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研究成果の概要（和文）：多くの肉腫において、その起源細胞および発症のメカニズムは未だ不明であり、治療
薬開発に不可欠な動物モデルの確立も不十分である。そこで本研究では、ペリサイトが肉腫の新たな起源細胞で
ある可能性に着目し、in vitroにおけるペリサイトの悪性化誘導実験や、ペリサイト特異的に発癌変異を誘導し
た遺伝子改変マウスの解析を通じて、ペリサイトが肉腫の起源であることを明らかにした。また、悪性化したペ
リサイトの遺伝子発現プロファイル解析の結果、肉腫の発症にWnt経路の不活化が関与していることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：In many sarcomas, the cell of origin and the mechanism of onset are still 
unclear. In addition, the establishment of animal models, which is indispensable for development of 
therapeutic drugs, is also not enough. In this study, to verify the possibility that pericyte is a 
novel cellular origin of sarcoma, we conducted in vitro experiments using pericytes which have 
induced malignant transformation and analyzed genetically modified mice in which oncogenic mutation 
has been specifically induced in pericyte. Moreover, as a result of gene expression profile analysis
 of pericyte-derived sarcoma cells, we revealed that Wnt pathway inactivation is involved in the 
onset of sarcoma.

研究分野： 整形外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　我が国では、肉腫治療薬の開発は停滞しており、肉腫研究の進展と新規治療薬の開発が喫緊の課題となってい
る。肉腫研究の進展のためには、ヒトの肉腫を忠実に反映する肉腫動物モデルの開発は極めて重要である。研究
代表者らが作出したペリサイト特異的p53欠損マウスは、90%以上の確率で肉腫のみを発症するという肉腫研究に
絶好のマウスモデルであり、肉腫研究の更なる発展に繋がることが期待される。また、肉腫の発症にはWnt経路
の不活化が関与していることを明らかにしたが、この結果はWnt経路のアゴニストが肉腫の発症や増殖を抑制す
る可能性を示唆するものであり、新規肉腫治療薬の開発に繋がることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 骨や軟骨、筋肉、脂肪などの非上皮性組織から発生する肉腫は、上皮性組織から発生する癌
腫に比べて頻度は少ないものの、病理組織学的に多彩な所見を呈する。また、臨床的にも多彩
な経過を辿るため、診断や治療に難渋することが少なくない。20 世紀後半の手術療法および化
学療法の進歩により、肉腫の生存率は飛躍的に改善したものの、この 10年の 5年生存率は横ば
いとなっており、新しい抗がん剤や分子標的治療薬の開発は急務である。しかしながら、希少
癌である肉腫は、癌腫に比べて基礎研究は大きく遅れており、肉腫発生のメカニズムは未だ不
明である。また、多くの肉腫において起源となる細胞すら同定されていない。 
 近年、腫瘍の中には、自己複製能や多分化能などの幹細胞特有の性質を持ち、かつ腫瘍形成
能を有するごく少数の「がん幹細胞」が存在していることが提唱されている。これまでに申請
者らは、独自のハイ・スループット・スクリーニング法を用いて、複数の肉腫幹細胞マーカー
の同定に成功した。興味深いことにこれらのマーカーの中には、血管周皮細胞（以下、ペリサ
イト）の特異的マーカーである CD146 が含まれており、このペリサイトマーカーが陽性の肉腫
細胞は、腫瘍増殖能が旺盛で、少数の細胞でも肉腫を形成することを明らかにした。また申請
者らは、CD146 に加えて、もう１つのペリサイトマーカーである NG2 がヒト肉腫細胞において
高頻度に発現していることもすでに見出している。 
 そこで本研究では、ペリサイトが肉腫の新たな起源細胞である可能性に着目し、ペリサイト
が肉腫化するメカニズムの解明と、悪性化を抑制する新たな肉腫治療薬の開発を目指して、研
究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
ペリサイトに発癌変異を誘導した種々の遺伝子改変マウスを独自に作成し、ペリサイトが肉

腫の起源であることを明らかにする。また、ペリサイトの悪性化に伴う遺伝子発現プロファイ
ルの変化を検討し、肉腫化の過程で活性化されるシグナル経路を同定するとともに、そのシグ
ナル経路に作用する新たな肉腫治療薬の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 生体におけるペリサイトおよびペリサイト由来細胞の可視化 
 
 NG2（Neuron-glial antigen 2）はペリサイトマーカーの１つである。NG2 発現細胞で Cre リ
コンビナーゼ遺伝子を発現する NG2-Cre マウスを用いて、ペリサイトもしくはペリサイト由来
細胞特異的に tdTomato もしくは LacZ を発現するマウスを作成する。そして、このマウス（以
下、ペリサイト可視化マウス）を解析することで、生体内におけるペリサイトの分布およびペ
リサイトの系譜を明らかにする。 
 
(2) マウス肉腫におけるペリサイト由来肉腫細胞の検証 
 
 p53 欠損マウスは様々な肉腫を形成することが知られている。そこで、1)で作成したペリサ
イト可視化マウスと p53 欠損マウスを交配させることで、ペリサイト可視化マウスに肉腫形成
を誘導する。形成された肉腫における tdTomato もしくは LacZ の発現を組織学的に検討し、マ
ウス肉腫細胞がペリサイトに由来する可能性を検証する。また、肉腫細胞におけるペリサイト
マーカーの発現を、抗 NG2 抗体や抗 CD146 抗体を用いた免疫染色にて検討する。 
 
