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研究成果の概要（和文）：横紋筋肉腫細胞において癌幹細胞が存在し、治療対象となり得るかを検証するためヒト胞巣
型横紋筋肉腫細胞株(RH30)を用い、無血清培地下でCSCを誘導した。無血清培地下で誘導した細胞はSphere形成能とコ
ロニー形成能、造腫瘍能が上昇していた。さらに胎児型横紋筋肉腫細胞株(RD)を用い、ALDH1活性上昇細胞群が癌幹細
胞の性格を有するかを検討した。ALDH1活性上昇群におけるコロニー形成能、多分化能、薬剤耐性能は活性低下群に比
して、優位に上昇し、造腫瘍能も亢進していた。以上よりALDH1は胎児型横紋筋肉腫癌幹細胞のマーカーとなることが
示唆され、新たな治療標的となりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to determine the role of cancer stem cell(CSC) in 
rhabdomyosarcoma. CSC of alveolar rhabdomyosaroma was induced under serum-free medium.  These cells exhibi
ted the increase of the abilities of sphere formation, colonization, and tumor formation. 
In embryonal type rhabdomyosarcoma cell(RD), we developed the hypothesis that the cells with high ALDH1 ac
tivity had the character of the cancer stem cell. The cells with high ALDH1 activity showed the increase o
f the abilities of sphere formation, colonization, drug resistance and tumor formation. These results sugg
est that ALDH1 is a relevant marker for alveolar type rhabdomyosarcoma cancer stem cell.  Our conclusion i
s that ALDH1 may be a good candidate for the treatment of RMS.
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１．研究開始当初の背景 

最近、癌組織の一部に自己複製能、多分

化能と腫瘍形成、維持能を示す癌幹細胞が

存在し、腫瘍の形成にかかわると共に、こ

の癌幹細胞が腫瘍における再発や転移の

もととなり、抗癌剤や放射線に抵抗性を示

すことが明らかとなってきた。抗癌剤や放

射線に抵抗性を示す癌幹細胞が残存した

場合に再発や転移を来すのは容易に説明

が可能であり、癌幹細胞は癌治療の真の標

的細胞と考えられる。成人領域の癌腫にお

ける癌幹細胞については近年、精力的に研

究が行われている。しかし小児悪性固形腫

瘍領域では最近、癌幹細胞の存在が細胞株

を用いた実験系で示されたものの(Komuro 

H et al. J Pediatric Surg, 2007)、未だ

に治療に直結するような成果が示された

とは言い難い。横紋筋肉腫の高リスクに分

類される患児の5年無病生存率は強力な集

学的治療によってもなお、30％未満と著し

く悪い。小児横紋筋肉腫においても、癌幹

細胞が残存し、再発や転移を惹起している

ことが容易に想像され、その深い関与が示

唆される。 

以上から、腫瘍細胞の廃絶に向けた新しいア

プローチ、すなわち癌幹細胞を治療のターゲ

ットとした免疫療法の開発を本研究の目的

とした。 

 

２．研究の目的 

小児横紋筋肉腫に着目し、それらの癌幹細胞

を同定し、その免疫原性と宿主免疫からの回

避機構を検討した上で、癌幹細胞を標的とし

た新規治療法の可能性について追究する。 

 

３．研究の方法 

小児横紋筋肉腫細胞株の培養と癌幹細胞の

同定を行った上で、その知見をもとに実際の 

臨床検体による免疫組織染色を行い、癌幹細

胞の検出と臨床背景との相関について検討

し、癌幹細胞の存在と予後や転移について明

らかにする。続いて小児横紋筋肉腫幹細胞に

対する免疫原性と免疫回避機構を明らかに

し、癌幹細胞に対する免疫療法の確立のため

の基礎的研究を行う。 

 最終的には総括として国内・海外での学会

発表、欧文論文投稿を予定した。 

 

実際の方法 

a. 無血清培養より抽出した aRMS-CSC の生

物学的特徴について解析 

まず CSCを標的とした新しい治療法を開発す

ることを目指して、無血清培養より抽出した

aRMS-CSC の生物学的特徴について解析した。

aRMS 細胞株(RD30)を超低接着表面ディッシ

ュ、無血清培地で継代培養を行った。Sphere

形成能は sphere を single cell とし、無血

清培地、96 well plate に播種して培養し検

討した。またコロニー形成能はアガロースゲ

ル内のコロニー数を計測した。Sphere 形成細

胞の造腫瘍能を検討するため、腫 瘍細胞を

段階希釈し、NOD-SCID マウスの皮下に接種し

て造腫瘍能の有無を検討した。さらに形成さ

れた腫瘍の性質を検討するため、腫瘍を摘出

し、病理学的検討を行った。 

 

