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研究成果の概要（和文）：本研究では骨髄間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell:MSC)のアポト

ーシス誘導効果や組織ターゲッティング能力に着目し、小児難治性悪性腫瘍である MSC 由来の

ユーイング肉腫に対する正常 MSC の抗腫瘍効果、また治療分子を腫瘍細胞に効果的に到達させ

る担体として MSC が機能する可能性を考え、抗腫瘍剤やビスフォスフォネートの抗腫瘍効果が

MSC との共存によって増強するか検討した。MSC 単独では抗腫瘍効果の増強はみられなかったが、

抗腫瘍剤との共培養で増強する傾向がみとめられた。MSC が抗腫瘍剤の担体として機能しより

高い抗腫瘍効果が得られる可能性が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：It has been reported that mesenchymal stem cell(MSC) could induce 

apoptosis in various cancer cells. Moreover, MSC can target injured part. We planned to 
investigate about the following; ①Antitumor effect to Ewing sarcoma of normal MSC 

②Amplification of antitumor effect of anti-cancer drugs (including bisphosphonate) by 

coculture with MSC. It tended to obtain the higher anti-tumor effects to the Ewing sarcoma 

cell line by coculuture of MSC and anti-tumor agents. We evaluated the ability of MSC as 

the delivery vehicles of the anti-cancer drugs to achieve the higher antitumor effects, and it 

is necessary to continue a further research. 
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１．研究開始当初の背景 

骨髄中には造血幹細胞以外にさまざまな細胞

に分化する能力を有する細胞が含まれる。そ

のひとつが骨髄間葉系幹細胞(mesenchymal 

stem cell: MSC)で、骨芽細胞、脂肪細胞、軟

骨芽細胞のみならず血管内皮細胞や中枢神経

細胞への分化が報告されている。MSCは、その

多分化能のみならず再生能力や免疫効果（T

細胞機能の規制）、組織障害部位を認識しその

部位に特異的に細胞浸潤する(組織ターゲッ

ティング)能力があると報告されており

(Dazzi et al. Blood 2006 20)、in vitroに

おいて大腸癌や白血病細胞にアポトーシスを

もたらす能力が報告されている(Ramasamy R 

et al. Leukemia 2007.21)。また、この障害

された細胞に集積する性質を利用して、近年

治療分子を腫瘍細胞へ送達するための担体と

しての利用が期待されてきている（Motaln H 

et al. Cancer 2010 116, Ozawa K et al. J 

Autoimmun 2008 30）。さらにMSCは骨髄中に存

在し、その培養技術も確立されている。 

ユーイング肉腫は小児期にみられる悪性骨

軟部腫瘍で、MSC由来の腫瘍である(Meltzer 

P, Cell, 2007 1)。本疾患は化学療法や放

射線に感受性であるにもかかわらず、骨転

移、骨髄浸潤をきたしやすく、進行期のも

のは集学的な治療を施行しても、難治で予

後不良である。このため、本疾患において

は新たな治療戦略の確立が求められている。 

MSC の組織ターゲッティング能力、一部の

腫瘍に対する障害能力の報告から、ユーイ

ング肉腫細胞株と MSC を共培養し、その抗

腫瘍効果に着目した。 

 

２．研究の目的 

本研究では MSC の組織ターゲッティング能力、

ならびに一部の腫瘍細胞に対するアポトーシス

誘導効果に着目しとくにユーイング肉腫細胞株

を利用した腫瘍細胞障害効果について検討する。 

さらに担体としての MSC の働きにも注目し

ており、MMSC と抗腫瘍剤を共培養し抗腫瘍

効果の増強が得られないか検討した。また、

ユ ー イ ン グ 肉 腫 細 胞 株 で は Nuclear 

factor-κB（NF-κB）活性化受容体リガン

ド（RANKL）の高発現がみとめられることが

報告されている(LauYS et al. Br.J.Can 

2007.96)。このことからビスフォスフォネ

ートを添加しその効果を検討し、さらにMSC

との共培養による効果を調べることを計画

した。MSC による抗腫瘍効果が、難治である本

疾患の新たな治療戦略の確立の一助となること

が期待される。 

 

