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研究成果の概要（和文）：目的は、骨軟部肉腫の増殖・進展過程におけるオートファジーの役割を解明すること
である。転移能の異なる骨肉腫細胞株と軟部肉腫細胞株を用いて、肺転移形成の過程での、原発巣、循環腫瘍細
胞および肺転移巣でのオートファジーの発現を検討した。その結果、原発巣でのオートファジーは、初期の発生
や生着の早期段階では抑制的に作用するが、急激に増殖する際には促進的に働く。転移巣では、原発巣と同様に
生着の早期では抑制的に作用するが、急激に増殖する際には’’間引き’’のために促進的に働く。この原発巣
と転移巣での時間的、空間的なオートファジーの発現の違いが転移形成を規定し、転移能の違いにつながる可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the role of autophagy in the 
growth and development process of bone and soft tissue sarcoma. We used osteosarcoma and 
undifferenced pleomorphic sarcoma cell lines with different metastatic potential. We investigated 
the expression of autophagy in primary sites, circulating tumor cells, and lung metastatic site 
during the process of metastasis formation. Autophagy in primary sites acts development and 
proliferation of sarcoma in the early stages. However, autophagy in primary sites promotes the 
expression to help the tumor proliferation when the primary site growth rapidly. Autophagy in the 
metastatic sites acts in a suppressive role in the early stage of development and proliferation 
similar to the primary sites. It promotes the expression by thinning function during rapid growth. 
It was suggested that the difference in the temporal and spatial expression of autophagy between the
 primary site and metastatic site regulates metastatic formation

研究分野：整形外科学

キーワード： 骨軟部腫瘍　肉腫　転移　オートファジー

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頻度の高い代表的な骨肉腫と未分化肉腫での転移形成過程において、オートファジーの時間的および部位での相
違を明らかにした。これによって、早期転移診断マーカーや転移治療の臨床応用への礎となり得る。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) オートファジーは、生理的には細胞が持っている細胞内のタンパク質を分解するための仕
組みであり、細胞質内にオートファゴソームと呼ばれる小胞が形成されるという形態上の特徴
を示す。オートファジーは、正常状態では細胞内で壊れたり不要になったりした成分を分解す
る機構だが、腫瘍形成・進展に関してはオートファジーが促進するのか、抑制するのかは現在
でも不明な点が多い。膵癌や肝癌などの限られた癌腫では、オートファジーの異常によって腫
瘍化および腫瘍の進行に寄与すると報告されているが、オートファジーの作用は腫瘍のおか
れた微小環境や病期により異なっている。すなわち、オートファジーは、腫瘍の発生や早期に
は抑制的に作用し、確立された腫瘍の増殖期、転移過程には促進的に作用する可能性があ
る。このように腫瘍細胞の生存・増殖・進展のためにオートファジーが大きく依存していることは、
オートファジーの調節が実現可能なガンの治療標的となりうることを示唆している。ガンにおい
てはオートファジーの調節に関し、いくつかのがん抑制遺伝子や癌遺伝子やタンパクが報告
されている。 
 
(2) 国内外の報告と我々の一連の転移研究成果より、肉腫の発生、増殖および転移形成とい
った異なる病期や腫瘍周辺環境に応じてオートファジーが重要な役割を演じると推測され、オ
ートファジーを調整することによって肉腫の治療になりえると考えた。すなわち、肉腫の発生段
階や早期の増殖段階ではオートファジーを促進させる、一方で肉腫の増殖期や転移形成過
程ではオートファジーを抑制させることによって、肉腫の増殖および転移抑制につながると考
えた。この考えに到った理由としては、臨床において、肉腫患者では初診時にはすでに肺転
移を生じている例が高頻度で存在する。そのため、発生起源が異なる癌腫とは異なり術前補
助療法が一般的に行われている。このことは、肉腫では、同時期であっても、腫瘍のおかれた
微小環境によって原発巣と転移巣でオートファジーのアンバランス (腫瘍増殖のため、原発巣
では亢進、転移巣では抑制など)が生じていると推察される。この変化は、癌腫とは異なった肉
腫の臨床的振る舞いの特徴であり、正常状態や癌腫とは異なったオートファジーの変化が肉
腫の進展に関与すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 自然発生の骨肉腫と軟部肉腫細胞株から樹立した転移能の異なる細胞株を用い、原発
巣での増殖と肺転移巣の形成過程においてオートファジーの存在および分子機構を把握す
る。 
 
