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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，我々が先行研究で作成に成功した人工骨肉腫幹細胞MG-OKSを用い
て，骨肉腫における新たな治療標的の探索を行うことである．
人工骨肉腫幹細胞MG-OKSにおいて親細胞株MG-63よりも有意に発現上昇していたSPRR1Aに着目し，選択的siRNAに
よる発現阻害を行ったところ，in vitroにて細胞形態変化，細胞増殖能・遊走能の低下をみとめ，in vivoでは
腫瘍形成能低下，Ki-67の発現低下をみとめた．さらに網羅的遺伝子解析によって，細胞接着および細胞周期に
関わる遺伝子発現が変化することを示した．本研究の結果からSPRR1Aが骨肉腫において新たな治療標的になる可
能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to explore the new therapeutic targets in 
osteosarcoma using MG-OKS, an engineered osteosarcoma stem cells, that we have successfully 
generated in a previous study.
We focused on SPRR1A, which was significantly upregulated in the engineered osteosarcoma stem cells 
MG-OKS compared to the parental cell line MG-63. We investigated the roles of SPRR1A in osteosarcoma
 by inhibition of SPRR1A expression in MG-OKS using selective siRNA. In vitro, we found that 
alternation in cell morphology, and decreased cell proliferation and migration abilities in SPRR1A 
inhibited MG-OKS, and in vivo, a decrease in tumorigenicity and Ki-67 expression was observed. 
Comprehensive genetic analysis showed that the expression of genes related to cell adhesion and the 
cell cycle was altered. These results suggest that SPRR1A may be a new therapeutic target for 
osteosarcoma.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，希少かつ治療困難な骨肉腫において，研究者らが作成に成功した人工骨肉腫幹細胞を応用して行った
初めての基礎研究である．間葉系由来の悪性腫瘍である骨肉腫において，本来着目されにくい上皮系関連因子
SPRR1Aの機能を検討し，骨肉腫の細胞形態，細胞増殖，腫瘍形成に関与する可能性を示した革新的な研究であ
る．得られた結果を元に今後さらなる検討を続けることで，骨肉腫における幹細胞機能を解明することに繋が
り，骨肉腫の新たな病態理解や治療標的分子の同定とそれらに基づく新規治療開発を行うことが期待出来る非常
に有用な成果であり，学術的意義，社会的意義ともに非常に高いものと考える．

※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 

骨・軟部組織に発生する悪性腫瘍である骨軟部肉腫は，罹患率人口 10 万人に 3 人未満の希少がんである．

1970 年代以降，術前後の化学療法と広範切除により治療成績は大幅に改善したが，5 年生存率は非転移例で

70%，転移例ではさらに低くその傾向は近年において変化が乏しい．近年の幹細胞研究の進歩に伴い，がん組

織においても『がん幹細胞 (Cancer stem cell)』と呼ばれる未分化な細胞集団が存在し，がんの発生，再発や

転移，治療抵抗性など，その悪性化に重要であることが明らかとなってきた．この『がん幹細胞』の性質や機

能を解析することが新たながん治療に繋がると考えられるが，極めて少数の細胞集団である『がん幹細胞』を

腫瘍組織から分離・同定することは非常に困難かつ労力を要する．そこで我々はより効率的に『がん幹細胞』

に対する研究を行うべく，先行研究にて共同研究者である青井らとともに，既存のヒト骨肉腫由来細胞株 MG-

63 に OCT3/4，KLF4，SOX2 を遺伝子導入することによって骨肉腫と『がん幹細胞』の特性を併せ持つ人工

骨肉腫幹細胞 MG-OKS を作成することに成功した． 

 
２．研究の目的 

本研究では，骨肉腫とがん幹細胞の特性を併せ持つ人工骨肉腫幹細胞 MG-OKS を研究対象とし，骨肉腫に

おける『がん幹細胞』の特性を探索することによって，骨肉腫における新たな治療法の探索を行う．先行研究

においてこの人工骨肉腫幹細胞 MG-OKS と元の細胞株である MG-63 に対して網羅的遺伝子解析を行い，MG-

OKS で発現上昇のみられた遺伝子を抽出，それら遺伝子で Gene Ontology 解析を施行したところ，間葉系細胞

由来である骨肉腫において本来特徴的な発現がみられない上皮系細胞の形成・機能に関与する遺伝子発現が上

昇しているという結果が得られた．有意な発現上昇のみられた遺伝子の中から，過去に悪性腫瘍との関連が報

告されている SPRR1A(small proline-rich protein 1A)に着目した．SPRR1A はヒト上皮角化肥厚膜に含まれる架

橋された膜タンパク質であり，ケラチノサイトの分化マーカーや心筋に対する保護作用，神経再生への関与な

どの報告とともに，乳がんや大腸がんにおいて予後不良と関連するとの報告がある．しかしこの SPRR1A と骨

肉腫に関連した基礎研究報告は管見の限りなく，その機能は明らかになっていない．本研究の目的は，我々が

作成に成功した人工骨肉腫幹細胞を用いて SPRR1A の骨肉腫における機能解明を行うことである． 

 
３．研究の方法 

 先行研究と同様に既存の骨肉腫細胞株 MG-63 に対してレトロウイルスベクターにて OCT3/4，KLF4，SOX2

を導入して人工骨肉腫幹細胞 MG-OKS を作成した．この MG-OKS に対し，Lipofection 法を用いて SPRR1A 選

択的 siRNA を導入することで SPRR1A の発現阻害を行った．同細胞を用いて in vitro にて遺伝子発現，細胞形

態変化，細胞増殖能，細胞遊走能を評価し，さらに in vivo にて腫瘍形成能，組織学的検討を下記のごとく行っ

た． 

(1) ヒト骨肉腫由来細胞株を用いた人工骨肉腫幹細胞の作成 

先行研究と同様，親細胞株としてヒト骨肉腫由来細胞株 MG-63 を用い，レトロウイルスベクターにて OCT3/4，

KLF4，SOX2 を導入して作成した MG-OKS，コントロールとして GFP を導入した MG-GFP を作成し，リアル

タイム PCR (RT-qPCR)にて導入遺伝子の発現(OCT3/4，KLF4，SOX2，CD24，CD26，CD133)を確認した． 

 

