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研究成果の概要（和文）：希少がんである骨肉腫細胞からiPS細胞作製技術を応用して幹細胞の性質を併せ持つ
骨肉腫幹細胞を作製し，その性質について検討を行った．
骨肉腫細胞株MG-63にOCT3/4・KLF4・SOX2を遺伝子導入することで，骨肉腫とがん幹細胞の特性を持つ細胞の作
製に成功した．同細胞は，幹細胞マーカーの発現上昇、細胞増殖能低下、薬剤耐性能・細胞遊走能・骨形成能の
増強を認め，In vivoでの腫瘍形成能増強と腫瘍組織内の悪性度上昇を認めた。本研究によって，骨肉腫細胞に
特定因子を導入することでがん幹細胞の特性を獲得し得ることが明らかとなり，骨肉腫の新たな病態理解や治療
標的分子の同定，新規治療開発が期待される．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to generate the cancer stem cell (CSC)-like cells from 
human osteosarcoma cells by introducing reprogramming factors, and to reveal the obtained cell 
characteristics.
We could obtain the osteosarcoma stem cells by transduction of OCT3/4-KLF4-SOX2 genes into a human 
osteosarcoma cell line MG63. mRNA expression of reported CSC markers significantly increased in the 
cells. In the cells, WST-8 assays revealed that significantly lower cell proliferation and higher 
chemo-resistance were observed. After osteogenic induction, strongly positive staining of Alizarin 
red S and ALP was also observed. In vivo experiments, tumors from the cells were significantly 
larger in size, and strong immunopositivity of Ki-67, Osteocalcin and HIF1-α was observed. We could
 generate the osteosarcoma stem cells by introducing reprogramming factors. This method could be 
useful to elucidate the molecular mechanisms and the effective therapeutic targets in human 
osteosarcoma.

研究分野： 骨軟部悪性腫瘍
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，希少かつ治療困難な骨肉腫において，iPS細胞作製に用いられる技術を応用することで骨肉腫幹細胞
を得ることに成功した初めての研究である．この成功によって骨肉腫においてもがん幹細胞研究を遂行すること
が可能となる革新的な成果であり，学術的意義が非常に高い．また得られた細胞の特性を解析することは，骨肉
腫における幹細胞の機能を解明することに繋がり，骨肉腫の新たな病態理解や治療標的分子の同定とそれらに基
づく新規治療開発を行うことが期待出来る。とくに新規治療開発は限られた治療法しか存在しない骨肉腫の臨床
において，非常に有用な成果であり，社会的意義も非常に高いものである．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
骨・軟部組織に発生する悪性腫瘍である骨軟部肉腫は，本邦での罹患率は人口 10 万人に 3 人

未満の希少がんである．手術，化学療法，放射線治療を組み合わせた集学的治療が行なわれるが，
確立された治療法はいまだ存在せず，治療に難渋することも多い．また，補助療法である化学療
法，放射線治療による治療効果は非常に乏しいものであり，切除不能の進行例や再発，遠隔転移
例においては予後不良となることも稀ではない．手術侵襲の縮小化や再発，転移を予防する観点
から有効かつ副作用の少ない補助療法の確立が必要不可欠であるが，骨軟部肉腫の悪性化に寄
与すると考えられる要因についての解析はいまだ発展途上である． 
近年の幹細胞研究の進歩に伴い，がん組織においても『がん幹細胞 (Cancer stem cell)』と呼ば

れる未分化な細胞集団が存在し，がんの発生，再発や転移，治療抵抗性など，その悪性化に重要
であることが明らかとなってきた．骨軟部肉腫においても，同様にがん幹細胞様細胞 (肉腫幹細
胞 Sarcoma stem cell)が存在し，腫瘍発生や悪性化，治療抵抗性への関与を示唆する報告がなさ
れつつある．『がん幹細胞』の性質や機能を解析することは，再発や転移の予防，治療に対する
反応性の向上に繋がり，がん治療における新たな breakthrough となることは言うまでもなく，と
くにいまだ治療困難かつ非常に希少である骨軟部肉腫領域において，その意義は非常に高い．し
かし，極めて少数の細胞集団である『がん幹細胞』を腫瘍組織から分離・同定することは非常に
困難かつ労力を要するため，研究の進歩に大きな妨げとなっている． 
 
