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研究成果の概要（和文）：マウス肉腫モデルを用いた先行研究により、肢芽間葉系細胞系譜の細胞がユーイング
肉腫(EwS)の起源となることが示されているが、ヒト肢芽間葉系細胞を用いたEwSモデルに関してはこれまで樹立
されていなかった。本研究では、EwSの発症/悪性化機構の解明を行うために、ヒト多能性幹細胞から誘導した拡
大培養が可能な肢芽間葉系細胞(Expandable limb bud-like mesenchymal cells, ExpLBM)を用いた肉腫モデルの
構築を検討した。ExpLBM由来骨原基において、EWS/FLI1の発現誘導によりユーイング肉腫マーカー陽性な新たな
EwSモデルの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Although previous studies using mouse sarcoma models have shown that limb 
bud mesenchymal cell lineage cells are the origin of Ewing's sarcoma (EwS), no EwS models using 
human limb bud mesenchymal cells has been established. In this study, to elucidate the pathogenesis 
and malignant transformation mechanism of EwS, we established a novel sarcoma model using human 
pluripotent stem cell (hPSC) derived expandable limb bud-like mesenchymal cells (ExpLBM). When the 
expression of EWS/FLI1 was induced in ExpLBM-derived bone primordia, tumor that could be stained 
with EwS markers developed, indicating that a novel hPSC-derived EwS model has been established.

研究分野：腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EwSは小児や若年者といったAYA世代での発症例が多く、骨原発が約8割を占める少円形細胞腫瘍である。集学的
治療により遠隔転移がない症例の5年生存率は約7割に向上しているが、再発頻度も高く、遠隔転移を有する症例
では生存率は2割以下である。しかし、年間症例数が非常に少ない希少がんという性質上、多数の良質な臨床検
体を収集し解析を行うのも困難であることから、安定供給が可能かつ肉腫組織で確認されている表現型(組織
像、遺伝子発現プロファイルなど)及び遺伝子変異を模倣している腫瘍モデルの開発が求められている。したが
って、我々が開発した肉腫モデルは極めて有用な研究ツールになることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ユーイング肉腫は小児や若年者といった AYA世代での発症例が多い希少がんの一種である。
遺伝学的に約 85％弱の患者が融合遺伝子EWS/FLI1を有しており、約 10％ではEWS/FLI1
と TP53の遺伝子変異の両方が観察されている(JCO Precis Oncol. 2022)。限局例の 5年全
生存率（OS）は約 75％と改善されてはいるが、再発・転移を伴う患者の予後に関してはこ
こ数十年改善されていない点は解決すべき課題の一つである(J Clin Med 2021)。ユーイン
グ肉腫は骨盤、大腿骨、脛骨、肋骨、胸壁、臀筋、胸膜腔、頸筋などの骨および軟部組織で
の発症が認められているが(Nat Rev Dis Primers. 2018)、約 35％は肢芽間葉系細胞系譜に
由来する遠位骨格で発生し(Radiographics. 2013)、同系譜の細胞がユーイング肉腫の起源
である可能性が報告されている(Cancer Res. 2008 / J Clin Invest. 2014 / Oncogene. 2015)。
しかし、トランスジェニックマウスやヒト多能性幹細胞を用いた同腫瘍のモデル化は再現
性の点を含めて未だに困難であり(Plos one. 2011, Oncogene. 2016, Am J Tansl Res. 2021) 、
さらに希少がんという性質上、多数の臨床検体を用いた詳細な解析も困難であることから、
新規治療薬を開発する上で必須となる起原細胞並びに発症/増悪化機構に関する学術的知見
が不足している。 
 
２．研究の目的 
これまでに、我々はヒト多能性幹細胞から拡大培養が可能な肢芽間葉系細胞(Explandable 
limb bud mesenchymal cells, ExpLBM)を誘導する技術を開発することに成功しており
(Nat Biomed Eng. 2021)、同細胞はヒトの四肢発生を模倣して作成されていることから、
骨肉腫やユーイング肉腫の様に肢芽間葉系細胞系譜の細胞に由来する肉腫の病態モデルを
樹立するには適した細胞源であると考えられる。そこで本研究では、ExpLBM 由来軟骨オ
ルガノイドを用いた肉腫モデルの構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
1．TP53 欠損ヒト iPS 細胞株の樹立 
Addgeneより入手したpX459ベクターにTP53に対するgRNA配列を組み込んだ後、NEPA21(ニ
ッパジーン)を用いたエレクトロポレーションにてヒト iPS 細胞株 414C2 に導入した。プラ
スミド導入後に 1 µg/mlのピューロマイシン処理を 3 日間行うことでプラスミドが導入さ
れた細胞を選別し、次に 10 µM  Nutlin3aで 3日間処理を行うことで TP53 の機能欠損が生
じた細胞の選別を行った。その後、シングルコロニーピックアップを行い、0.1 µMのドキ
ソルビシン処理によって P21 の発現誘導が生じないクローンを選別した。 
 
