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研究成果の概要（和文）： 無血清・低接着条件によるsphere形成法を用いて滑膜肉腫幹細胞の

分離・濃縮を試み、幹細胞性の有無の指標として、Oct3, Nanog, Sox2等の幹細胞性の維持にか

かわる遺伝子群の発現量を半定量的RT-PCR法により確認したところ、形成されたsphereにおいて

有意に発現量の増加を認めた。次にsphere成分とnon-sphere成分をNOD/SCIDマウスの皮下に移植

し腫瘍形成能の検討を行った結果、sphere群で有意に高い腫瘍形成能が見られた。また両者の

gene expression profileの比較解析を行い幹細胞マーカー候補となりうる表面抗原を複数同定

した。候補分子に対する特異抗体及びセルソーターを用いて陽性群と陰性群を分離したところ陽

性群で有意に高い造腫瘍能を認めた。 

我々は初めて滑膜肉腫細胞株において腫瘍幹細胞様の性質を有する細胞群を分離・濃縮する事

に成功し、滑膜肉腫幹細胞マーカーの同定にも成功した。このことは滑膜肉腫における新規治療

標的を探索する上で極めて重要な発見であると考える。 
 
研究成果の概要（英文）： We attempted to identify a synovial sarcoma stem cell with sphere 
culture. The higher expression of stemness genes, Oct3, Nanog, and Sox2 was observed in 
the sphere subpopulation, and higher tumorigenicity was also observed in the 
xeno-plantation made from sphere subpopulation. Next, we compare the gene expression 
profiles between sphere and non-sphere subpopulation and determined candidate genes of 
the stem cell marker. Using the specific antibodies and cell sorter, we divided candidate 
gene positive and negative subpopulation, and analyzed the difference of tumorigenicity. 
We conformed that candidate gene positive subpopulation possess higher tumorigenicity 
than negative one. 
 In this study, we first detect synovial sarcoma stem cell and stem cell marker, and these 
findings play a very important role about exploitation the new therapy against synovial 
sarcoma. 
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１．研究開始当初の背景 

