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研究成果の概要（和文）：明細胞肉腫のシングルセル解析を行い、特にリンパ節内にはCD4+細胞やCD8+細胞は、
BATF+ FOXP3+ CTLA4+ CD4+ T cell (Regulatory T cell, Treg)やLAG3+ PD1+ CD8+ T cell(Exhausted T cell)
が多く、免疫抑制的な腫瘍環境を形成していた。T regはTGFβ1やCXCL12によって分化誘導されることが知られ
ており、MacrophageやEndothelial cellのTGFβ1リガンドとT細胞におけるTGFβ1受容体、FibroblastのCXCL12
リガンドとT細胞のCXCR4受容体との結合が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A 47-year-old woman underwent surgical excision of clear cell sarcoma in 
right knee and inguinal lymph node metastasis after neo-adjuvant chemotherapy. However, she died due
 to liver and para-aortic lymph node metastasis. Single-cell RNA sequencing of the primary tumor and
 metastatic lymph node samples revealed the accumulation of CTLA4+/CD4+ regulatory and LAG3+/CD8+ 
exhausted T cells particularly in the metastatic lymph node. NicheNet analysis indicated that these 
T cell states were induced by the interplay of T cells with tumor cells, macrophages, B cells, 
fibroblasts, and endothelial cell. The cellular constitution of immune and stromal cell types and 
their properties suggested the presence of T cell immunosuppression in the clear cell sarcoma 
microenvironment.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： シングルセルRNAシークエンス　Regulatory T cell　組織微小環境

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シングルセル解析により、軟部明細胞肉腫の組織微小環境中の細胞種多様性を明らかにし、免疫細胞を含め異な
る細胞種間相互作用を抽出した。免疫抑制的な環境が構築されていることが示唆された。特に、CTLA4+ Tregが
増加しており、皮膚メラノーマと同様に抗CTLA4抗体による免疫治療が有効である可能性が考えられた。軟部明
細胞肉腫に対するシングルセル解析を行った報告はなく、学術的意義が高い研究である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
軟部肉腫は全身の軟部組織から発生する悪性腫瘍である。欧州における希少がんのワーキング
グループ RARECARE によると「希少がん」は年間発生数が人口 10 万人あたり 6 人以下と定
義されている（Stiller CA. Eur J Cancer. 2013）。骨軟部肉腫は年間発生数が 2.8 人と代表的な
希少疾患である。さらに骨軟部肉腫の組織型は 50 種類以上にも及ぶため、組織型ごとに骨軟部
肉腫の解析を行う場合、その希少性はさらに高くなる。このため、骨軟部肉腫個々の組織型につ
いて十分な検体を収集して解析を進め、その病態解明、新規治療方法の探索は困難を極める。 

軟部肉腫は 30 種類以上の多様な肉腫の総称であるが、その中でも明細胞肉腫は EWSR1-
ATF1/CREB1 といった特徴的な融合遺伝子を持つ。EWSR1-ATF1 は MITF promoter を活性
化させることが悪性腫瘍の発生に関わることが分かっている（Panza E. JCI. 2021）。この融合
遺伝子により発生する明細胞肉腫に対しては、近年報告されている ALK, ROS1, NTRK などの
チロシンキナーゼの融合遺伝子とは異なり、有効性が高い治療は確立されていない。
Doxorubicin を中心とした殺細胞性の薬剤投与が第一選択であるが、奏効率は 15 から 30%程度
である。このため初診時転移例において 5 年生存率は 40%程度と報告されている（Bianchi G. 
Eur J Surg Oncol. 2014）。 

腫瘍内の不均一性は悪性腫瘍の特徴である。癌における生物学的な可塑性により悪性腫瘍は
抗がん剤治療に抵抗性を獲得する。腫瘍細胞そのものの不均一性と周囲の腫瘍微小環境の不均
一性が腫瘍の不均一性を形成する。近年、腫瘍内の不均一性については様々な癌腫において報告
されている。しかし、特に明細胞肉腫に関して、そのような報告は皆無である。近年、細胞単離
とシークエンス、情報処理技術の発達に伴い可能となったシングルセル RNA シークエンスは複
雑な不均一性を生むメカニズムを理解するための 1 つの方法であり、これまでの研究において
Bulk の遺伝子発現解析しか行えず腫瘍内の不均一性を明らかにできないという限界を克服する
ことが可能である。 

筆者は 2014 年に国内 20 の骨軟部腫瘍基幹医療機関、9 研究施設をバーチャルで統合した骨
軟部肉腫ゲノムコンソーシアムの立ちあげに関わり、ゲノム解析を行ってきた実績がある。コン
ソーシアムを通じて臨床検体を収集し、腱滑膜巨細胞腫において体細胞レベルで起こる遺伝子
の異常（突然変異、遺伝子増幅、遺伝子欠損）、融合遺伝子、遺伝子発現異常を RNA シークエ
ンス、全エクソンシークエンスで網羅的に探索し、CBL 遺伝子の機能獲得型変異と新規の CSF1
融合遺伝子を同定した（Int J Cancer. 2019;145(12):3276-3284）。また、脱分化型肉腫 115 例を
解析して新規の融合遺伝子を同定し、遺伝子増幅と欠失などのゲノム異常により、脱分化型脂肪
肉腫を予後の異なる 3 群に分割できることを明らかにした（Nat Commun. 2019 Dec 
12;10(1):5683.）。しかし、腫瘍のような不均一な細胞集団を mass として解析する事では、精密
な解析は困難であり限界を生じてきた。このような背景を持つ筆者らのグループは今回のシン
グルセル RNA シークエンスを行うには適任である。また、本研究を行う東京大学整形外科学教
室においては変形性関節症や関節リウマチの臨床検体を用いてシングルセル解析を行うプロジ
ェクトが現在進行している。また、前述の骨軟部肉腫ゲノムコンソーシアムを通して検体の収集
も可能である。以上のような点からも、筆者らは学術的に独自性や創造性の高い研究を行える環
境にある。 