(3) ペリサイト特異的発癌変異誘導マウスの作成と肉腫形成の検証 
 
 NG2-Cre マウスを用いて、ペリサイト特異的に癌抑制遺伝子（p53、Rb1）を欠損させたマウ
ス、およびペリサイト特異的に癌原遺伝子 Kras を発現するマウスを独自に作成し、ペリサイト
における発癌変異が肉腫形成を誘導する可能性を検証する。形成された肉腫の病理組織診断は、
HE 染色や種々の免疫染色にて確定する。 
 
(4) ペリサイトの単離・培養法の確立と in vitro でのペリサイト悪性化機構の解明 
 
 マウス組織からフローサイトメトリーを用いてペリサイトを単離する方法を確立する。また、
単離したペリサイトの培養法を確立し、ペリサイトの不死化（細胞株化）も目指す。また、不
死化したペリサイト細胞株への癌原遺伝子の導入、もしくは癌抑制遺伝子の不活化により、発
癌変異を誘導し、ペリサイトの形態、分化能、増殖能、肉腫形成能に与える影響を検討する。 
 



(5) ペリサイトの悪性化に伴う遺伝子発現プロファイルの変化の検討 
 
 細胞の悪性化が単一遺伝子変異で起きることは稀であり、付加的な遺伝子変異およびそれに
伴うシグナル伝達経路の異常が悪性化に重要であると考えられている。そこで、悪性化前後の
ペリサイトの遺伝子発現プロファイルを、網羅的トランスクリプトーム解析にて比較検討する。
この解析から得られたデータに基づいて、付加的な遺伝子変異を予測するとともに、悪性化に
重要なシグナル伝達経路を同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 生体におけるペリサイトおよびペリサイト由来細胞の可視化 
 
 ペリサイト可視化マウス（NG2-Cre; Rosa-tdTomato マウス）から筋骨格系組織を採取し、凍
結切片を作成して tdTomato 陽性細胞の分布を観察した。血管系の細胞が tdTomoto を発現して
おり、免疫染色も行った結果、血管内皮細胞ではなく、ペリサイトが tdTomato を発現している
ことを確認した。また、一部の骨芽細胞、骨細胞、筋細胞も tdTomato を発現しており、これら
の tdTomato 陽性細胞はペリサイト由来であることが示唆された。 
 
(2) マウス肉腫におけるペリサイト由来肉腫細胞の検証 
 
 ペリサイト可視化マウスと p53 欠損マウスを交配させることで、ペリサイト可視化マウスに
肉腫形成を誘導した。形成された肉腫におけるレポータータンパク質の発現を組織学的に検討
したところ、肉腫細胞の大半がレポータータンパク質を発現しており、ペリサイトが肉腫細胞
の起源である可能性が示唆された。また、免疫染色の結果、肉腫細胞がペリサイトマーカーで
ある NG2 や CD146 を発現していることも明らかとなった。 
 
(3) ペリサイト特異的発癌変異誘導マウスの作成と肉腫形成の検証 
 
 ペリサイト特異的に p53 を欠損させたマウス（NG2-Cre; p53 flox/flox マウス）を作出した
ところ、生後 14か月までに 90%以上のマウスが骨肉腫もしくは軟部肉腫を発症した。形成され
た骨肉腫のほぼ全てが骨芽細胞型骨肉腫であり、軟部肉腫は平滑筋肉腫様の腫瘍であった。肉
腫の発症部位や病理組織像はヒト肉腫と類似しており、約 30％のマウスでは肺転移も認められ
た。一方、ペリサイト特異的に pRb を欠損させたマウス（NG2-Cre; pRb flox/flox マウス）の
解析も行ったが、この遺伝子改変マウスでは肉腫の形成は認められなかった。 
 また、タモキシフェンの投与によりペリサイト特異的に K-ras 発現亢進と p53 発現低下を誘
導できる NG2-CreER; K-ras flox/+; p53 flox/flox マウスも作出した。このマウスの筋肉内に
タモキシフェンを投与したところ、投与部に未分化多型肉腫様の軟部肉腫の形成が誘導された。 
 
(4) ペリサイトの単離・培養法の確立と in vitro でのペリサイト悪性化機構の解明 
 
 マウス胎児からフローサイトメトリーを用いてペリサイト（NG2+、CD146+、 CD31−、CD45−、
Ter119− 細胞）を単離し、培養する方法を確立した。また、初代培養ペリサイトに SV40 large 
T antigen を導入し、不死化ペリサイト株の樹立にも成功した。樹立した不死化ペリサイト株
を各分化誘導培地にて培養したところ、骨分化能、脂肪分化能および軟骨分化能を有している
ことも明らかとなった。さらに、p53 を欠損させたペリサイト株も作成し、この細胞株の分化
能、増殖能、腫瘍形成能を検討した。 
 
(5) ペリサイトの悪性化に伴う遺伝子発現プロファイルの変化の検討 
 
 p53 欠損に伴う悪性化の前後でペリサイトに起こる遺伝子プロファイルの変化を RNA-seq 解
析にて検討した。悪性化した細胞ではβ-catenin シグナル経路が抑制されており、肉腫の発症
に Wnt 経路の不活化が関与していることが明らかとなった。また、この結果に基づき、肉腫発
症 xenograft モデルに Wnt のアゴニストを投与したところ、肉腫の形成は抑制された。 
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