２．研究の目的 

iPS 細胞(Induced pluripotent stem cell)は，山中らが世界で初めて作製に成功した体細胞に極少
数の遺伝子を導入することで得られる多能性幹細胞であり，幹細胞研究における breakthrough と
なった．本研究の共同研究者である青井らは，この iPS 細胞作製技術を用いて大腸がん細胞株か
ら幹細胞の特性を有する人工大腸がん幹細胞を作製することに成功した．この iPS 細胞作製技術
による人工がん幹細胞作製の成功は，がん幹細胞研究に用いるサンプルの量的および時機的制
約を解消するものであり，がん幹細胞機能の解明や新規治療法開発において革新的な手法とな
る可能性が極めて高い．本研究でもこの技術を用いることで，効率的に人工骨肉腫幹細胞を作製
することが可能となり，非常に希少な腫瘍型である骨肉腫においてもがん幹細胞研究を遂行す
ることが可能となる．本研究の目的は，希少かつ治療困難な骨軟部肉腫の再発・転移，治療抵抗
性に関わる因子の解明を目指す『がん幹細胞』研究のため，代表的な骨軟部肉腫である骨肉腫に
対して iPS 細胞作製技術による人工骨肉腫幹細胞の作製を行い，得られた人工骨肉腫幹細胞の機
能解明を行うことである． 
 
３．研究の方法 
  本研究では，骨肉腫の基礎研究において広く用いられている骨肉腫細胞株を用いて，iPS 細胞
作製技術による人工骨肉腫幹細胞の作製を行い，同細胞の幹細胞特性，腫瘍増生，治療抵抗性に
ついて，下記のごとく，形態学的，組織学的，分子生物学的に評価した． 
(1) ヒト骨肉腫由来細胞株を用いた人工骨肉腫幹細胞の作製 
本研究において, 遺伝子の導入には安定して長期間導入効果の得ることができる方法として

レトロウイルスを用いた方法を選択した. 親細胞株としてヒト骨肉腫細胞株 MG-63 を用い，レ
トロウイルスベクターにて OCT3/4，KLF4，SOX2 を導入した MG-OKS 株，コントロールとして
GFP を導入した MG-GFP 株を作製し，リアルタイム PCR (RT-qPCR)にて導入遺伝子の発現を確
認した.  
 
(2) 人工骨肉腫幹細胞における幹細胞特性の評価 
 過去にがん幹細胞関連マーカーとして報告のあった表面マーカー (CD24，CD26，CD133)の発
現量を RT-qPCR，細胞の形態を位相差顕微鏡，上皮間葉転換能  (E-cadherin，Vimentin)を
immunoblot analysis，細胞増殖速度・ドキソルビシンに対する薬剤耐性能を WST-8 assay，薬剤耐
性に関連した遺伝子として ABCB1 の発現量を RT-qPCR，遊走能を Wound healing assay，自己複
製能を Sphere formation assay (低接着・血清飢餓状態で培養)を行い評価した．また骨肉腫の特性
である骨分化能として，骨分化培地で 3 週間培養後の骨形成能をアリザリンレッド染色，ALP 活
性を ALP 染色で評価し，骨形成因子である BMP2，4，6 の発現量を RT-qPCR で評価した．ま
た，マイクロアレイを用いて網羅的遺伝子解析を行い，MG-OKS 株で変動している遺伝子を抽
出した．さらに Gene ontology 解析にて抽出遺伝子の傾向を探索し，得られた signal から細胞周
期・上皮間葉転換・上皮関連因子について検討した． 
 
(3) 人工骨肉腫幹細胞の腫瘍形成能の評価 

5 週齢雄のヌードマウス (Balb/c-mu)の背部に親細胞株，MG-OKS 株および MG-GFP 株を 200
万細胞皮下移植して xenograft を作成した．8 週間経過後，形成された腫瘍体積を μCT で計測し，
腫瘍組織内の評価として Ki-67，Osteocalcin，HIF1-αの発現を蛍光免疫染色で検討した． 
 
４．研究成果 
(1) ヒト骨肉腫由来細胞株を用いた人工骨肉腫幹細胞の作製 



 レトロウイルスベクターにて OCT3/4，KLF4，SOX2 を導入した MG-OKS 株において，導入遺
伝子が有意に上昇していることを qPCR にて確認した (図 1)． 

