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研究成果の概要（和文）：血中の循環microRNAならびにexosome蛋白に着目し、骨軟部肉腫患者のモニタリング
や治療奏功性を判断可能なバイオマーカーの開発を目指した。Ewing肉腫では、proteome解析からexosome表面蛋
白を抽出し、細胞培養上清及び患者血清由来exosomeにおける発現を特定した。骨肉腫では、患者血清と細胞株
を用いたmicroRNAの網羅的解析から、担癌状態および治療経過を反映する血清miR-25-3pを特定した。滑膜肉腫
では、骨肉腫における手法を用いて血清miR-92-3pをリキッドバイオプシーの標的分子として特定し、その発現
は治療経過を反映し、他の肉腫組織型との層別化を可能とした。

研究成果の概要（英文）：Lack of circulating biomarker is a crucial problem for bone and soft tissue 
sarcomas. To improve prognosis in patients, identification of sensitive circulating biomarkers is 
important, since current diagnostic modalities have limitations in monitoring tumor or drug 
sensitivity during/after treatments for bone and soft tissue sarcomas. In our study, we identified 
the circulating exosomal marker by proteomic analysis using Ewing sarcoma cell culture media and 
serum samples from Ewing sarcoma patients. In patients with osteosarcoma, we identified serum 
miR-25-3p as a circulating biomarker that is secreted from OS cells. Serum miR-25-3p levels 
reflected tumor response to chemotherapy and recurrence, and were significantly correlated with 
prognosis in patients. We also identified serum miR-92b-3p as a diagnostic target of liquid biopsy 
for synovial sarcoma. Overall, our data indicated promising diagnostic role of circulating miRNAs 
and exosomes for bone and soft tissue sarcomas.

研究分野：骨軟部腫瘍学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨軟部肉腫は、全身の骨や軟部組織から発生するまれな悪性腫瘍である。近年、患者体液を用いた体液診断技術
が悪性腫瘍の新しい診療ツールとして開発されつつある。本研究では、骨軟部肉腫循血中腫瘍由来exosomeや分
泌型miRNAが特定され、治療経過や臨床病理学的な関連性が見出された。これらのマーカーが、化学療法抵抗性
や転移の早期発見の新たな診断技術になれば、肉腫患者予後の改善に寄与することが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）近年、悪性腫瘍における liquid biopsy 技術の開発が世界的な注目を集めている。Liquid 
biopsy とは、腫瘍などの生体組織の一部を採取して行っていた生検と同等の性能かつ患者さん
に負担の少ない検査を、血液や体液を用いて、主に分子遺伝学的な解析技術を組合わせて実現
しようとするものである。本技術を基盤とした次世代のがんバイオマーカーとしての可能性が
期待されている。腫瘍由来 exosome、血中循環 RNAおよび DNA、血中循環腫瘍細胞などの手
法が試みられてきているが、近年、腫瘍由来 exosome および血中循環 miRNA を利用した方法
が従来の方法よりも遙かに優れた感度・特異度を示すことが明らかにされた（Melo et al. Nature 2015, 

Schwarzenbach et al. Nature Reviews Clin. Oncol. 2014）。 
（２） Exosomeは、細胞内の小胞輸送を介して細胞外に放出される直径 30～100 nmほどの細
胞外小胞（Extracellular vesicle; EV）の一種である。申請者らは、世界に先駆けてこの exosome
を臨床に応用する試みを行い、exosome 自体の標識を可能とする技術を確立し、大腸がんにお
ける新規バイオマーカー技術を構築した（Yoshioka et al. Nature Communications 2014）。また、exosomeの
分泌を阻害することや（Kosaka et al. JBC 2010）、体液中 exosomeを捕捉することで乳癌の遠隔転移を
抑えることを見出した。さらに、これら一連の研究の中で、exosomeに内包されている miRNA
が重要な役割を担っていることを見出した。 
（３）miRNAは、多段階の過程によって成熟し機能することが分かっており、この様々な段階
における異常ががん発生と深く関与していることが明らかになっている。この課程において、
がんにおいて発現亢進を示す miRNA（OncomiR）と発現低下を示す miRNA（Tumor-suppressor 
miRNA）が存在することが明らかになった。さらに近年、この miRNA が細胞外にも分泌され
ることが明らかにされ、新規バイオマーカーおよび新規治療標的としての可能性が注目されて
いる。 
（４）希少がんである骨軟部肉腫では、診断が困難な症例も少なくない。これらの肉腫に対す
る新たな診断・治療の創出とその臨床応用に展開するための基盤となる研究を行う。 
 
２．研究の目的 
本研究は、exosomeおよび分泌型 miRNAの測定技術を応用し、未だバイオマーカーの乏しい肉
腫診療における新たな診断・治療を実用化させるための基盤研究およびその臨床応用を行うも
のである。 
 