(2) 多段階過程の転移形成の原発巣と転移巣におけるオートファジーの役割の差異を明らか
にしの骨軟部肉腫の増殖・進展過程におけるオートファジーの役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 肉腫細胞株でのオートファジーの存在の確認 
転移能の異なる骨肉腫細胞株 (Dunn：低肺転移株と LM8：高肺転移株)と軟部肉腫細胞株 
(LM-RCT：低肺転移株と HM-RCT：高肺転移株)を用いる。4種類の細胞を培養し、オートファ
ジーの誘導を、。オートファジーのマーカーである LC3 とオートファジー関連蛋白である Atg5
の発現確認する 
(2) オートファジーの高肺転移肉腫細胞株の増殖能に及ぼす影響の確認 
shRNAによりオートファジー関連蛋白である Atg5の発現を抑制した LM8 と HM-RCTを作成
する (shAtg5-LM8, shAtg5-HM-RCT)。shAtg5-LM8, shAtg5-HM-RCTの細胞増殖能をCCK-
8 assayで検討する。 
(3) オートファジーの肉腫細胞の移動能と浸潤能に及ぼす影響の確認 
shAtg5-LM8, shAtg5-HM-RCT と通常の LM8、HM-RCT を用いて、浸潤能を invasion assay
で、細胞の移動能を time-lapse differential interference contrast (DIC) imageで、形態学的変
化を位相差顕微鏡で検討する。 
(4) オートファジーの肉腫細胞と mat血管内皮細胞との接着能に及ぼす影響の確認 
shAtg5-LM8, shAtg5-HM-RC と LM8, HM-RCT を用いて細胞接着アッセイを行う。肉腫細胞
と血管内皮細胞との混合培養において、接着因子の発現の差異を検討する。 
(5) 生態内の転移形成における肉腫細胞の環境によるオートファジー発現の検討 
肉腫細胞株を移植したマウスで原発巣、血液循環腫瘍細胞 (CTCs)および肺転移巣でのオ
ートファジーの発現を継時的に評価する。 
(6) ヒト臨床データーとの関連性の評価 
凍結保存したヒト骨軟部肉腫組織での原発巣と転移巣でのオートファジーの発現を臨床経過
と比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 高肺転移株である、LM8 と HM-RCT でオートファジーが誘導される細胞が多いことが確
認された。LM-8 と HM-RCT では、HM-RCT、すなわち骨肉腫より軟部肉腫で、オートファジ



ーが誘導されやすかった。これによって、肉腫細胞でのオートファジーの存在と高肺転移肉
腫細胞株ではオートファジーが誘導されやすいことが明らかとなった。 
(2) shRNA によりオートファジー関連蛋白である Atg5 の発現を抑制した shAtg5-LM8 と
shAtg5-HM-RCTの作成に時間を要したため、抗 Atg5抗体での実験を進めた。抗 Atg5抗体
の投与下では、LM8 と HM-RCTの増殖能の差は無かった。これによって、オートファジーは、
高肺転移株の肉腫細胞の増殖能には影響を及ぼさないことが明らかとなった。 
(3) 抗 Atg5 抗体の投与下では、対照と比較し、LM8 では浸潤能は低下し、HM-RCT では
浸潤能と移動能は低下していた。抗 Atg5 抗体の投与下での細胞突起の長さは、LM8 では
約 85%に減じていたが有意差は無かったが、HM-RCTでは約 60%に減じていた。このこと
より、オートファジーの抑制によって、骨肉腫細胞株では浸潤能を、軟部肉腫では浸潤能と
運動能を低下させることが明らかとなった。 
(4) 抗 Atg5 抗体の有無で、肉腫細胞と血管内皮細胞との接着に必要な Paxillin の発現は、
LM8 では抗体無しでは 28%、Atg5 抗体下では 40%であった。HM-RCT では抗体無しでは
35%、Atg5 抗体下では 60%であった。オートファジーの抑制によって Paxillin の発現増加
を介して肉腫細胞の血管内皮細胞や細胞外マトリックスとの接着が促進され、細胞の移動
能が抑制される可能性が示唆された。 
(5) マウスに肉腫細胞を同種移植し、原発巣、CTCsと肺転移巣を採取し、オートファジーの
出現と程度を経時的に検討した。移植後 2週までの原発巣の形成初期では Atg5がわずかに
出現するが、肺転移が増加・増大する 3-6週では継時的に Atg5は増加した。CTCsでは、
肺転移が形成される移植後 2週から Atg5が検出され、6週まで経時的に増加した。転移巣
は移植後 2 週より観察され、Atg5 は検出されなかったが、4 週より検出され 6 週まで増加し
ていった。以上の事より、肉腫において転移形成過程でその環境と臓器でオートファジーの
発現が異なる事が推察された。 
 
まとめとしては、原発巣でのオートファジーは、初期の発生や生着の早期段階では抑制的に
作用するが、一旦生着し急激に増殖する際には’’間引き’’のために促進的に働く。転移巣で
のオートファジーは、原発巣と同様に生着の早期段階では抑制的に作用するが、急激に増殖
する際には’’間引き’’のために促進的に働く。この原発巣と転移巣でのオートファジーの時間
的、空間的違いが転移形成を規定し、転移能の違いになる可能性が示唆される。今後、ヒト肉
腫組織でのオートファジーの発現を検討し、新規の肺転移診断や治療法の確立につなげる。 
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