３．研究の方法 

(1)Ewing 肉腫細胞株（RD-ES, HS-ES）を

培養し、その技術を確立する。MSC につい

てはヒト骨髄間葉系幹細胞 hMSC（TaKaRa 

PT-2501）、専用培地キット hMSC BulletKit

（PT-3001）を使用した。 

(2)  Apoptosis assay  

腫瘍細胞のアポトーシスを測定・評価

し抗腫瘍効果を確認した。 

 ① Annexin V による Apoptosis assay

を施行する。ApoAlert AnnexinV- 

FITC を用いて annexin V 陽性細胞

をフローサイトメーターを用いて

測定する｡  

② XTT assay を施行する。 

③ トリパンブルー染色を行う。 

(3)共培養 

①  Ewing肉腫細胞株に抗腫瘍剤を添加

しアポトーシスアッセイを行い効果



について評価する。また薬剤と腫瘍

細胞との比率を増減して至適濃度を

決定する。 

②  Ewing肉腫細胞株にhMSCを添加しア

ポトーシスアッセイを行う。 

③ 抗腫瘍剤を添加した条件で hMSC と

Ewing 肉腫細胞株を共培養し、アポ

トーシスアッセイを行う。抗腫瘍剤

投与量の比率、MSC の比率を経時的

に減し効果を検討する。 

(4)  RANKL（NF-κB 活性化受容体リガン

ド）測定 

Ewing 肉腫細胞株において ELISA を用

いて RANKL の発現を測定 (RANKL 

ELISA kit, BioMedica)する。 

この発現を確認した上で、ビスフォス

フォネート(ゾメタ)をEwing肉腫細胞

株に添加しアポトーシスを測定する。

ゾメタ添加下で hMSC と Ewing 肉腫細

胞株を共培養し、効果の差の有無を検

討する。ゾメタ投与量と MSC の比率を

増減し効果を検討する。 

 
４．研究成果 

(1)Ewing 肉腫細胞株に抗腫瘍剤を添加し、

annexin V によるアポトーシスアッセイ

を施行した(図１)。ならびに XTT アッセ

イを行った。 

 

（用いる抗腫瘍剤は Ewing 肉腫に効果が

高いといわれる薬剤を選択し、とくに感

受性の高かったビンクリスチン（VCR）

とドキソルビシン（DOX）を選択した） 

①Ewing肉腫細胞株にVCR, DOXをdoseを変

更して添加しアポトーシスアッセイを行

った。dose dependentにアポトーシスが

増強する傾向がみられた。 

 

②Ewing肉腫細胞株にｈMSCを添加し、同様

にアポトーシスアッセイを行った。 

ｈMSCのみではやや腫瘍細胞は減少したが

有意ではなかった。ｈMSCのdoseを経時的

に増量しても同様の結果であった。 

③Ewing肉腫細胞株にVCR、DOXを添加しさらに

ｈMSCを添加し共培養を行った。ｈMSCは

doseを経時的に変更して添加し効果を確認

した。dose dependentにアポトーシス効果

が増強する傾向が得られた（図2）。 

 

 

（共培養するｈMSCは 0.5*10e6～0.5*10e8/μL

まで dose を変更して投与している） 

(2)Bisphosphonateの添加について 

①Ewing肉腫細胞株においてRANKLの発現

がみとめられることが報告されている

（Zhou et al. Cancer104(8) 2005）今回

使用した細胞株においてRANKLの発現を

確認した（RANKL ELISA kit, BioMedica）。 

②Ewing肉腫細胞株にビスフォスフォネ

ート製剤ゾメタ(zometa, Novartis)を

添加しアポトーシスアッセイを施行、効

果について評価すると同時に薬剤と腫

瘍細胞との比率を増減して至適濃度を

図２ 
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決定する。ゾメタの投与によってアポト

ーシス効果は得られた。この効果はdose 

dependentであった。 

③Ewing肉腫細胞株にゾメタを添加し、

さらに抗腫瘍剤（VCR,DOX）を添加し共

培養を行った。ゾメタの投与によってア

ポトーシス効果が増強する傾向が認め

られた。 

④Ewing肉腫細胞株にゾメタ、抗腫瘍剤

の投与を行いさらにｈMSCの投与を行っ

た。ｈMSCの投与による抗腫瘍効果は増

強傾向であった。 

 

Ewing 肉腫細胞株に対して正常な MSC のみの

投与では有意な抗腫瘍効果はみとめられな

かった。しかし MSC の共存により抗腫瘍剤や

ビスフォスフォネートの抗腫瘍効果が増強

する傾向がみとめられた。この結果から MSC

は治療分子を腫瘍細胞へ効果的に到達させ

る担体として機能している可能性が示唆さ

れた。その機序については今後の検討課題と

なろう。また、今後はこの結果を確立したも

のとし、さらに近年ユーイング肉腫に対して

もその効果が期待されているチロシンキナ

ーゼインヒビターなどの分子標的薬と MSCの

共培養を試みたい。さらに近年、注目度の高

い脂肪細胞由来の MSC の樹立ができないか

の検討を行っており、その技術はほぼ確立し

ている。脂肪細胞由来の MSC は間葉系幹細

胞としての機能は保たれており、安定して必

要な細胞数が得られる注目度の高い細胞で

あり、臨床応用の点からも重要と考えている。

また、今後は、当初より計画していた in vivo

の系での検討を行いたいと考えている。 
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