３．研究の方法 
(1) Ewing肉腫 (2) 骨肉腫 (3) 滑膜肉腫について検討を行った（図１−３）。①患者血液中腫瘍
由来 miRNAまたは exosomeの特定、②患者血液中腫瘍由来分泌型 miRNAの特定、③特定し
た miRNA の治療標的としての検証、④特定した exosome および分泌型 miRNA と患者臨床病
理学的関連性の解析である。 
 

 図２骨肉腫の解析 

図１Ewing肉腫の解析 
 
 
 
 
 
      図３滑膜肉腫の解析 
４．研究成果 
（１）Ewing肉腫細胞株３種を用いて、プロテオーム解析により正常細胞で発現のない上位 15
種の候補遺伝子を選出した。次に western blotにより cell lysateと exosomeにおいてテトラスパ
ニン蛋白と候補遺伝子の一つである CD99の発現を確認した（図４）。次に Ewing肉腫担がんマ
ウス血清由来 exosomeにおける候補蛋白の発現を、EV-Second法によって分離した exosomeを
用い、サンドイッチ ELISA により確認した（図５）。同様の方法で Ewing 肉腫患者血清由来
exosome についても検討し、Ewing 肉腫に特徴的な CD99 が exosome 表面に存在することに加
えて CD99以外の候補蛋白 protein Aを同定した。また、Ewing肉腫担癌マウス血清由来 exosome 
における同定分子の発現を確認した（図６）。さらに患者血清由来 exosome を用いて治療前後



での候補蛋白 proteinAの発現を確認したところ、治療後にその発現が有意に減少したことが明
らかとなった（図７）。 
図４     図５ 

 
図４ Ewing 肉腫由来
exosome の proteome
解析と細胞株におけ
る CD99発現 
図５Ewing 肉腫担が
んマウス血清由来
exosome中のCD99発
現 

 
図６     図７ 

 
図６ Ewing 肉
腫由来 exosome
の候補蛋白の発
現 
図７ Ewing肉腫
患 者 血 清
exosome の腫瘍
モニタリング 

 
（２）骨肉腫患者および対照ヒト血清由来の miRNA および骨肉腫細胞株培養上清由来の
miRNAを用いて網羅的解析を行い、患者群および骨肉腫細胞株で発現が高い miRNAとして 8
種類の miRNA を選出した。そのうち、骨肉腫細胞株の培養上清内で細胞数および培養時間依
存的に上昇する miRNAとして miR-25-3pと miR-17-5pを特定した（図８）。独立したコホート
群における骨肉腫患者と非骨肉種患者および健常者由来血清における候補 miRNA の発現解析
では、miR-25-3pはいずれの群よりも骨肉腫患者群で発現が高かった。ROC曲線による解析で
は、AUCは ALPで 0.724であったのに対しmiR-25-3pでは 0.868、miR-17-5pでは 0.720であり、
miR-25-3pが既存のマーカーである ALPよりもより良い感度と特異度を示すことが明らかとな
った（図９）。さらに、骨肉腫患者における治療経過に伴う腫瘍の状態を反映して血清中の
miR-25-3p は変化した。この結果より、治療経過のモニタリングに使用できる可能性が示され
た（図１０）。 
図８    図９   図１０ 

 
図８骨肉腫細胞株の細胞内と培養上清中の miR-25-3pと miR-17-5p発現の確認 
図９骨肉腫患者血清中 miR-25-3pの発現とマーカーとしての有効性の検討 
図１０骨肉腫患者における血清 miR-25-3pを用いた腫瘍モニタリング 
 
（３）滑膜肉腫患者血清と滑膜肉腫細胞株上清を用いて miRNA の網羅的解析を行い、滑膜肉
腫で高発現であった５つの miRNAを選出した（図１１）。滑膜肉腫細胞株を用いた検討で、こ
れらの中で miR-92b-3p が腫瘍細胞から分泌される miRNA であることを確認した（図１２）。
動物実験では、腫瘍増大および切除にしたがって血清中の miR-92b-3pが変化することが明らか
となった（図１３）。更に独立したコホートのヒト血清を用いた検討では、健常者と比べて滑膜
肉腫患者群で血清 miR-92b-3pの発現は有意に高値を示した。また、患者ごとの治療経過におい
て血清中の miR-92b-3pの発現レベルは腫瘍動態を反映することが判明した。これらの結果から、
血清miR-92b-3pを用いた liquid biopsyにより滑膜肉腫の臨床経過をモニタリングできる可能性
が示唆された（図１４）。 
 
 
 
 
 



図１１     図１２ 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１１滑膜肉腫患者血清における miRNAの網羅的解析  
図１２滑膜肉腫細胞株者における細胞内と培養上清の miR-92b-3pの発現 
図１３     図１４ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１３滑膜肉腫担がんマウス血清における miR-92b-3pの発現変化  
図１４滑膜肉腫患者における血清 miR-92b-3pを用いた腫瘍モニタリング 
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