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研究成果の概要（和文）：軟骨肉腫(Chondrosarcoma: CS)は、腫瘍性軟骨の形成を特徴とする悪性腫瘍である。化学療
法・放射線治療に抵抗性で現在でも予後不良であるが、病態解明は進んでいない。本研究では、CSの悪性化機構を特に
CS幹細胞に注目して解析し、CS予後改善のための新規治療法の開発を目指した。その結果、CS幹細胞はS100A4蛋白質や
Type I collagenを発現することが示唆された。また、肉腫幹細胞は薬剤耐性とも関与していると考えられるため、CS
の薬剤耐性株を作製した結果、薬剤排出ポンプであるP糖蛋白が強発現していることを確認、CSの新規化学療法の分子
標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Primary chondrosarcoma (CS) is the second most common primary malignant tumor of 
bone. Despite the continuous development and progress made in diagnostic techniques and auxiliary 
treatment, there is still no good treatment for CS at present. To develop new treatment for CS, we 
studied the oncogenesis of CS by focusing on the CS stem cells. We found that S100A4 and type I collgen 
were expressed in CS cell line that would have phenotype of CS stem cell by spheroid colony assay. We 
also established drug-resistance CS cell lines and the cell line expressed P-glycoprotein (Pgp), 
indicating that Pgp was able to be a candidate of molecular target of CS treatment.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)軟骨肉腫(Chondrosarcoma: CS)は、腫瘍
性の軟骨を形成するが骨・類骨形成を示さな
いことを特徴とし、悪性骨腫瘍のなかで 2番
目の発生頻度を持つ。化学療法、放射線治療
に極めて抵抗性であり外科的切除が唯一の
治療法である。CS には通常型、脱分化型、間
葉型などの組織型が存在する。CS の 5年生存
率は通常型高悪性度CSの場合約40%、間葉型、
脱分化型の場合は 20%以下と現在でも予後不
良である。よって、CS の悪性化機構の解明に
よる新規治療法の開発が、CS 予後改善のため
に必要である。 
 
(2)脱分化型 CS は高分化 CS 成分の中に未分
化の紡錘形細胞成分を含み、化学療法に強い
耐性を示す。よって脱分化型 CS の中には腫
瘍幹細胞様の性質を持った細胞、すなわち多
分化能や高い薬剤排出能を持つ細胞が多く
含まれている可能性がある。そのため脱分化
型 CS の病態を詳細に解析することにより、
CS 幹細胞の同定を初めとする CS の悪性化機
構の糸口がつかめると予想される。これまで
腫瘍幹細胞の研究は主として血液系腫瘍も
しくは癌腫を中心に行われ、腫瘍幹細胞を標
的とした新規治療法の開発が進められてい
る。一方、肉腫に関しての解析は進んでおら
ず、CS 幹細胞に関しての報告はない。 
 
(3)代表研究者は、骨肉腫(Osteosarcoma: OS), 
Ewing 肉腫(Ewing's family of tumora: EFT)
を中心に悪性骨軟部腫瘍の病態解明を系統
的に行っており、これまで、(1)肉腫細胞の
転移・浸潤機構の解明(Matsumoto Y, Jpn J 
Cancer Res,2001)(Kamura S, Br J Cancer, 
2010)(2)OS の薬剤耐性化機構の解明(Oda Y, 
Oncol Rep,2000)(3)EFT の悪性化メカニズム
の 解 明 (Matsumoto Y, Br J 
Cancer,2001)(Nakatani F,J Biol Chem 2003) 
(Matsunobu T,Cancer Res 2006)などの結果
を得ている。さらに、当研究施設においては
長期間にわたる CS 症例の蓄積があり、多数
の臨床検体が入手可能である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は CS 幹細胞が同定、CS 悪性
化を解明することにより、全く新しい CS 治
療法の基盤が確立することを目的とする。 
３．研究の方法 

 

本研究では軟骨肉腫悪性化機構のため、以
下の方法を用いた。 
 
(1)CS 細胞株、CS 臨床検体を用いた CS 幹細
胞の同定 
 脱分化型 CS 細胞株に加え、通常型 CS より
樹立された複数の細胞株を用いて、幹細胞様
細胞の濃縮、その幹細胞性を確認し、c-kit
を含む CS 幹細胞マーカーの同定を行う。CS
細胞株の解析により得られた CS 幹細胞マー
カーの CS 臨床検体での発現を検討する。 
  