本研究の核心をなす学術的な問いは「明細細胞肉腫における腫瘍内の不均一性は原発巣と転
移部でどのように変化し、治療標的となりうるか」である。本研究では原発巣とリンパ節転移部
位の腫瘍検体を採取して腫瘍のシングルセル RNA シークエンス解析を行う。本研究を通して明
細胞肉腫の発生・進展過程と新規治療の確立を目指す。 

 
 
２．研究の目的 
 
腫瘍内の不均一性は腫瘍細胞自体の不均一性の他に、非腫瘍細胞の不均一性に起因する。シング
ルセル RNA シークエンスを用いた本研究により、従来の Bulk の RNA シークエンスや病理組
織学的な評価では発見できなかった腫瘍と非腫瘍細胞の構成や特徴的な遺伝子発現異常、腫瘍
内な希少なサブセットの発見につながる可能性がある。これらにより新たな治療戦略の開発に
つなげる事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
明細胞肉腫腫瘍組織のシングルセル RNA シークエンス 
 
東京大学医学部附属病院整形外科において、明細胞肉腫の診断を受けた患者から同意を取得し
た上で、提供を受けた検体を用いる。原発巣とリンパ節転移の検体を使用する。また、診療情報



も用いる。検体採取後に組織切片を作成して FISH を行い、明細胞肉腫特異的な融合遺伝子
EWSR1-ATF1 を確認する。また、病理診断の整合性を確認するため、組織切片の HE 染色標本
を作成し診断の確認を行う。 

シングルセル RNA シークエンスに関しては、腫瘍組織をシングルセルに単離し死細胞を除去
する。細胞数を測定、ライブラリ作成、シークエンス、データ解析を行う。データ解析は Quality 
control 後に主成分分析によるクラスタリングと各クラスタで特徴的に発現する遺伝子の抽出
を行う。また、腫瘍細胞、非腫瘍細胞内でのクラスタリングを行い稀なサブセットの抽出を行う 

腫瘍細胞内の構成、遺伝子発現などを比較して、どのようなパスウエイが活性化、不活性化
しているか(KEGG pathway 解析、Gene ontology 解析)を明らかにする。細胞の単離からシークエ
ンスは 10×Genomics 社の Chromium システムを用い、情報解析を行う。特徴的な遺伝子発現異
常やサブセットが発見された場合には組織免疫染色を行いタンパクレベルでの発現を調べる。 
 
４．研究成果 
 
シングルセル解析により、組織微小環境中の細
胞種多様性が明らかとなり、免疫細胞を含め異
なる細胞種間相互作用を抽出できる。軟部明細
胞肉腫は高率にリンパ節転移を起こし、原発巣
やリンパ節転移内において腫瘍免疫が抑制さ
れている可能性を考え、研究を計画した。 

明細胞肉腫の原発巣、リンパ節のそれぞ
れ 1 検体（図 1）から組織を採取し、1 細胞ご
とに droplet に分離し、Chromium Single Cell 
3ʹ Reagent Kits v3（10x genomics 社）を用いて
ライブラリ調整した。Hiseq 2500 にてシークエン
スし、Cell Ranger 6.0 を用いて、細胞ごとの
遺伝子発現情報を取得した。R 4.0.2, Seurat 
4.0 を用い、feature RNA 500 以上,ミトコンド
リア遺伝子占有率 15%以下を基準、質の低い細
胞のデータを除外した。リガンド-受容体解析
には nichenetr を用いた。  

原発巣では 4631 細胞、リンパ節転移部
では 2322 細胞を解析対象とした。2 検体の解
析を行い 、cluster に分けアノテーションを
行ったところ、Tumor、T cell、NK cell、
Macrophage/Monocyte 、 Endothelial cell 、
Fibroblast、B cell（図 2、3）が同定された。
腫瘍内免疫環境の解析を行うと、特にリンパ節
内の CD4+細胞や CD8+細胞は、BATF+ FOXP3+ 
CTLA4+ CD4+ T cell (Regulatory T cell, 
Treg)や LAG3+ PD1+ CD8+ T cell(Exhausted T 
cell)が多く、免疫抑制的な腫瘍環境を形成し
ていた。T reg は TGFβ1や CXCL12 によって分
化誘導されることが知られており、リガンド-
受容体解析においてMacrophageやEndothelial 
cell の TGFβ1 リガンドと T 細胞における TGF
β1 受容体、Fibroblast の CXCL12 リガンドと T
細胞の CXCR4 受容体との結合が示唆された。 

シングルセル解析によって、軟部明細胞
肉腫内の細胞集団不均一性が明らかになり、免
疫抑制的な環境が構築されていることが示唆
された。CTLA4+ Treg が増加しており、皮膚メ
ラノーマと同様に抗 CTLA4 抗体による免疫治
療が有効である可能性がある。また、抗 LAG3 抗
体も治療標的となる可能性が考えられた。 

図 3、リンパ節の UMAP 

図 2、原発巣のUMAP 

図 1、MRI（原発巣）とPET（リンパ節転移） 

図 4、Tリンパ球の UMAP 
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