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研究成果の概要（和文）：骨肉腫の肺転移に関わるエクソソームの同定とその機能解析を骨肉腫細胞株：Dunnと
その高肺転移株LM8を用いて行った。LM8はDunnの約1.7倍量のエクソソームを培養液中に放出し、LM8由来エクソ
ソームはDunn細胞の増殖能と移動能を促進した。LM8で高発現していたmiR-AとmiR-Bは、担癌マウスの血清中エ
クソソームでも約1.5倍高発現していた。そして、miR-AはDunnの増殖を促進し、miR-BはDunnの移動能を促進し
た。　我々が同定した エクソソームmiRNAは、autocrineの機序を介して、細胞増殖能、移動能を亢進させるこ
とで、肺転移能が亢進していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Lung metastasis is the major risk factor of osteosarcoma patients. Recently,
 exosomes have emerged as an important mediator of cell-to-cell signaling through the transfer of 
molecules such as miRNAs and proteins. Here, we examined the exosomal miRNAs which promote lung 
metastases of osteosarcoma(OS).
We used the Dunn OS cell line (Dunn) and LM8 OS cell line (LM8) which has highly metastatic 
potential. More than two times amount of exosome was contained in culture medium of LM8 compared to 
that of Dunn. LM8 exosomes significantly promoted cell proliferation and migration of Dunn cells. 
The miRNA array showed the different expression pattern of exosomal miRNA between LM8 and Dunn.  The
 miR-A and miR-B were more included in exosome from LM8 than those of Dunn. The miR-A promoted the 
proliferation of Dunn, and miR-B promoted the migration of Dunn. The exosomal miR-A and miR-B may 
play an important role in the formation of lung metastases. 

研究分野： 整形外科学
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１. 研究開始当初の背景 
高悪性度肉腫の累積５年生存率は依然

60%程度であり、約半数の症例は肺転移をは
じめとする遠隔転移をきたし予後不良の経
過をとる。 
近年、癌患者の末梢血中には、癌細胞から

分泌されたエクソソームと呼ばれる 40～
100nm の直径の細胞外小胞が存在すること
が明らかとなっている（Kosaka et al: 
Future Oncol. 10:671-81, 2014）。エクソソ
ームの膜構造にはセラミドなどの特徴的な
脂質成分が含まれており、その内部には核酸
（DNA, mRNA, miRNA）、タンパクが内包
されている（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
核酸情報を含むエクソソームは生物学的

活性を有しており、癌細胞由来のエクソソー
ムは、周辺の細胞や遠隔の臓器へと移行する
ことで、自分が住みやすい微小環境を整え
（前転移ニッチの教育）、その結果、さらな
る増殖、抗がん剤への耐性、転移へとつなが
ることが示唆されている。大腸癌、肺がん、
乳がんなど発生頻度の高い癌では、エクソソ
ームを介した癌進展メカニズムの解析やバ
イオマーカーとしての有用性に関する報告
が散見されるが、肉腫におけるエクソソーム
に関する報告はない。そこで我々は、肉腫に
おけるエクソソームの解析を着想するに至
った。 

 
２. 研究の目的 
肉腫の進展や遠隔転移に関わるエクソソー
ム内 miRNA を同定し、同定した miRNA に
よる腫瘍進展のメカニズムの解析を行うこ
とを計画した。 
 
３. 研究の方法 
培養細胞：マウス骨肉腫細胞株：Dunn と、そ
の高肺転移株：LM8 を用いた。細胞は、10% FBS
添加 DMEM を用いて 37℃、5% CO2 下で培養
した。 
Immunoblotting：抗マウス CD81 家兎ポリク
ロ ー ナ ル 抗 体  (H-121) （ Santa Cruz 
Biotechnology）を用いた。 
動物：オス C3H/He マウスを用いた。腫瘍細
胞を背部皮下に 1x10⁷細胞移植し、腫瘍のサ
イズを計測した。 
エクソソームの単離：エクソソームの単離は
図２の手順で行った。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
エクソソームの定量：エクソソームのタンパ
ク定量は Bradford assay で行った。 
細胞増殖の定量：培養細胞にエクソソームを
添加し、経時的に回収し、生細胞数を MTS ア
ッセイで評価した。 
Migration assay： Boyden Chamber を用いて
Migration assay を行った。 
miRNA array：miRNA Oligo chip (TORAY)を
用い、エクソソームに含まれる miRNA 発現解
析を行った。 
miRNA の定量：TaqMan gene expression assay 
primer-probe pair を用いて定量した 
miRNA transfection：miRNA をリポフェクタ
ミンで導入し、細胞移動能と増殖能を解析し
た。 
 
４. 研究成果 
（１）我々の採用した方法で、細胞株培養上
清からエクソソームを回収できることを、抗
CD81 抗体を用いた immunoblotting 法と透過
型電子顕微鏡で確認した。（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）骨肉腫細胞株培養時の培地と骨肉腫細
胞株移植マウスの血清中に含まれるエクソ
ソームのタンパク量を比較したところ、LM8
は Dunn の約 1.7 倍量の exosome を培養液中
に放出していた。（図４） 

 

 

 

 

 

 

 

 



（３）Dunn に LM8 由来のエクソソームを添加
すると、細胞増殖能が亢進した。（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）Dunn に LM8 由来エクソソームを添加す
ると、Dunn の細胞移動能が亢進した。（図６） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）Exosomal miRNA の発現解析で 1900 
miRNAs をスクリーニングしたところ、LM8 は
Dunn と比較して、8種類の miRNA が 4倍以上
の発現量を示していた。（図７） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）骨肉腫細胞株培地内および担癌マウス
血漿内のエクソソーム miR-A, miR-B 量を定
量したところ、LM8 において高発現していた。 
（図８，図９） 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
（７）miRNA の機能解析において、miR-A は
Dunn の増殖を促進し、miR-B は Dunn の移動
能を促進した。（図 10、11） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LM8 では、Dunn と比較して、より多量の
exosome を放出すると共に、特定のエクソソ
ームmiRNAの発現量が亢進していることが明
らかとなった。我々が同定した エクソソー
ム miRNA は、autocrine の機序を介して、細
胞増殖能、移動能を亢進させることで、肺転
移能が亢進していると考えられた。 
 
同定されたエクソソーム内包miRNAは肉腫の
存在、再発/遠隔転移を早期発見するための
重要なバイオマーカーになるだけでなく、新
規治療ターゲットとなる可能性があり、肉腫
の治療成績の向上につながると期待できる。 
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