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研究成果の概要（和文）：オルガノイドモデルは、細胞を３次元培養することにより得られる人為的に創出され
た器官に類似した組織体である。今回、骨肉腫幹細胞を特徴づける遺伝子群を同定し、それらが発現する細胞か
ら骨肉腫オルガノイドを作成した。さらに、遺伝子Xは骨肉腫の新たな治療薬の分子ターゲットとなり得ること
を解明した。今後新たな骨肉腫治療薬の開発につながると考える。

研究成果の概要（英文）：Organoid models are artificially created organ-like tissue bodies obtained 
by three-dimensional culture of cells. In this study, we identified a group of genes that 
characterize osteosarcoma stem cells and created osteosarcoma organoids from cells expressing these 
genes. Furthermore, gene X was identified as a potential molecular target for new osteosarcoma 
therapeutics. We believe that this will lead to the development of new osteosarcoma therapeutics.

研究分野： 整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肉腫の進展・肺転移のメカニズムに関する基礎的な研究は、２次元培養下での肉腫細胞を用いられてきたが、実
際の３次元的に構成される肉腫とは大きく異なることが問題であった。我々の研究により、実際の３次元の肉腫
の姿を試験管内で再現できることがわかり、治療薬の開発に大きく寄与すると考えられる。また、我々が見出し
た遺伝子Xは、骨肉腫の新たな治療薬の分子ターゲットとなり得ると考える。

※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 
 

肉腫は、骨や軟部組織などの中胚葉由来の組織から発生する悪性腫瘍である（図１）。抗がん
剤治療の導入により生命予後は改善したが、40%の症例は多発肺転移を来し、現在においても有
効な治療法は存在しない。肉腫治療薬の研究開発が進まない理由として、①肉腫は希少疾患であ
るうえに、さらに 200 種類以上の異なった組織型が存在
するため、多数の臨床サンプルを用いた解析が困難 ②
実際の肉腫には、空間的・時間的な腫瘍内 heterogeneity
が存在し、単層培養での抗腫瘍効果を指標に開発された
治療薬は、実際の肉腫には低い治療効果しか認めないこ
とが多い ③単層培養では再現できない肉腫細胞間、肉
腫細胞-間質細胞間、肉腫細胞-基質間のコミュニケーシ
ョンが、肉腫進展には重要であることなどが挙げられ
る。したがって、治療薬開発のためには、実際の肉腫を
試験管内で再現し、解析できるような研究モデルを構築
することが課題である。 

近年、「自己複製能」と「多分化能」「薬剤抵抗性」な
どの性質を有する“がん幹細胞”の存在が明らかとなっ
ている。肉腫幹細胞は、肉腫薬物療法の重要な標的とな
り得ることから、side population 法や ALDH, CD133, 
CD117/Stro-1, CD271 などをマーカーとした分離が試
みられているが[1,2]、確立した肉腫幹細胞は存在しな
い。肉腫の発生・進展、転移のメカニズムを解明し、治
療薬を開発するためには肉腫幹細胞の分離・同定が必要
である。 
一方、多能性幹細胞や生検サンプルからの細胞を利用

したオルガノイド研究が盛んになってきた。オルガノイ
ドモデルは、細胞を３次元培養することにより得られる
人為的に創出された器官に類似した組織体であり、解剖
学的・機能的に生体に近い特徴を示すことから、これまで
解析が困難であった様々な生命現象に迫ることが可能で
あり、肉腫の進展・分化を解明するためには最適のモデル
と考えられる。研究代表者らは、これまでアルジネートを
scaffold とする骨肉腫細胞株の 3 次元培養に取り組み一
定の成果を挙げてきた[3,4]（図２）。しかし、このモデル
では腫瘍-基質、腫瘍-間質細胞などの腫瘍細胞周囲の微小
環境が充分再構成されておらず、さらに改良したオルガ
ノイドモデルの確立が急務であるとの考えに至った。 
 
