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研究成果の概要（和文）：ヒアルロン酸（HA）は悪性腫瘍の成長、運動、浸潤において重要な役割を果たす。今回我々
はMPNSTにおけるHA発現の予後への影響を調査した。多変量解析において腫瘍の大きさは全生存期間に影響し、HA発現
と腫瘍の大きさは無病生存期間の予後因子であった。さらに、HA合成阻害剤の肉腫細胞株に対するHA発現、細胞外マト
リクス、in vitroとin vivoにおける腫瘍原性への影響を調査した。MUは腫瘍増殖、運動、浸潤を抑え、同種移植モデ
ルにおいて腫瘍成長を抑制し、組織におけるHA発現を減少させた。これらの結果は骨軟部肉腫におけるHAターゲット治
療の分子標的薬増感作用の可能性を示唆するものであった。

研究成果の概要（英文）：Hyaluronan (HA) is known to have pivotal roles in the growth, migration and 
invasion of malignant tumors. We initially investigated the prognostic value of HA in patients with 
malignant peripheral nerve sheath tumors (MPNST). In multivariate analysis, large tumor size was an 
independent prognostic factor for overall survival, and HA expression and tumor size were independent 
prognostic factors for disease-free survival. We also investigated the effects of 4-Methylumbelliferone 
(MU) on bone and soft tissue sarcoma cell lines. MU treatment inhibited extra-cellular matrix, HA 
accumulation, cell growth, cell motility, and cell invasiveness. In vivo, administration of MU inhibited 
the tumor growth in isograft models of Rat chondrosarcoma cells. These data suggest that MU might be a 
therapeutic candidate for sarcomas via suppression of HA synthesis and accumulation. HA-targeting therapy 
may have potential as a sensitizer of molecular targeted therapy.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 

（１）近年、骨軟部肉腫に対する抗がん剤治

療成績は向上しておらず、骨肉腫に対しては

抗がん剤治療が確立されているが、この 30

年近くめざましい治療成績の改善はみられ

ない。軟部肉腫に対する抗がん剤治療もエビ

デンスに乏しく、強く推奨されるものではな

い。また抗がん剤感受性は同じ種の肉腫であ

っても症例によって異なる。Ewing肉腫や横

紋筋肉腫といった抗がん剤感受性のある腫

瘍と比較し、抗がん剤抵抗性を示す骨軟部肉

腫 の 多 く は ① 不 均 一 に 構 成 さ れ た

（heterogeneous）腫瘍であること、また②

細胞外マトリックスが豊富であることが大

きな違いである。①の heterogeneousな肉腫

に対する治療成績向上には、オーダーメイド

の抗がん治療の開発などが必要となるが、②

の細胞外マトリックスの制御を介した薬剤

増感法は肉腫全体に応用が可能である。 

 

（２）近年、肉腫の領域においても

Receptors/Growth factors (IGF1R, PDGFR, 

c-Kit な ど ) 、 Intracellular signaling 

molecules (mTOR 、 SRK な ど ) 、 Cell 

cycle/Apoptosis (TRAILなど)、Angiogenesis 

(VEGF など)など様々な標的分子をターゲッ

トとした薬剤による clinical trialが行われて

いる。ただ、一部の分子標的治療薬では有効

性が報告されているが、肉腫の組織型などに

よってはその有効性が示されず、軟骨肉腫な

どでもその有効性が示されていない。分子標

的薬においても、豊富な細胞外マトリックス

が肉腫の薬剤抵抗性に関与している可能性

があり、ヒアルロン酸を中心とした細胞外マ

トリックスの制御による抗腫瘍効果の研究

を発展させ、細胞外マトリックス制御による

分子標的治療薬増感効果法が開発されれば、

幅広い種類の骨軟部肉腫に対し分子標的治

療薬の応用が可能となる。 

 

２．研究の目的 

（１）最初に本研究は肉腫におけるヒアルロ

ン酸発現の予後への影響をみるために、軟部

肉腫の一種である悪性末梢神経鞘腫瘍

（MPNST）におけるヒアルロン酸発現と予

後との関係を検証した。 

 

（２）細胞外マトリックスの制御に焦点を当

て、分子標的治療薬の効果増強を幅広い組織

型の肉腫へ応用することを可能とするため、

各肉腫細胞におけるヒアルロン酸ネットワ

ークを明らかにすることを目的とした。今回

は ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 阻 害 MU

（4-Methylumbelliferone）の各肉腫株（ラ

ット軟骨肉腫株 RCS、MPNST株 sNF96.2）

に対する効果を検証した。 

 

 

３．研究の方法 

本研究では、がんと比較して細胞外マトリ

ックス形成が豊富な骨軟部肉腫に関して、そ

の細胞外マトリックス・細胞膜上受容体・細

胞内シグナル伝達のネットワークを明らか

にし、これらをターゲットとした抗がん剤感

受性の新規増感法を確立するため、以下の方

法で肉腫のヒアルロン酸ネットワークを検

証した。 

 