(2)CS 幹細胞における幹細胞性維持機構の解
明 
 CS幹細胞と精製前のCS細胞間での遺伝子、
蛋白質発現の差異を網羅的に検討、幹細胞性
維持に必須な分子もしくは情報伝達経路を
同定する。 軟骨肉腫細胞株を用いた解析と
して本研究では、脱分化型軟骨肉腫(脱分化
型 CS)細胞株 NDCS-1(新潟大学、生越先生よ
りご供与)を含むCS細胞株を用いて研究を遂
行した。 
 
(A)Spheroid colony assay:非接着性のプレ
ートで培養し,球状のコロニーを形成させる
方法であり、神経幹細胞の純化、培養法とし
て開発された。継代を繰り返すことで、幹細
胞様細胞が濃縮されると予想される  (図 1) 
(B) Flowcytometoryによる表面抗原マーカー
の 解 析 お よ び Side population assay: 
Flowcytometry を用いて、癌腫や骨肉腫幹細
胞との関連が報告されている CD44, CD133, 
CD117 などの発現を検討する。さらに、濃縮、
分離した細胞の薬剤排出能をDNA蛍光色素を
用いた Side population assay で解析する。 
(C)幹細胞性に関与する遺伝子(Stemness 
genes)の発現解析:Oct3/4, Nanog, Sox-2 な
ど、いわゆる Stemness genes の濃縮細胞に
おける発現を、PCR 法などで検討する (図 2) 
(D) Differentiation assay: 濃縮細胞の、
骨、軟骨、脂肪細胞などへの分化能を検討す
る 
 
(3).CS 細胞における薬剤耐性機構の解明 
 腫瘍幹細胞はしばしば化学療法抵抗性を示
す事が報告されている。そのため、まず軟骨
肉腫の薬剤耐性株(耐性株)を作製する。その
後対照細胞と耐性株との間の遺伝子発現の
変化を DNA microarray にて検討することに
より、網羅性が高く、大量かつ高精度の結果
が得られると予想される。候補遺伝子を同定
後は、それらの遺伝子の詳細な機能を解析す



る。 
 
４．研究成果 
 
(1)Spheroid colony assay は非接着性のプレ
ートで培養し,球状のコロニーを形成させる
方法であり、神経幹細胞の純化、培養法とし
て開発された。NDCS-1 をこの Spheroid 
colony assay を用いて培養した結果、濃縮さ
れた細胞では幹細胞性に関与する遺伝子
(Stemness genes)である Oct3/4 や c-kit が
高発現していることを、PCR 法にて確認した。 
 
(2)上記(1)に引き続き、通常培養細胞群と
spheroid assayを用いて網羅的遺伝子解析を
行った。解析には、研究計画にて予定してい
た DNA microarray 法を用いた。その結果、
膜表面蛋白質である S100A4 が、spheroid 形
成 に 伴い発 現 するこ と を見い だ し 、
Real-time PCR 法にても確認した。さらに、
軟骨肉腫臨床サンプルを用いた、免疫染色に
ても、脱分化型 CS で S100A4 が発現している
ことを確認した。これらの結果は、軟骨肉腫
細胞の幹細胞性の維持に S100A4 が関与して
いることを強く示唆している。その他の結果
として、spheroid 形成により、軟骨分化に伴
い発現する Type II collagen の発現が減少
し、Type I collagen の発現が増加すること
を見いだしており、spheroid 形成により、軟
骨肉腫細胞株が脱分化することが確認され
た。 
 
(3)肉腫幹細胞の他の特徴として、化学療法
への抵抗性がある。よって、軟骨肉腫におけ
る化学療法抵抗性を検討するために、軟骨肉
腫細胞株に抗癌剤(Adriamycin: ADR)を負荷
することで薬剤耐性株を作製した。その結果、
薬剤耐性化に伴い、耐性株では代表的な薬剤
排出ポンプであるP糖蛋白が強発現すること
を確認した。さらに、プロテアソーム阻害剤
によりその耐性化が克服されることも発見
しており、ADR を含み既存の抗癌剤とプロテ
アソーム阻害剤の併用により軟骨肉腫の薬
剤耐性が克服される可能性が示唆された。 
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