滑膜肉腫は軟部腫瘍全体の約 10%を占める

頻度の高い悪性腫瘍で、若年成人の四肢関節

近傍に好発し、予後不良で現状では有効な治

療法は存在しない。様々な肉腫と同様に滑膜

肉腫においても染色体相互転座による特有

のキメラ遺伝子 SYT-SSX の形成、発現がほぼ

全例で見られる。組織学的には上皮性成分と

肉腫成分が混在して見られ、近年の研究から

その発生母地は滑膜ではなく間葉系の未分

化な細胞由来の可能性が示唆されている。 

近年、組織幹細胞特異的なマーカーの発見

により、癌にもまた正常組織と同様のヒエラ

ルキーが存在し、その頂点に位置する少数の

幹細胞様癌細胞(癌幹細胞)のみが強い自己

複製能と癌形成能を有することが明らかに

なってきた。最近の研究では癌幹細胞は様々

な抗癌剤や放射線療法にも抵抗性を示し癌

治療の重要な標的として癌幹細胞の性状解

析と新規治療法の開発が精力的に進められ

ている。脳腫瘍や血液系腫瘍、種々の癌腫で

は上記のような癌幹細胞に関する知見が

次々と蓄積されているのに対し、非上皮性腫

瘍である悪性軟部腫瘍に関しては報告が少

なく、とりわけ滑膜肉腫においては皆無であ

る。そのため我々は滑膜肉腫における癌細胞

の分離・同定を試み、その性状解析から新規

治療法の開発を目指す。 

 
２．研究の目的 
滑膜肉腫における癌幹細胞の同定・解析を

行い、治療への応用を検討することを目的に

1) Side population 法, 2) Sphere 形成法を

用いて滑膜肉腫における癌幹細胞の濃縮を

試みる。さらに遺伝子発現プロファイルの比

較から幹細胞性の維持に関わる分子群や特

異的な表面抗原を候補分子とし、種々の評価

系を用いて予後との相関や治療標的として

の有用性を解析することで臨床応用への可

能性を評価・検証する。 

 
３．研究の方法 
(1) Side population 法による滑膜肉腫幹細

胞の分離: 滑膜肉腫細胞株を DNA 結合色素

Hoechst33258 で染色し、FACS を用いて蛍光

強度を測定する。蛍光強度が低く、ABC トラ

ンスポーター阻害薬で処理した群で消失す

る細胞集団を分離する。 

(2) Sphere形成法による滑膜肉腫幹細胞の分

離: 無血清培地及び間葉系幹細胞用培地を

用い検討する。また一般的な sphere 形成法

で用いられる低接着性の培養 dish を使用す

る。上記条件により sphere が形成された場

合、継代培養を複数回行い sphere 形成が維

持され得るかを解析し後述する自己複製能

の有無を in vitro で検討する。 

(3) 滑膜肉腫幹細胞の Gene expression 

profile 解析： SP 細胞と non-SP 細胞、Sphre

と non-Sphere を用いて gene expression 

profile の比較解析を行う。SP 法、sphere 形

成法の両方で有意に変動のみられた遺伝子

を後述する解析の候補遺伝子とする。候補遺

伝子としては既存の幹細胞マーカーや EGFR

などの増殖因子受容体を含む表面抗原、

Oct3/4 等の stemness gene が同定されること

を期待する。 

(4) 滑膜肉腫幹細胞の mouse xeonoglaft 作

製、継代による自己複製能の検証 

   1), 2)で得られた SP 細胞、non-SP 細

胞および sphere, non-Sphere をそれぞれ

NOD/SCID マウスの両脇腹に皮下移植し腫瘍

形成能を比較する。腫瘍を形成し得る最小の

個数で形成された xenoglaft を新たな

NOD/SCID マウスに継代移植し自己複製能の

有無を解析する。 

 



４．研究成果 

(1) 幹細胞培養条件の最適化と sphere 形

成・造腫瘍能の確認: 滑膜肉腫幹細胞を分

離・濃縮するために、無血清・低接着条件に

よる sphere 形成法を用いて滑膜肉腫幹細胞

の分離・濃縮を試みた。最初に 3つの滑膜肉

腫細胞株を用いて、血清、培地、初期細胞数、

培養日数等の種々の条件の最適化を行った。

幹細胞性の有無の指標として、Oct3, Nanog, 

Sox2 等の幹細胞性の維持にかかわる遺伝子

群の発現量を半定量的 RT-PCR 法により確認

した。その結果いずれの細胞株においても

sphere 成分において有意に stemness gene の

発現上昇が認められた。最適化された sphere 

culture の条件下で培養した細胞を、通常条

件で培養した細胞株をコントロールとして

NOD/SCID マウスの皮下に移植し腫瘍形成能

の検討を行った。その結果形成された腫瘍は

sphere 成分で有意に高い造腫瘍能が認めら

れた。 

(2) Sphere成分の遺伝子発現比較解析による

候補分子の抽出： Sphere と non-sphere から

それぞれtotal RNAを抽出しgene expression 

profile の比較解析を行った。その結果、幹

細胞マーカー候補となりうる表面抗原、幹細

胞性の維持に関与する可能性のある転写因

子を複数同定した。 

(3)滑膜肉腫幹細胞マーカーの同定と幹細胞

の分離・濃縮： 幹細胞マーカーを同定する

ために候補分子 Aに対する特異抗体で細胞株

を標識し、セルソーターを用いて陽性群と陰

性群を分離しそれぞれを NOD-SCID マウスに

皮下移植したところ分子 A陽性群で有意に高

い造腫瘍能を認めた。分子 A陽性群と陰性群

を NOD/SCID マウスの皮下に移植し腫瘍形成

能の検討を行った。その結果形成された腫瘍

は sphere 成分で有意に高い造腫瘍能が認め

られた。さらに移植細胞数を段階的に減少さ

せたところ、2x103以下では sphere 成分での

み腫瘍形成が確認され、分子 Aが高い腫瘍形

成能を有する幹細胞成分を濃縮し得る事が

確認された。 

(4)現状及び今後の展望:現在、陽性細胞群が

自己複製能、多分化能を有するかについてマ

ウス皮下移植片の継代実験及び腫瘍細胞の

形態、免疫組織化学的解析を実施中である。

また同時に in vitro の系で過剰発現及び発

現抑制の系を用いて候補分子が幹細胞性に

関与するメカニズムの解析を行っている。今

後は候補分子の幹細胞性制御のメカニズム

から新規治療法の開発を目指していく。 

(5)結語: 我々は初めて滑膜肉腫細胞株にお

いて腫瘍幹細胞様の性質を有する細胞群を

分離・濃縮する事に成功し、滑膜肉腫幹細胞

マーカーの同定にも成功した。このことは滑

膜肉腫における新規治療標的を探索する上

で極めて重要な発見であると考える。 
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