（１）悪性末梢神経鞘腫瘍（MPNST）にお

けるヒアルロン酸発現と予後 

MPNSTにおけるヒアルロン酸発現を評価し

た。患者から採取した神経線維腫の 15 組織

と MPNST の 30 組織の HABP(Hyaluronic 

acid binding protein)染色を行い染色性に応

じてスコア化した。ヒアルロン酸合成酵素

（HAS）1-3を MPNSTの 22組織について

免疫染色した。 

 

（２）in vitro における各肉腫細胞株におけ

る細胞外マトリックス、ヒアルロン酸合成酵



素に対する影響 

HABP 染色によるヒアルロン酸染色、

Perticule exclusion assayによる細胞外マト

リックス、MTT assayによる増殖能、Boyden 

Chamberによる運動能、Matrigel assayに

よる浸潤能の評価をラット軟骨肉腫株 RCC

と MPNST の細胞株 sNF96.2 において行っ

た。 

 

（３）ラット軟骨肉腫モデルにおけるヒアル

ロン酸合成阻害薬の影響 

 ラット軟骨肉腫の同種皮下移植モデルに

おいてMU投与（100mg/body/日、連日投与）

を行い、腫瘍体積を評価した。 

 

 

４．研究成果 

（１）悪性末梢神経鞘腫瘍（MPNST）にお

けるヒアルロン酸発現と予後 

 HABP 染色の陽性は神経線維腫よりも

MPNSTの方が多く見られた(P = 0.020)。単

変量解析でヒアルロン酸発現、年齢、神経線

維腫症 1型、腫瘍の大きさ、組織学的グレー

ドが全生存における MPNST 患者における

予後因子であり、一方、ヒアルロン酸発現、

神経線維腫症 1型、組織学的グレードは無病

生存に関連した。ヒアルロン酸合成酵素

（HAS）1-3 発現は全生存にも無病生存にも

影響しなかった。多変量解析では腫瘍の大き

さ(P = 0.022)は独立した全生存への予後因子

であり、ヒアルロン酸発現(P = 0.028)と腫瘍

の大きさ(P = 0.002)は無病生存における独立

した予後因子であった。In vitroにおいても

神経線維腫細胞と比較してヒト MPNST 細

胞はヒアルロン酸の高い染色性を認めた。以

上の結果よりヒアルロン発現は MPNST と

神経線維腫の鑑別に有用であり、無病生存と

相関した。MPNSTに対するヒアルロン酸を

ターゲットとした治療が期待された。 

 

（２）ヒアルロン酸合成阻害剤MUによる軟

骨肉腫のヒアルロン酸発現、細胞外マトリク

スへの影響 

 HABP による染色では RCS 細胞に

MU0.1mM と 1.0mM を加え 24 時間治療を

行った後では control と比較してヒアルロン

酸の染色性が低下した。さらに Perticule 

exclusion assayにおいてもMUの濃度依存

性に細胞外マトリクスの面積の減少を認め

た。sNF96.2においても同様の結果であった

（図 1）。 

 

 

 

（３）ヒアルロン酸合成阻害剤による RCS

細胞の増殖能、運動能、浸潤能への影響 

ヒアルロン酸合成阻害薬のMUを RCS細胞



に 24、48、72時間投与したところ、24、48、

72時間のすべてにおいて 0.1mM以上の濃度

で RCS細胞の増殖を抑えた。1.0mMのMU

では運動能を抑制し、0.1mM と 1.0mM の

MU投与では浸潤能を抑制した。sNF96.2で

も 24、48、72時間のすべてにおいて 0.1mM

以上の濃度で MU は sNF96.2 細胞の増殖を

抑え（図 2）、1.0mM の濃度で運動能と浸潤

能を低下させた。 

 

 

（４）MU投与によるHAS1-3mRNA発現へ

の影響 

 0.1mM、0.4mM、1.0mMの濃度のMU投

与 に お け る RCS 細 胞 に お け る

HAS1-3mRNA 発現への影響を 12 時間後に

観察した。いずれの濃度においても

HAS1-3mRNA発現への影響は認めなかった。

sNF96.2 では 12 時間の 1.0mMMU 治療で

HAS2とHAS3mRNA発現が減少した。 

 

（５）ラット腫瘍移植モデルにおけるMU投

与への影響 

 RCS細胞をラットの皮下に移植し、同系移

植モデルを作成した。MU投与(100mg/body/

日、連日投与)により評価後 7週より腫瘍増殖

は MU 投与群で有意に抑制された(P<0.05)

（図 3）。ヘマトキシリン-エオジン染色では

コントロールと MU 投与群における明らか

な差を認めなかったが、HABP染色において

MU投与ではヒアルロン酸の染色性が減少し

た。 

 

 これらの結果より軟骨肉腫、MPNSTの各

細胞株において細胞外マトリックスおよび

ヒアルロン酸発現は細胞増殖、運動能、浸潤

能に重要な働きを持っており、分子標的治療

薬を含む肉腫治療の効果増強が期待された。 
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