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研究成果の概要（和文）：マウス軟部肉腫の肺転移モデルにおいて、血中腫瘍循環細胞（CTC）は、原発巣が肉
眼的腫瘤を形成する2週から存在し、原発巣の増大とともに増加した。さらに、微小転移形成以前から出現する
という体内動態を明らかにした。CTCの回収が確立できれば、微小転移の出現予測に有用と考える。一方、CTC数
と肺転移数に直接的な関連は認めず、遠隔転移の進行は、CTCの存在のみでは規定されない。CTC回収の際にコロ
ニー形成をする細胞集団を認めた。転移能を規定する因子の1つとして、循環血液中におけるコロニー形成能に
ついて解明することが今後の課題の1つである。

研究成果の概要（英文）：In a mouse model of pulmonary metastasis of soft-tissue sarcoma, circulating
 tumor cells (CTCs) in the blood were present from 2 weeks after the primary tumor formed a gross 
mass and increased as the primary tumor grew. Furthermore, we found that CTCs appeared even before 
the formation of micrometastases, which may be useful for predicting the appearance of 
micrometastases if CTC collection can be established. On the other hand, there was no direct 
relationship between the number of CTCs and the number of lung metastases, and the progression of 
distant metastases was not defined solely by the presence of CTCs. One of the future issues is to 
elucidate the colony-forming ability in the circulating blood as one of the factors that determine 
metastatic potential.

研究分野： 整形外科

キーワード： 血中腫瘍循環細胞　軟部肉腫 　肺転移

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軟部肉腫の原発巣に対する治療は、広範切除を行うことで成し遂げることができる。しかし、生命予後の改善に
は、原発巣の確実はな切除に加え、遠隔転移の制御が不可欠である。軟部肉腫の遠隔転移の早期診断として、血
中腫瘍循環細胞（CTC）の体内動態の把握および機能解析を進めることは、遠隔転移を制御し、治療成績の向上
につながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 軟部肉腫は、自律性増殖という局所的問題に加え、転移という全身的問題が未だ解決されてい
ない。原発巣に対しては、腫瘍切除により病巣の除去が可能であるが、一旦、遠隔転移を生じる
と、約 70％の患者が転移の増悪により死亡に至る。近年、再発・転移を来した進行性軟部肉腫
に対する新規の抗腫瘍薬 (パゾパニブ、トラベクテディンとエリブリン)の導入によって、生命
予後の改善が期待されているが、依然として予後は不良である。進行性軟部肉腫の制御には、遠
隔転移の制御が不可欠で、遠隔転移を初期の段階で診断し、転移の進行を制御し得る新規治療薬
の開発が急務である。これまでに我々は、肉腫の制圧を目的とし、肺転移の分子機序について一
連の研究を行ってきた。マウス自然発生の未分化多形肉腫細胞 (RCT)から分離、樹立した転移
能の異なる高肺転移株 (high metastatic clone of RCT, HM-RCT)と低肺転移株 (low metastatic 
clone of RCT, LM-RCT)を用いて、HM-RCT ではラミニンの発現が亢進することで細胞外マト
リックスへの接着能および浸潤能が亢進し、肺転移が促進することを明らかにした。その結果を
もとに臓器の微小環境として、転移先の線維芽細胞と肉腫細胞の相互関係におけるマトリック
スメタロプロテアーゼ (MMP-2, 9)の関与、血管内皮細胞と肉腫細胞の相互関係における TNF-
αやインターロイキン-1 (IL-1)の関与を解明した。今後、肉腫の転移形成における初期段階の病
態を解明し、転移の進行を制御することが、肉腫治療の発展に必要である。 
 リキッドバイオプシーは、がん患者の血液などの体液を採取し、体液中に存在する微量ながん
細胞やがん細胞由来の産物を高感度に検出する手技である (図 1)。リキッドバイオプシーで検
出可能なバイオマーカーとして、CTC、血中遊離 DNA (cell free DNA; cfDNA)、ctDNA が挙げ
られる。これらのバイオマーカーの検出により、がん患者の治療効果判定や転移の出現といった、
癌細胞の動態をリアルタイムで把握することが可能である。その結果、癌腫、特に肺癌、乳癌、
大腸癌治療で、病期・病勢に応じた最適な治療の導入を可能にし、進行癌患者の生命予後の飛躍
的な改善が期待されている。そこで、腫瘍の起源および臨床的特徴が異なる肉腫においても、リ
キッドバイオプシーを用いて、CTC や ctDNA をモニタリングし、転移形成の比較的早期の段階
で、転移を制御する新規の標的分子・蛋白を同定することが期待できる。現在の肉腫治療におけ
る薬物療法は、腫瘍細胞の増殖を抑制する薬剤であり、転移形成の早期を標的とする薬物療法は
存在しない。本研究では、軟部肉腫患者でリキッドバイオプシーによる転移の早期診断に有用な
バイオマーカーを確立し、転移形成の準備段階で CTC がどのように転移促進機能を獲得するの
か、ctDNA の解析も加え、転移制御機構を解明する。その結果、転移形成が加速する機序が明
らかとなり、転移形成の早期段階を標的とした新規薬物療法の開発につながり、肉腫細胞を根絶
させることができる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、軟部肉腫の肺転移形成における血中腫瘍循環細胞 (CTC)の同定と体内動態
を評価することである。将来的には、CTC や ctDNA の制御を介した、転移の早期診断と進行抑
制の新しい治療法を確立することができ、今後の臨床応用への基礎となる。 
 