b. 小児悪性固形腫瘍における ALDH1 活性

と臨床背景との相関を明らかにし、細胞

株における ALDH1 の役割を検討 

まず「臨床検体での癌幹細胞の検出と臨床背

景との相関」について、当科の横紋筋肉腫の

検体を抗ALDH1抗体による免疫染色を行った。 

次に胎児型横紋筋肉腫において、ALDH1 活性

上昇細胞群が癌幹細胞の性格を有するとの

仮説に基づいて、活性上昇群におけるコロニ

ー形成能、多分化能、薬剤耐性能を検討した。 

 

４．研究成果 

 



a. 無血清培養より抽出した aRMS-CSC の生

物学的特徴について解析 

Sphere 形成能は親株で 4.2％、sphere 細胞で

は 51.7%と著明に亢進していた。またアガロ

ースゲル内コロニー生成能は親株で平均 5.2

個であったが、sphere 細胞は平均 30.6 個で

有意に生成能は亢進していた。 

親株 

 

sphere 細胞 

 

 

さらに造腫瘍能の検討では親株は10万個 以

上の細胞を接種せねば腫瘍が形成されない

のに対し、sphere 細胞では 1000 個の細胞で

腫瘍を形成した。 

親株 

 

sphere 細胞 

 

また 1000 個の sphere 細胞で形成した腫瘍は

myogenin 陽性、desmin 陽性であり、aRMS の

性質を有していた。 

 

以上から、無血清培養より抽出した aRMS-CSC

は癌幹細胞としての性質を持った細胞群で

あると考えられた。 

 

そこで、平成 25 年度以降の研究計画として

「小児悪性固形腫瘍におけるALDH1活性と臨

床背景との相関を明らかにし、細胞株におけ

るALDH1の役割を検討する」ことを立案した。 

 まず「臨床検体での癌幹細胞の検出と臨床

背景との相関」について、当科の横紋筋肉腫

の検体を抗ALDH1抗体による免疫染色を行っ

た。その結果胎児型と胞巣型の検体において、

ともに抗 ALDH1 抗体で染色された。特に化学

療法後の検体では染色される細胞が増加し

ており、ALDH1 活性上昇細胞が高い薬剤耐性

能を持つ可能性が示唆された。 

 

 

 次に胎児型横紋筋肉腫において、ALDH1 活

性上昇細胞群が癌幹細胞の性格を有すると

の仮説に基づいて、活性上昇群におけるコロ

ニー形成能、多分化能、薬剤耐性能を検討し

た。胎児型横紋筋肉腫の細胞株 RD を用いて

フローサイトメトリーによりALDH1活性上昇

群と活性低下群に分離したところ、活性上昇

群の割合は 5.8%であった。 

コロニー形成能は、活性低下群では 1well（6 

well plate）あたり平均 21.3 個であったの

に対し活性上昇群では平均 36.3 個と亢進し

ていた。 

細胞 5000 個あたりのコロニー数 



 

また脂肪細胞への分化を表す oil red O 染色

細胞は、活性非上昇群に比べ活性上昇群で増

加した。薬剤耐性能は、各薬剤ともに活性上

昇群の生存率が有意に亢進した。造腫瘍能は、

1000個および10000個の活性上昇群を皮下注

した NOD/SCID マウスでは腫瘍形成を認めた

が、活性非上昇群では 10000 個を皮下注した

マウスでも腫瘍形成を認めなかった。 

 

 以上より RD において、ALDH1 活性上昇

群は高いコロニー形成能、薬剤耐性能、多

分化能を持ち、さらに造腫瘍能の亢進を認

めることから、癌幹細胞の性質を有する可

能性が示唆された。 

 

上記の通り、胎児型横紋筋肉腫の細胞株

においては、研究はおおむね順調に進展し

たが、横紋筋肉腫におけるもう一つの組織

型である胞巣型の細胞株においては、同様

の結果は得られなかった。 

今後も胎児型横紋筋肉腫の臨床検体を用

いた研究を継続していくとともに、胞巣型

の細胞株においても、ALDH1 活性上昇群の性

質を解明していく予定である。 
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瘍、476-481、医薬ジャーナル社、2014 
 

〔産業財産権〕 

○出願状況（計 0 件） 

 

○取得状況（計 0 件） 

 

〔その他〕 

ホームページ等:なし 
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