 



(2) MG-OKS に対する SPRR1A の発現阻害 

 MG-OKS に対して Lipofection 法を用いて SPRR1A 選択的 siRNA を導入することで SPRR1A 発現を阻害した

siMG-OKS，コントロールとして意味を持たない配列を持つ scramble siRNA を同様の手順で導入した scMG-

OKS を作成した．SPRR1A の knock down について，遺伝子レベル，蛋白レベルでの確認をそれぞれ RT-qPCR，

Western blot で行った． 

(3) MG-OKS に対する SPRR1A の knock down による phenotype の評価 

  (2)で作成した siMG-OKS，scMG-OKSにおいて，細胞形態の変化を位相差顕微鏡，細胞増殖能をWST-8 assay，

細胞遊走能を Wound healing assay によって評価した．また次世代シークエンスを用いて siMG-OKS において有

意に発現変動している遺伝子を抽出した． 

(4) MG-OKS に対する SPRR1A 発現阻害による腫瘍形成能の評価 

5 週齢雄のヌードマウス (Balb/c-mu)の背部皮下に MG-OKS，siMG-OKS および scMG-OKS を移植して

xenograft model を作成した．4 週間経過後，形成された腫瘍の体積を実測および μCT で計測し，腫瘍組織内の

評価として Ki-67 の発現を蛍光免疫染色で検討した． 

 

４．研究成果 

(1) ヒト骨肉腫由来細胞株を用いた人工骨肉腫幹細胞の作製 

先行研究に従いレトロウイルスベクターにて OCT3/4，KLF4，SOX2 を導入した MG-OKS において，導入遺

伝子および幹細胞マーカーが有意に発現上昇していることを確認した(図 1，2)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) MG-OKS に対する SPRR1A の発現阻害 

  SPRR1A を発現阻害した siMG-OKS およびコントロールである scMG-OKS における SPRR1A 発現変化を

Western blot および RT-qPCR によって確認した．siMG-OKS において有意なタンパク発現の低下(図 3)と遺伝子

発現の低下をみとめた(図 4)． 

 

 

 

 

 

 

 

  

（図 1） （図 2） 

（図 3） （図 4） 



(3) MG-OKS に対する SPRR1A の knock down による phenotype の評価 

  siMG-OKS，scMG-OKS および MG-OKS を用いて SPRR1A の knock down に伴う phenotype の変化を評価し

た．細胞形態の変化を位相差顕微鏡にて確認したところ，MG-OKS にて確認された細胞突起の伸張が scMG-

OKS では維持されていたが，siMG-OKS においては減少していた(図 5)．さらに siMG-OKS では細胞増殖能(図

6)と細胞遊走能(図 7)の有意な低下をみとめた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  次世代シークエンスを用いて siMG-OKS と MG-OKS，scMG-OKS での遺伝子発現をそれぞれ比較したとこ

ろ，siMG-OKS において 2 倍以上の発現低下をみとめた遺伝子がそれぞれ 961 個，728 個あり(図 8)，両比較で

共通して発現低下がみられた遺伝子は 452 個であった(図 9)．これら遺伝子群を用いて pathway 解析を行った

ところ，細胞形態・性質に関連する 11 の特徴的な pathway が検出された(図 10)．また，siMG-OKS で有意に

発現変化をみとめた遺伝子として，ITGA5・ITGB3・ITGB4・PTK2 など細胞接着に関わる遺伝子の発現低下(図

11)と，細胞周期に関わる遺伝子である CDKN1B の発現上昇および CDK2 の発現低下をみとめた(図 12)．これ

ら次世代シークエンスによる解析から，SPRR1A の発現阻害によって骨肉腫細胞に対して細胞接着および細胞

周期に影響することが示唆される結果となった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 5） （図 6） 

（図 7） 

（図 10） （図 8） 
（図 9） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) MG-OKS に対する SPRR1A の knock down による腫瘍形成能の評価 

  SPRR1A の発現阻害をおこなった MG-OKS が生体内でどのような phenotype を示すかについて in vivo で検

討した．5週齢雄のヌードマウス(Balb/c-mu)の背部皮下にMG-OKS，siMG-OKS，scMG-OKSを移植して xenograft 

model を作成した．皮下移植 4 週後の腫瘍体積は siMG-OKS で有意に小さかった(図 13)．また，形成された腫

瘍内の Ki-67 発現について蛍光免疫染色で検討したところ，有意な発現低下をみとめた(図 14)． 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  本研究では我々が作成に成功した人工骨肉腫幹細胞 MG-OKS において有意な発現上昇をみとめた SPRR1A

に着目し，骨肉腫における機能の検討をおこなった．MG-OKS で SPRR1A を発現阻害することによって，in 

vitro では細胞形態の変化，細胞増殖能および細胞遊走能の低下をみとめ，in vivo では腫瘍形成能の低下と Ki-

67 の発現低下をみとめた．また，次世代シークエンスを用いた網羅的遺伝子解析によって，細胞接着および細

胞周期に関わる遺伝子発現が変化することを示した．本研究は人工骨肉腫幹細胞を使用した初めての研究であ

り，SPRR1A が骨肉腫において新たな治療標的になる可能性が示唆された． 

 

（図 11） （図 12） 

（図 13） （図 14） 
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