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研究成果の概要（和文）：骨肉腫制御において局所の進展・転移のメカニズムを解明することが臨床的に求めら
れています。私たちは骨肉腫の進展機構において、小型膜小胞として分泌されるエクソソームに着目し、これま
で研究をおこなってきました。その結果、1）骨肉腫由来エクソソームにて破骨細胞の分化が阻害され、2)骨肉
腫周囲の破骨細胞が少ない方がより遠隔転移能を有していることを見出しました。また、エクソソームの分泌に
重要なタンパクであるTSG101ノックアウト骨肉腫細胞株を作成し、骨肉腫由来エクソソーム減弱モデルを作成す
ることで、エクソソームが腫瘍の転移や破骨細胞の分化に影響を及ぼしているかを調査しました。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of the mechanism of local progression and metastasis in 
osteosarcoma control is essential. We have conducted a research of the exosomes secreted from 
osteosarcoma during the disease progression. As a result, we found that 1) osteoclast-derived 
exosomes inhibited osteoclast differentiation, and 2) less osteoclasts around osteosarcoma related 
to  greater distant metastatic potential of osteosarcoma. In addition, by creating a TSG101 knockout
 osteosarcoma cell line, which is an important protein for exosome secretion (exosome attenuation 
model), we revealed how osteosarcoma-derived exosomes acted for the metastasis or osteoclast 
differentiation.

研究分野： 整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨肉腫は小児から成人にかけて発生する骨の悪性腫瘍として最も頻度が高いと言われています。歴史的には患肢
切断による治療が一般的でしたが、切断後も高率で肺転移が出現しするため、治療が難しい病気でした。術前術
後の化学療法が確立すると共に、人工関節による手術治療が発展することで、患肢温存とともに長期生存が可能
となってきています。しかし、多くの場合に初診時から微小転移が肺などに潜んでおり、転移進展機構の解明
や、新たな治療戦略を開発することが急務であると考えられます。我たちは今回、骨肉腫から分泌されるエクソ
ソームに着目し研究を行い、エクソソームにより、微小環境や遠隔転移に影響している可能性を見出しました。

※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 
骨肉腫の局所進展・転移のメカニズムを解明することは、骨肉腫制御の新たな戦略となる可能

性がある。私たちは骨肉腫細胞株より小型膜小胞として分泌されるエクソソームに着目し、これ
まで研究をおこなってきた。その結果、1）骨肉腫由来エクソソームにて破骨細胞の分化が阻害
され、2)骨肉腫周囲の破骨細胞が少ない方がより高い遠隔転移能を有していることを見出した。 
また、エクソソームの分泌に重要なタンパクである TSG101 をノックアウトした骨肉腫細胞株

を作成し、骨肉腫由来エクソソーム減弱モデルを作成することで、エクソソームの多寡が腫瘍の
転移や破骨細胞の分化にどのような影響を及ぼしているかの調査を計画していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、1)骨肉腫由来エクソソーム減弱モデルの in vivo におけるより詳細な解析を行

う事、2)破骨細胞の分化に及ぼすエクソソーム中の因子を調査することを行うことを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
TSG ノックアウトマウスの作成 
マウス骨肉腫細胞株（LM8）に対して、CrisprCas9 法による TSG101 のノックアウトを行った。 
骨肉腫モデルの作成 
LM8 より TSG101 をノックアウトした細胞株 LM8 TSG101-KO 細胞とコンロトール細胞株を、8 週
齢のオス C3H / He マウスの遠位大腿骨に移植を行った。移植された腫瘍が 1,000 mm3に達した
とき、または移植後 4 週間で、肺と大腿骨を採取し、遠隔転移巣および原発巣モデルを作成し
た。 
組織評価 
組織をパラフィン包埋切片に加工し、HE染色を行った。免疫組織染色は、脱パラフィン切片を、
カテプシン K、Ki67、CD31、VEGF 抗体にて染色を行い、組織の観察を行った。 
エクソソームの分離 
LM8 から分泌されたエクソソーム（LM8-EV）の収集として、1×106の LM8 細胞を 2％エクソソー
ム枯渇 FBS と DMEM で 2日間培養した。超遠心法によるエクソソームの収集法にてエクソソーム
を回収し、NanoSIGHTTM LM10 を使用したナノ粒子追跡分析で濃度を測定した。  
破骨細胞形成 
8 週齢の C57BL/6 マウスの大腿骨および脛骨から骨髄を採取し、RANKL とともに培養を行い、破
骨細胞の形成を行った。 
 
４．研究成果 
エクソソーム低下骨肉腫同所移植モデル 
□ 骨肉腫におけるの効果を分析するために、TSG101 をノックアウトすることにより、エクソ

ソームの分泌能が低下したマウス骨肉腫 LM8 細胞株(LM8 TSG101-KO 細胞)の生成を行った。
LM8 TSG101-KO 細胞は、EVの分泌が約 40％まで低下していたが、in vitro で細胞増殖に違
いは認められなかった。 

□ LM8 TSG101-KO 細胞の in vivo での進展機構を明らかにするため
に、マウスの大腿骨遠位骨内に移植を行ったところ、in vitro と
は異なり LM8 TSG101-KO 細胞の増殖は、発育の遅延を認めた。原
発病変の Ki67 染色を行ったところ、LM8 TSG101-KO 細胞では Ki67
の発現が 4 分の 1 に抑制されたことが示された（左図）。骨肉腫
由来のエクソソームは隣接する細胞と相互作用することにより、
腫瘍の増殖に有利な微小環境を作る可能性が示唆された。また、
TSG101-KO 細胞では腫瘍内において、CD31 陽性細胞の 75％の減
少、VEGF 陽性領域の約 75％の減少が認められ、血管新生がエク
ソソームの低下により強く抑制されたことが示された。 

□ エクソソーム分泌と遠隔転移との関連に関して、肺病変を
評価したところ、TSG101-KO 細胞をでは、コントロールと
比べ、転移巣の数が 15 倍以上少なく、転移病変の面積が
6分の 1小さいことを示した（左図）。 

□ 以上を踏まえ、骨肉腫由来のエクソソームが腫瘍の局所進
展や遠隔転移に有利となる腫瘍微小環境を変化させるこ
とが示唆された。 

 
 



エクソソームと破骨細胞との関係 
□ 同様に LM8 TSG101-KO 細胞周囲の破骨細胞をカテプシン K により染色

したところ、コントロールでは腫瘍周囲の破骨細胞が減少していること
が確認された(左図）。この結果より、エクソソームが骨肉腫周囲の破骨
細胞形成を阻害していることが示唆された。 

□ また、in vitro 破骨細胞形成モデルにて、骨肉腫由来エクソソームの
作用を調査した。エクソソームを破骨細胞前駆細胞に作用させたとこ
ろ、10個以上の核を含む大きな OC（> 10,000 µm2）の
数が減少し、約 3–9 の核を含む小さな OC（1,000–10,000 
µm2）の数が増加しましたした（左図）。さらに、LM8-EV
は Trap mRNA の発現を成熟 OC と比較して約 70％抑制
しました。この結果から、骨肉腫由来エクソソームが
破骨細胞の成熟を阻害し、破骨細胞の融合阻害が生じ
ていることが示唆された。 
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