 
３．研究の方法 
 
マウス軟部肉腫肺転移モデルとして、マウス自然発生未分化多形肉腫細胞 (RCT)から、Fidler

らの方法によって我々が樹立した、高肺転移株 RCT(+)と低肺転移株 RCT(-)を用いた。RCT(+)と
RCT(-)をそれぞれ、C3H/He マウスの大腿筋肉に移植し、移植後 2，3，4 週で原発巣の体積と肺
転移数を測定した。 

CTC の回収は、毛細管現象を利用するサイズベースの CTC 分離キット (MetaCell®)にて、末
梢および心臓採血で得た全血液から CTC を分離回収した。回収した filter を 4 日間培養し、直径
20μm 以上の細胞をカウントし、CTC 数を経時的に評価した。 

CTC が RCT であることは、Vimentin と CD45 の二重蛍光染色で確認した。 
 
４．研究成果 
 
 原発巣の体積は、移植後 2 週、3 週、4 週と経時的に増加した。各週数とも、RCT(＋)と RCT(-)
では有意差は認めなかった。肺転移数は、移植後 3 週から結節として確認され、経時的に増加
し、移植後 4 週で、RCT(＋)の転移数が、有意に多くなった。 
回収した CTC を 4 日間培養し、直径 20 mm 以上の細胞を計測したところ、RCT(-)では移植後

2 週の全血中にも CTC を確認し、移植後 3 週では、コロニー形成が旺盛となった。移植後 4 週
でも CTC が散見された。RCT(＋)でも、同様に、移植後 2 週の全血から、CTC が観察され、移



植後 3 週では、やや集簇しつつある CTC が観察され、4 週では、クラスター化した CTC の集団
を認めた。RCT(+)では、CTC 数と原発巣サイズに相関を認めたが、肉眼的肺転移数との間に相
関は認めなかった。 

RCT 細胞の生物学的特徴として、細胞増殖能を CCK8 assay で評価したが、RCT(+), RCT(-)で
有意差はなかった。 
 マウス軟部肉腫の肺転移モデルにおいて、CTC は、原発巣が肉眼的腫瘤を形成する 2 週から
存在し、原発巣の増大とともに増加した。すなわち肉眼的肺転移が形成される以前から CTC は
出現するという体内動態を明らかにした。また、クラスター化した CTC を認めたことは、乳癌
領域で、原発巣で低酸素領域から血中循環に入った CTC は細胞間接着が増強し、クラスター化
しやすく、低酸素領域由来の CTC クラスターは高転移能を有することが報告されており、肉腫
の CTC においても、転移能を規定する他の分子生物学的機序の解明が今後の研究課題と考えら
れた。CTC の回収が確立できれば、微小転移の出現予測に有用だけではなく、遠隔転移の進行
機序のさらなる解明につながると思われた。 
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