２．研究の目的 
 
(1) ヒト臨床サンプルおよびマウス骨肉腫細胞株を用いて、数千の細胞の個々の遺伝子発現プロ
ファイリングができる sc-RNAseq を行い、肉腫を構成する多様な細胞を機能的に分類し、肉腫
幹細胞に特異的に発現する分子群を同定し、肉腫幹細集団を分離・抽出する。 
(2) 分離した肉腫幹細胞を用いて真の肉腫に近い性質を持ったヒト肉腫オルガノイドモデルを
構築する。培地にニッチ刺激因子（IGF-2, BMP, FGF など）を添加することにより、生体内の
肉腫を mimic する条件を決定し肉腫の進展・進化を再現する。さらにヒト肉腫オルガノイドを
マウスに移植することで、オルガノイドと肺転移巣に共通して含まれる細胞群を抽出し、肺転移
に必須のマーカーを同定する。  
(3) この研究で確立した肉腫幹細胞と肉腫オルガノイドモデルを用いて、肉腫進展・肺転移のメ
カニズムを明らかにするとともに、新たな治療薬の分子ターゲットの同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞および細胞培養 
細胞はヒト骨肉腫細胞株である HOS, SaOS2, マウス骨肉腫細胞株 LM8、そして 38 歳男性、

左上腕骨に発生した骨肉腫（初診時肺転移あり）からの初代培養細胞株を用いた。初代細胞は生
検組織を実験用ハサミで細片化した後、ディスパーゼで高所処理して細胞を回収した。スフェロ
イドの形成は、マトリジェル基底膜マトリックス（Corning 社）を用いた。培養細胞株は 10%牡
牛血清添加 DMEM を、初代培養細胞は、20%牡牛血清添加 DMEM を用いて 37℃、5％CO2 下



で培養を行った。 
 
(2) 培養細胞の固定、HE 染色、蛍光免疫染色 
培養細胞 2% PFA/0.1% TritonX-100 で 15 分間固定した後、HE 染色または免疫蛍光染色を行

った。スフェロイド内部構造の観察は、15%および 30% Sucrose 処理した後、凍結組織包埋剤
(OCT コンパウンド)に包埋後、クライオスタットにて薄切することにより行った。細胞の免疫染
色、ウエスタンブロッティングに使用した抗体を列挙する。Anti-VEGF Receptor 1 抗体 [Y103] 
(ab32152) (Abcam)、VEGF Receptor 2 (55B11) Rabbit mAb #2479 (Cell Signaling Technology)、
PDGF Receptor β (28E1) Rabbit mAb #3169 (Cell Signaling Technology)、Oct-3/4 抗体(C-
10): sc-5279 (Santa Cruz Biotechnology)、Anti-Nanog 抗体 (ab80892) (Abcam)、Anti-CD133 
抗体 (ab19898) (Abcam) 。 
 
(3) 電子顕微鏡解析 
スフェロイドを Glutaraldehyde, osmium tetroxide で固定後、エタノールで脱水、isoamyl 

acetate, liquid carbon dioxide 処理し、gold palladium で metal coating した後、Transmission  
Electron microscope H7650 (Hitachi)にて観察した。 
 
(4) 細胞の分化誘導 
形成されたスフェロイドにニッチ刺激因子（IGF-2, BMP, FGF など）を添加することにより、

分化誘導を確認した。 
 
(5) アリザリンレッド染色 
石灰化した骨結節の染色は、カルシウムに対し結合する色素・アリザリンレッド S を成分と

する染色キット（石灰化染色キット：コスモ・バイオ株式会社）を用いた。 
 
(6) マウスへの骨肉腫幹細胞移植実験 
マウスは C3H マウスを用いた。C3H マウスにマウス骨肉腫細胞株から誘導されたスフェロ

イド 1 つ（細胞数は約 100）を背部皮下に移植した。 
 
(7) 1 細胞遺伝子発現解析 

LM8 からスフェロイドを 200 個単離し、1 細胞遺伝子発現解析（scRNA-seq）を行った。
scRNA-seq のライブラリー調製は Chromium (10xGenomics) を用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 骨肉腫幹細胞の単離 

