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研究成果の概要（和文）：骨軟部悪性腫瘍の予後は肺転移により左右され、転移成立過程における転移巣での生
着、Spheroidの役割が注目されている。申請者は、近赤外線を用いたマクロ顕微鏡を開発、Spheroidの周囲や深
部までの動きを3次元的に連続観察記録する事が可能とし以下の事を明らかにした。
Spheroidの周囲に多数のfilopodia(糸状突起）を認め、Rho family GTPaseの一つであるCdc42が、 また
Spheroid周囲のbuddingや内部の構造変化を認め、Rho-ROCKが制御している。
今後は、浸潤転移を抑制する薬剤に関してSpheroidの動態に対する影響を検討し、臨床応用に結びつけたい。

研究成果の概要（英文）：Prognosis of malignant soft tissue tumor clinically depended on the lung 
metastasis. Recently, critical roles of spheroid formation and dynamics during metastasis formation 
was emphasized. We herein newly developed macro-microscopy with near-infrared light. Employing this 
system, we could analyze the marginal zones and also intra regions of malignant soft tissue tumor 
spheroid with time-lapse recording.
Numerous filopodias were observed surrounding spheroid with Cdc42-dependent fashion and budding (
sprouting) formation were observed occasionally with Rho-Rho-kinase (ROCK) dependent manner. We are 
currently analyzing this spheroid dynamics with several compounds, which already confirmed showing 
the inhibitory effects for the same soft tissue tumor in vitro and also in vivo Xenograft model.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 

骨軟部腫瘍を含む悪性腫瘍の転移は複雑な一
連の過程を経て成立するが、最近の臨床病理
学的な解析により、腫瘍細胞は非常に早期か
ら血中に CTC（circulating tumor cells）と
して観察されること、転移の成立には転移先
での腫瘍の増殖が最も critical で、骨髄由来
の種々の細胞（macrophage, 血管前駆細胞等）
が補助的な役割を演じていることなどが大き
くクローズアップされてきている。しかしな
がら従来の CTC の研究は、血中の CTC を腫瘍
細胞特異的なカラム等を用いて capture する
方法で、定量的な解析が可能ということで臨
床応用（Cell Search Systems, Veridex 社）
されているが、生きた細胞と死んだ細胞の分
離が困難な点、又得られた CTC が 2-100 
cells/ml と著しく少なく、生物学的な評価が
非常に困難であるなどの欠点が多い。 
 
２．研究の目的 
我々は、H25-26 年度の挑戦的萌芽研究（課題
番号 25670661）を行う過程で、我々の研究室
で樹立したマウス骨肉腫高肺転移株（LM8）
を同種同所移植後、CTC を生きたままで培養
することに世界で初めて成功、CTC を原発巣
のLM8と比較しCTCの方が高いanti-anoikis
活性を有し浮遊培養条件下でも増殖するこ
とを報告した。さらに肺という原発巣と異な
る環境下における腫瘍細胞の増殖に
stiffness の異なる条件下での 3 次元増殖に
VEGF が重要な役割をする事を見いだした。本
研究の目的は、転移先を標的とした新規抗転
移治療の臨床応用への道筋を開くことであ
る。研究当初は、上記目的にて分離した CTC
の解析を行っていたが、CTC を培養すると、
その性質が変化すること、又分離した CTC の
量が極めて微量で、培養増殖させること無く
解析する事が極めて困難である事が判明し
た。そこで、流血中や転移巣での増殖制御に
的を絞り、実際の生体内での増殖に関与する
3次元的なSpheroidの動態の解析を行うこと
にして、研究の目的を変更して以下の研究を
遂行した。 
 
３．研究の方法 
我々は、H25-26 年度並びに H27-28 年度（H29
年度延長）の挑戦的萌芽研究（課題番号
25670661, 15K15560）を行う過程で、新規に
近赤外線を用いたマクロ顕微鏡（倍率〜20
倍）を開発、Spheroid の内部や周囲の動きを
3 次元的に連続観察記録することが可能とな
った。 
Spheroid の作成には、我々が以前患者検体よ
り樹立報告した、極めて幹細胞性の高い滑膜
肉腫細胞株 (Yamato-SS)を用い、細胞接着を
完全に阻害する為、 HEMA(hydroxyethyl 
methacrylate) coat した plastic culture 
dish で 20% FCS 存在培養液中で、約 1 週間

培養し、直径 100-200 micro m (細胞数 10000
〜50000 個程度）の Spheroid を効率よく再現
性良く作成できるようになった。 
Spheroidに各種薬剤を2時間処理し、その後、
glass bottom dish に移し顕微鏡ステージ上
の培養観察装置内に置き、マクロ顕微鏡下で、
37oC 90% N2, 5% O2, 5% CO2 のやや hypoxia
の条件下で培養を行いながら、近赤外線を用
いたマクロ顕微鏡で動画を撮影した。（20 秒
毎、30 分）得られた動画を下記の観察項目に
準じて解析を行った。 
 
４．研究成果 
今回この装置を活用して、骨軟部悪性腫瘍
spheroid の動態における種々の因子の関与
を検討した。Spheroid 動態の検察項目として
は、 
1. Spheroid 周囲の budding (sprouting), 
2. Spheroid 周囲に存在する filopodia(糸状
突起）の長さ、運動、 
3. Spheroid 内部の構造変化に分けて解析を
行った。 
 
Fig.1  
 
滑膜肉腫細胞より得られた Spheroid の近赤
外線顕微鏡透過像（静止画像） 
 
3 次元培養した Spheroid の表面には、多数の
突出する部分（budding (sprouting)）や
filopodia(糸状突起）が存在し、又近赤外線
を用いることで内部の様子を観察すること

が出来た。 
 
1．ROCK inhibitor (Y-27632)の効果 
既に我々が Rho-ROCK 系を抑制する事を報告
している水溶性の薬剤 Y-27632 20 micro M
の前処理にて、30 分間で Spheroid 周囲での
budding の回数が減少した。（Fig.2) 
Filopodia の長さや運動に変化は認めなかっ
た。 
 
2．Cdc42 inhibitor (ML141)の効果 



Cdc42 の活性を阻害する事が報告されている
水溶性の薬剤 ML141 3-12 micro M の前処理
にて、130 分間で filopodia の長さや運動の
減弱が認められた。budding には大きな変化
は認められなかった。 
 
以上の事より、budding には Rho-ROCK 系が、
filopodia formation には、Cdc42 が中心的
な役割を演じている事が、明らかとなった。 
 
Fig.2  
 
滑膜肉腫細胞より得られた Spheroid の近赤
外線顕微鏡透過動画より、計測された
Spheroid周囲のbuddingに対する各種薬剤の
影響 （30分間の budding の回数） 

 
 
 
 
今後の研究 ()は下記発表論文番号 
本研究で得られた成果を元に、既に in vitro
さらに nude mice を用いた in vivo 動物実験
で、本研究に用いた Yamato SS 細胞の増殖抑
制を報告している trabectedin (1) や
pazopanib (Wakamatu et al, Cancer Science 
2014)を用いて、これら薬剤の Spheroid 動態
に与える影響を観察する。また一方、共同研
究者の京都薬科大学芦原教授の研究室で精
製された Cdc42 発現量を低下させることで、
骨肉腫転移を抑制できる沈丁花の薬物成分
(2)についても同様に、Spheroid の動態に関
する影響を検討し、これら薬剤の作用点の解
析と、悪性骨軟部腫瘍治療（臨床応用）への
足がかりにしたい。 
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