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研究成果の概要（和文）：ラットおよびヒト肉腫細胞を用いて、無血清・非足場依存培養によ

り単離された肉腫 spheroid 細胞 (‘sarcosphere’)が、自己複製能・幹細胞関連遺伝子の強発

現・細胞の老化に関与する遺伝子発現の低下など幹細胞様性格を持ち、化学療法剤に対し強い

抵抗性を有する事を示した。これには DNA 修復酵素の関与が示唆され、幹細胞様細胞の存在が

肉腫の薬剤耐性に深く関与する事を示した。肉腫幹細胞を標的とする治療が、肉腫の予後の改

善に寄与する可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： The current study indicates that rat and human sarcoma cells 

contain subpopulation of stem like cells with the formation of ‘sarcoshpere’in 

anchorage-independent, serum starved culture condition, showing higher expression of 

stemness genes with the ability of self-renewal. Sarcosphere cells show the capacity of 

resistance to chemo-agents due to the up-regulation of DNA repair enzymes. These results 

suggest that the chemo-resistance in sarcomas might be caused in part by the presence 

of stem-like cell populations. These results suggest that targeting sarcoma stem cells 

could improve the prognosis of sarcoma patients. 
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１．研究開始当初の背景 

悪 性 腫 瘍 の 特 徴 で あ る  ‘cellular 

heterogeneity’ (細胞不均一性)や転移過程

における  ‘tumor dormancy’ あるいは 

‘seed and soil’ mechanism といった事象

を説明する上で、cancer stem cellの存在が

提唱されている。腫瘍幹細胞 (cancer stem 

cell)という概念の定義は未だ確立されたも

のとは言い難いが、いわゆる正常幹細胞と同

様、その特徴として ‘self-renewal’ (自

己複製能)、幹細胞関連遺伝子の発現や

apoptotic stressに対する耐性能などが挙げ

られており、腫瘍細胞のうちの small 

subpopulationである cancer stem cell が腫

瘍増殖や転移、薬剤への耐性などに根源的に

関与すると考えられている 。Cancer stem 

cellの存在は、まず血液系悪性腫瘍である骨

髄性白血病において提唱され、続いて乳癌や

脳腫瘍などの固形腫瘍でもその存在が示唆

された。さらに固形腫瘍の転移過程において

は、primary tumor より播種された細胞のう

ちそのほとんどが apoptosis に陥り、転移巣

の形成を完遂できる細胞は極めて少数に限

られているという、いわゆる ’metastatic 

inefficiency’ という概念が存在し、この

事象にも cancer stem cell の関与が示唆さ

れている。 

 
２．研究の目的 

(1) 上記の背景をふまえ、まず自家樹立

4-HAQO 誘発ラット骨肉腫および悪性線維性

組織球腫細胞株を用いて、間葉系悪性腫瘍に

おける cancer stem cell の単離を試み、そ

の細胞特性を明らかにする。 

 

(2)さらに、対象をヒト骨肉腫、ユーイング

肉腫および線維肉腫細胞株にまで拡げ、

stemness の指標としての幹細胞関連遺伝子

の発現、さらに ‘self-renewal’ を示す

secondary sphere形成能を検討し、さらに単

離した幹細胞様細胞について、薬剤耐性能や

増殖活性に関わる遺伝子の変化を検索し、肉

腫における腫瘍幹細胞を標的とした治療法

の開発を目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 自家樹立ラット骨肉腫、悪性線維性組織

球腫細胞株およびヒト骨肉腫、線維肉腫を用

いた’sarcosphere’作成を行う。方法は、

low attachment plate 上で N2 medium/1% 

methylcellulose培地を用いた serum 

depleted – anchorage dependent 環境下の培

養法である。作成された’sarcosphere’に

ついて、経時的な sphere生成比率、また

secondary sarcosphereの作成を試み、自己

複製能の検討を行う。つぎに、RT-PCR 法によ

り幹細胞関連遺伝子発現を検索するととも

に、幹細胞の agingにも関与するとされる

p16INK4a-p19(p14)ARF などの癌抑制遺伝子

の発現に関しても、original 細胞と比較する

ことにより、’sarcosphere 細胞’の

stemness について検討を加える。 

 

