DcR1、DcR2）の発現亢進を定量的 PCR で確認

した。 

（4）可溶型 TRAIL 発現アデノウイルスベク
ターの作製： LPS で刺激したリンパ腫細胞
U937から可溶型TRAILとして細胞外ドメイン
（114-281 aa）を RT-PCR で増幅した。さら
に、可溶型 TRAIL の N 末端側にヒトフィブリ
リン由来分泌シグナル配列（1-27 aa）、フリ
ン認識切断配列（90-97 aa）、およびイソロ
イシンジッパー配列を付与した発現カセッ
トを作製した。このカセットをベクタープラ
スミドに in vitro ライゲーション法で挿入
して可溶型 TRAIL 発現ファイバー改変型アデ
ノウイルスベクターを作製した。 
（5）MSC の腫瘍集積性の分子機構に関する検
討： 増殖因子やケモカインに対する MSC と
WI-38 の遊走能を、トランスウェルを用いて
in vitroで比較検討した。TNF-αで刺激した
MSC と線維芽細胞の血管内皮細胞への接着性
を比較した。TNF-αによる刺激前後での接着
分子の発現を RT-PCR とフローサイトメータ
ーで比較した。発現亢進が認められた接着分
子に対する抗体を使用して、血管内皮細胞へ
の接着性が阻害されることを確認した。天然
由来の小分子化合物であるパルテノライド
を投与して、腫瘍局所における TNF-α産生を
低下させた担癌マウスを作製した。この担癌
マウスの左心室腔内にルシフェラーゼ発現
MSC を投与して、MSC の腫瘍集積性を生体イ
メージング装置 IVIS で経時的に観察した。 
 
４．研究成果 
（1）MSC を用いた悪性リンパ腫に対する新
規治療法の開発: ヒト骨髄由来付着細胞を
MSC として用いた。MSC への遺伝子導入法と
して、ファイバー改変型を使用した。この方
法で、ヒト MSC への遺伝子導入効率はほぼ
100％を達成することができた。GFP 発現 MSC
をリンパ腫モデルマウスの血管内に投与し
たところ、腫瘍組織切片中に MSC の存在を認
め、腫瘍への集積が確認できた。MSC の対照
として WI-38 を投与したが、腫瘍集積性は認



 

められなかった。ヒトリンパ腫細胞に対する
可溶型 TRAIL の増殖抑制効果を確認するた
めに、リンパ腫細胞の培養系に可溶型 TRAIL
を添加して、増殖抑制効果を XTT assay 法で
確認した。U937、Raji および SLVL では用量
依存的な増殖抑制効果を認めた。この増殖抑
制効果は、HDACIの併用で増強された。また、
HDACI による TRAIL 受容体の発現亢進も認め
た。さらに、可溶型 TRAIL 発現 MSC を作製す
るために、可溶型 TRAIL 発現アデノウイルス
ベクターを構築した。ヒト TRAIL の細胞外ド
メインの N末端側に、ヒトフィブリリン由来
分泌シグナル配列、フリン、イソロイシンジ
ッパー配列を付与した発現カセットを作製
した。イソロイシンジッパーは生理条件下に
おける TRAIL の三量体形成を促進されるこ
とが報告されており、予備的な検討では、イ
ソロイシンジッパーの付与により抗腫瘍活
性が増強されることを確認している。このカ
セットをファイバー改変型(ポリリジンに改
変)アデノウイルスベクターに in vitroライ
ゲーション法で挿入した。リンパ腫モデルマ
ウスの血管内に可溶型TRAIL発現MSCを投与
する遺伝子治療実験の準備を進めた。 
（2）MSC の腫瘍集積性の分子機構に関する
検討： 増殖因子やケモカインに対する MSC
と WI-38 の遊走能を、トランスウェルを用い
て in vitro で比較検討したが、両者の遊走
性に違いは認められなかった。しかし、担癌
モデルマウス（ヒト大腸癌細胞 SW480 を皮下
に接種したヌードマウス）に投与した MSC は
腫瘍組織に集積し、WI-38 は集積しないとい
う結果が得られた。MSC は腫瘍組織中で特に
腫瘍血管が多く存在する間質領域に集積す
る傾向を認めた。そこで、血管内皮細胞への

接着性を検証したところ、TNF-αで刺激した

MSCでは線維芽細胞と比較して内皮細胞への
接着性が有意に亢進しており、この接着性は
VCAM-1 や VLA-4 に対する抗体で部分的に阻
害された。さらに、天然由来の小分子化合物
であるパルテノライドを投与して、腫瘍局所
における TNF-α産生を低下させた担癌マウ
スを作製した。このマウスにルシフェラーゼ
発現 MSC を左心室腔内から投与して腫瘍集
積性を生体イメージング装置 IVIS で経時的
に観察すると、パルテノライド投与群では、
非投与群と比較して MSC の腫瘍集積性が抑
制された。以上の結果から、TNF-αによる接
着分子の発現誘導、ならびに血管内皮細胞へ
の接着性の亢進が MSC の腫瘍集積性に重要
な役割を担っていると考えられる。 
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