 
(2) 人工骨肉腫幹細胞における幹細胞特性の評価 
 次に，(1)で得られた MG-OKS 株の特性について評価した．MG-OKS 株では，過去に他のがん
腫で報告のある幹細胞表面マーカーCD24，CD26，CD133 の発現が qPCR にて上昇していた (図
2)．遺伝子導入による細胞形態の変化について，位相差顕微鏡を用いて評価したところ，親細胞
株と MG-GFP 株では紡錘形の形態を示すのに対し，MG-OKS 株では菲薄化した細胞質と伸長す
る突起形成を認めた (図 3)．上皮間葉転換能について，上皮マーカーである E-cadherin，間葉系
マーカーである vimentin を immunoblot analysis で評価したところ，MG-OKS 株で E-cadherin の
発現低下と vimentin の発現上昇を認めた (図 4)．細胞増殖速度および薬剤耐性能の評価では， 
MG-OKS 株では細胞増殖速度の有意な低下とドキソルビシンに対する薬剤耐性能の増強を認め，
さらに RT-qPCR にて薬剤耐性関連遺伝子 ABCB1 の発現量上昇を認めた (図 5)．Wound healing 
assay では，MG-OKS 株で遊走能の上昇を認めた (図 6)．自己複製能の指標となる sphere formation 
assay では MG-OKS 株において sphere 形成能が有意に高かった (図 7)．骨分化能の評価では，
MG-OKS 株においてアリザリンレッド染色および ALP 染色が共に強い染色を示し，RT-qPCR に
骨形成因子である BMP2，4，6 の発現上昇を認めた (図 8)． 

 
上記結果から，in vitro において作製した MG-OKS 株は，幹細胞関連表面マーカーの発現，低

い細胞増殖能， 高い薬剤耐性能，高い細胞遊走能，高い sphere 形成能，高い骨分化能を示し，
がん幹細胞の特性を獲得していた．また，この細胞では形態的な変化とともに，EMT 能の亢進



を認めるという特性を示した． 
マイクロアレイによる網羅的遺伝子解析では，親細胞株および MG-GFP 群と比較して MG-

OKS 株で 10 倍以上発現強度が上昇した遺伝子を gene ontology 解析すると，“epidermis 
development”，“skin development”，“cornified envelope”など上皮に関連した term で P 値が低い結
果であった (図 9)．また，得られたすべての signal から細胞周期・上皮間葉転換・上皮に関連し
た遺伝子について抽出した．MG-OKS 株では，細胞周期に関連した遺伝子として CDKN1A・RB1
の上昇と CDK4・CCND・PCNA・MYC の低下，上皮間葉転換を調整する遺伝子として HIF-1α・
TWIST の上昇と E-cadherin の低下，上皮に関連した遺伝子として S100A2・KRT6A・SPRR2A・
CALML5・SPRR1A の上昇を認めた (図 10)． 

マイクロアレイによる解析において，間葉系細胞由来の腫瘍である骨肉腫より作製したがん
幹細胞様細胞にて上皮に関連した遺伝子が上昇していた点は非常に興味深く，治療標的や予後
予測マーカーになる可能性が示唆された． 
 
(3) 人工骨肉腫幹細胞の腫瘍形成能の評価 
作製した MG-OKS 株が生体内でどのような phenotype を示すかを検討した．5 週齢雄のヌード

マウス (Balb/c-mu)の背部皮下に親細胞株，MG-OKS 株および MG-GFP 株を 200 万細胞皮下移植
して xenograft を作成し，in vivo での検討を行った．皮下移植 8 週後の腫瘍体積は MG-OKS 株で
有意に大きく (図 11)，MG-OKS 株では悪性度の指標である Ki-67，骨分化能の指標である
Osteocalcin，組織内低酸素環境の指標である HIF-1αの有意な発現上昇を認めた (図 12)． 

 
 
 本研究では，骨肉腫細胞株に特定の遺伝子を導入することで細胞増殖能・細胞遊走能・自己複
製能・骨分化能・腫瘍形成能などの観点からがん幹細胞特性を持つ細胞を作製することに成功し，
その細胞を網羅的遺伝子解析することで上皮に関連した遺伝子を含むいくつかの遺伝子の発現
が上昇していることを示した．本研究で用いた手法は，side population 法や sphere 法，表面マー
カーを用いた抽出など，過去にがん幹細胞の同定方法として報告されている方法では研究に十
分量のがん幹細胞の採取が困難であるという問題点を解決し，骨肉腫の治療ターゲットの探索
や病態解明に有用である可能性が示された． 
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