まず、左上腕に発生した 33 歳男性の骨肉腫患者の生検組織から作成した初代骨肉腫培養細胞
から骨肉腫幹細胞を単離することを試みたが、当初培養骨肉腫細胞の培地内での増殖が不安定
であったため、マウス骨肉腫細胞株（LM8）を用いて、マトリジェル内で 3 次元培養を行うこ
とで幹細胞単離を行った。LM8 を 10%FBS 添加培地で培養し、これを 24 穴プレート上のマト
リジェルに植え替え、37℃
で 3 次元培養を行った。
5000細胞/wellの濃度で細
胞培養を開始した場合に
は、約 5 個のスフェロイド
が形成されることから、
LM8 のうち 0.1％程度の
細胞が 3 次元培養可能と
なる幹細胞の特性を持っ
ていると考えられた。（図
３a）また、このスフェロ
イドにおける幹細胞マー
カー遺伝子の発現を Real 
–time PCR で確認したと
こ ろ 、 親 株 に 対 し て
Oct3/4, CD133、Nanog な
ど幹細胞マーカー遺伝子
が高発現していることが
確認できた。また、これら
の遺伝子のタンパクレベ
ルでの発現を免疫蛍光浅
色で確認したところ、
Oct3/4、CD133、Nanog が



強く発現していることを、確認できた。(図３b)。さらにこの、スフェロイドの凍結切片を作製し
て内部構造を確認したところ、細胞はスフェロイドの外層 1～２層に存在し、内部には結合組織
が満たされていることがわかった（図３c）。さらに、電子顕微鏡での SEM 像では球形のスフェ
ロイドを観察することができた（図３d）。さらに、このスフェロイドに骨分化刺激因子（IGF-2, 
BMP, FGF）を投与したところ、アリザリンレッド染色で強く染色されることがわかった（図３
e）。以上のことから、我々が分離した骨肉腫細胞スフェロイドは、骨肉腫幹細胞の性質を有して
いると考えられた。さらに、スフェロイド構成細胞がドキソルビシンに対して薬剤抵抗性である
ことを確認した。 
 
(2) LM8 のスフェロイドを用い
た scRNA-seq 解析を行った。
scRNA-seq のライブラリー調
製 は Chromium 
(10xGenomics) を用いた。得ら
れたデータから肉腫幹細胞らし
い特徴を持つ細胞集団を推定し
その集団のマーカーを同定する
のが目的である。その結果、肉
腫幹細胞を特徴付ける 5 つの候
補遺伝子（遺伝子 X を含む）を
抽出した。そのマーカー遺伝子
でピックアップした細胞は、①
より強い多分化能を持つこと 
②スフェロイド形成能を保持し
ていること ③自己複製能を有
していること ④10 個の細胞を
C3H マウスに移植しただけで、
安定的に腫瘍を形成することを
確認した（図４）。 
 
(3) 抽出した候補遺伝子のうち、治療への最も良いターゲットを同定するために、現在並行して
行っている肉腫細胞株を用いた研究データを参考にした。９種類の肉腫細胞株を用いて
CRISPR-Cas9 （ clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR 
associated proteins）スクリーニングの手法で、細胞増殖に強く関与する遺伝子の網羅的解析を
行い、さらに Cancer Dependency Map 上のデータを活用し、肉腫増殖に必須の 6 遺伝子を抽
出した。その内、遺伝子 X は、我々が抽出した骨肉腫幹細胞を特徴付ける５つの遺伝子のうち
の１つでもあった。遺伝子 X の発現量と予後との関係を Kaplan-Meier 法で検証したところ、
遺伝子 X は予後悪化因子であることがわかった(図５)。遺伝子 X は、データベースの解析から
多くの癌で高発現しており（図６）、肝臓癌、頭頸部癌、白血病（AML）では、高発現群は予後
不良であることから、遺伝子 X の阻害剤は肉腫以外の治療薬としても有望と考えている。現在、
shRNA を用いて遺伝子 X のノックダウンを行い、増殖能（細胞増殖曲線）、細胞周期（Flow 
Cytometry）、アポトーシスなど in vitro での形質の変化を解析している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) マトリジェル内のオルガノイドに数種類の成長因子を添加することで得られたオルガノイ
ドは病理組織学的には、一部骨肉腫の特徴を兼ね備えてはいるものの、基質形成に乏しいため、
血管内皮細胞と間葉系細胞との共培養が必須であるとの仮説を立てた。得られた肉腫幹細胞を
用いて生体内の肉腫に近い性質を持った肉腫オルガノイドモデルの構築を目指した。間葉系幹
細胞（MSC）との共培養を行ったところ、腫瘍細胞が産生する類骨の形成が劇的に増加し、病
理組織組織学的にも骨肉腫に近い形態を示すことを確認しつつある。 
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