(2) ヒト骨肉腫、ユーイング肉腫および線維

肉腫細胞株についても同様の方法で幹細胞

様細胞の単離をを行い、stemness の指標とし

ての幹細胞関連遺伝子の発現、さらに ‘自

己複製能’についても上記と同様の方法で



検討する。単離した幹細胞様細胞について、

シスプラチン、アドリアマイシンに対する薬

剤耐性能を MTT assayにより検索し、それに

関わる遺伝子の変化についても検討を加え

る。 

 

(3) 幹細胞様細胞のマーカーの一つとされ

る aldehyde dehydrogenase1 (ALDH1)につい

て、上記ヒト肉腫細胞に対し Aldefluor assay

を用いて FACScan解析を行い、その

populationの同定を行う。また ALDH1- 

positive populationの特性について、上記

と同様の方法で幹細胞様細胞としての特性

を有するか検討する。 

 

(4) ラット骨肉腫モデルを用い、間葉系幹細

胞の肉腫進展過程における影響を検索する

と共に、Agilent gene expression arrayに

より肉腫の細胞起源とされる間葉系幹細胞

と骨肉腫、ＭＦＨの遺伝子発現プロファイル

について上記ラットモデルを用いて比較検

討する。 

 

４．研究成果 

(1) ラット骨肉腫および悪性線維性組織球

腫について、low attachment plate 上で N2 

medium/1% methylcellulose 培地を用いた

serum depleted – anchorage dependent環境

下の培養により、おおよそ 0.2-0.3%の

incidence で sarcosphere が形成された (図

１)。これらは、STAT3、Bmi1 の発現を示し、

INK4a-ARF の発現を欠いており、強い造腫瘍

性を示した。 

 (図１) 

ラット骨肉腫 COS1NR sarcospheres 

 
(2) ヒ ト osteosarcoma MG63, Ewing’s 

sarcoma HTB166, fibrosarcoma HT1080 細胞

株おいても、すべての細胞株は、無血清・非

足場依存で sarcosphereを形成し(図２)、そ

の sarcosphere は 0.2-0.8%の population で

存在、secondary sphere形成による自己複製

能、幹細胞関連遺伝子 Nanog, Oct3/4, STAT3 

および SOX2 の発現増加を (図３)、幹細胞様

性格を有していると考えられた。 

 （図２） 

ヒト骨肉腫 MG63 sarcospheres 

 (図３) 

ヒト骨肉腫 MG63 sarcosphere における幹細

胞関連遺伝子発現 

 

さらに sarcosphere 細胞は、doxorubicinと

cisplatin に対し強い抵抗性を示し (図４)、

（図４） 

ヒト骨肉腫 MG63 sarcosphere における薬剤

耐性 

 



その機序として DNA repair enzyme genes, 

MLH1 and MSH2 の発現増加によるＤＮＡ修復

能の増強の関与が一部示唆された。従って、

ＤＮＡ修復阻害薬であるカフェインの併用

により化学療法剤の薬理効果の増強が確認

された(Fujii H, et al. Int J Oncol., 2009)。

幹細胞様細胞ではラット肉腫で見られたも

のと同様（Fujii H, et al, BBRC, 2007）INK4a

遺伝子の発現低下が確認されており、細胞の

老化に関与することにより幹細胞様性質の

獲得に必須のものであることが示唆された。

これは、epigenetic な調節の関与が示唆され

ている。 

 

(3)ヒト肉腫細胞においても、 aldehyde 

dehydrogenase 1(ALDH1)活性の高い集団が幹

細胞様細胞を含んでおり (図５)、自己複製

能を有すること、幹細胞関連遺伝子 Nanog, 

Oct3/4, STAT3 および SOX2 の強発現を示す

ことなどを明らかにしてきた(Honoki K, et 

al. Oncol.Rep. 2010)。  

 (図５) 

Aldefluor assay (R3: MG63ALDH1陽性細胞) 

 

(4) 幹細胞の特性維持には、微小環境 niche

の関与が不可欠であり、今回はその中でも間

葉系幹細胞(MSC)に着目し、その肉腫伸展機

構に与える影響についてラット骨肉腫モデ

ルを用いて検討を加えた。その結果、MSC が

骨肉腫細胞の早期生着、転移形成を促進する

ことが示唆された。遺伝子発現解析において

focal adhesion, cytokine - cytokine 

receptor, extracellular matrix - receptor 

pathway などに関与する遺伝子群が、MSC に

おいて骨肉腫細胞に比して強く発現してお

り、MSC が骨肉腫の進展過程に影響を与える

際に、これらの遺伝子群が何らかの関与をし

ていることを示唆した。 
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