2．ドキシサイクリン誘導的 3xFLAG-EWS-FLI1 発現系の構築 
Addgeneより入手したpiggyBAC発現ベクターであるPB-TAC-ERP2に ThermoFisherにて人工
遺伝子合成した pDONR221-3xFLAG-EWS-FLI1 を LR 反応にて導入した。その後、エレクトロポ
レーションにて 414C2(野生型)あるいは 414C2 TP53KO 株に PB-TAC-ERP2-3xFLAG-EWS-FLI1
を導入し、1 ug/ml のピューロマイシン処理を 3日間行うことでドキシサイクリン誘導的に
3xFLAG-EWS-FLI1 の発現が可能な細胞株を樹立した。 
 
3．ExpLBM の誘導と ExpLBM 由来軟骨オルガノイドの作成 
 ExpLBM ならびに ExpLBM 由来軟骨オルガノイドに関しては、以前に我々が報告した論文に
記載されている手法を用いて誘導を行った(Nat.Biomed. Eng. 2021)414C2(野生型)/ PB-
TAC-ERP2-3xFLAG-EWS-FLI1 ならびに 414C2 TP53KO/ PB-TAC-ERP2-3xFLAG-EWS-FLI1 株を原
始線条、側板中胚葉、肢芽間葉系細胞へと分化誘導した後、肢芽間葉系細胞の継続継代を行
うことで 414C2(野生型)/ PB-TAC-ERP2-3xFLAG-EWS-FLI1 ならびに 414C2 TP53KO/ PB-TAC-
ERP2-3xFLAG-EWS-FLI1 由来 ExpLBM を樹立した。 
 
4．NOD-SCID マウスへの ExpLBM 由来軟骨オルガノイドの皮下移植実験 
 CharlevsRiver より購入した NOD-SCID マウス(4 週齢、雌)にイソフルランの吸入麻酔を
行った後、側腹部の切開し ExpLBM 由来軟骨オルガノイドを移植した後に切開部位を縫合し
た。その後、0.1 mg/ml ドキシサイクリンと 1 % スクロースの飲水投与を行い、投与開始
3 ヶ月目に頸椎脱臼によって NOD-SCID マウスを安楽死させた。摘出した組織は 4%PFA にて
固定し、パラフィン包埋後に組織切片(厚み 0.4µm)を作成し組織学的解析を行った。なお、
本研究にて行った動物実験に関しては、岡山大学動物実験委員会の承認を得て行っている。 
 
 
 



 
４．研究成果 

1． TP53欠損による ExpLBMへの影響 

   TP53の機能が消失した ExpLBMを作成するために、ヒト iPS細胞株である 414C2に

TP53 の各 isoform 共通エクソンを認識する様に設計した CRISPR-Cas9 の系を導入した

後、MDM2 阻害剤である Nutlin3a で細胞を処理することで TP53 の発現増加で細胞死が

生じない細胞、つまり TP53 の機能が欠損した 414C2 株の樹立を行った(図 1)。野生型と

TP53 欠損株から ExpLBM を誘導した後、増殖性を WST-8 アッセイにて評価した結果、

TP53 欠損によって増殖性が向上することが分かった。また、0.1 µM のドキソルビシンで

ExpLBMを 1日処理したところ、TP53欠損株では P21の発現誘導が認められなかっただ

けではなく、ドキソルビシン誘導的な細胞死に関しても抵抗性が認められた。ウエスタンブ

ロットにて TP53 が両株において検出はされているが、これらの結果からフレームシフト

変異による TP53の機能欠損が生じたことが考えられる。現在、フレームシフト変異を確認

するためのゲノム配列解析を行っている。 

図 1．TP53欠損 ExpLBMの作成手順 

TP53 欠損ヒト iPS 細胞株を樹立した後、ExpLBM への分化誘導を行い、増殖性とドキソ

ルビシンに対する感受性への影響を解析した。TP53 欠損により、ExpLBM の増殖能は向

上し、ドキソルビシンに対する感受性も低下することが見出された。 

 

2．ヒト iPS細胞由来ユーイング肉腫モデルを用いた腫瘍起源細胞の同定 

 ドキシサイクリンによる3xFLAG-EWS-FLI1の発現誘導が確認された414C2(野生型)/ 

PB-TAC-ERP2-3xFLAG-EWS-FLI1 ならびに 414C2 TP53KO/ PB-TAC-ERP2-3xFLAG-

EWS-FLI1由来 ExpLBMから軟骨オルガノイドを作成した後、NOD-SCIDマウスに皮下

移植を行った結果、ドキシサイクリン投与群でヒトユーイング肉腫と類似した形態を有す

る細胞が観察される腫瘍の形成が確認された(図 2)。腫瘍に関しては野生型と TP53欠損株

の両株で認められたが、TP53欠損株の方が腫瘍の形成速度は早かった。また、腫瘍は軟骨

組織を覆う表在細胞から形成されている印象があることから、現在、空間トランスクリプト

ーム解析 VISUMと single RNAseqによる解析を行い、腫瘍の起源と悪性化機構の解明を

目指して実験を行っている。 



図 2．ExpLBM由来軟骨オルガノイドを用いた肉腫モデル 

ドキシサイクリン誘導的な 3xFLAG-EWS-FLI1 の発現系を組み込んだ野生型あるいは

TP53欠損型の ExpLBM由来軟骨オルガノイドを作成し、NOD-SCIDマウスへの皮下移植

後にドキシサイクリンの投与を行った。野生と TP53 欠損株の両株で腫瘍の形成が認めら

れたが、TP53欠損株では形成速度が早い。 
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