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研究成果の概要（和文）：肉腫における特異的な分泌型microRNA/exosomeを細胞株、臨床検体から候補を抽出
し、さらにvalidation studyを行うことで各肉腫における特異性の高い遺伝子を特定することが可能であった。
次に、それら遺伝しの作用機序を確認するためin vivoでも実験を行い肉腫に特徴的な転移もしくは浸潤に関与
しているかを検証したところ、この特異的な遺伝子は転移や浸潤を促進する作用をもっていることを確認した。
臨床検体との相互性も確認できたため、特異的なバイオマーカー、また治療薬のない肉腫において、今後の検査
や治療に繋がる研究であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Infiltrative tumor growth into adjacent soft tissues is a major cause of the
 frequent recurrence of sarcoma, and no useful biomarkers are available for tumor monitoring. The 
aim of the present study was to identify fibroblasts. 
Serum miRNA expression may represent a novel diagnostic target for monitoring of highly aggressive 
sarcoma. Furthermore, exosomal miRNA could act as a transfer messenger to adjacent cells and mediate
 the infiltrative nature of sarcoma, revealing a crosstalk between tumor cells and normal cells in 
the tumor microenvironment.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肉腫には明らかな特異的バイオマーカーもなく、化学療法などでの根治を期待できる治療薬は無い。本研究で
は、臨床において肉腫のバイオマーカーの発見ができることにより早期発見、早期治療に繋げることが可能とな
る。さらには、根本的な治療薬とまではいかないにしろ、術前or術後の治療薬として浸潤や転移を抑制すること
で根治できる可能性が高くなると考えられる。

※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 
 
【研究背景、準備状況、研究の新規性・独自性】 
 肺癌、胃癌、大腸癌、前立腺癌といった上皮系腫瘍には有用な腫瘍マーカーが存在し、診断や
病勢の評価に重要な役割を果たしている。一方で肉腫に関しては標準的に用いられている腫瘍
マーカーに乏しく、診断や病勢の評価が容易ではない。特に肉腫の生存率は再発や肺などへの転
移に大きく左右されるため、体液を用いて迅速に臨床状態の評価が可能となる腫瘍マーカーの
開発は肉腫診療におけるブレイクスルーとなり、患者の生命予後改善に大きく役に立つものに
なる。 
 分泌型 microRNA (miRNA)は疾患特異性を有し、体液中で exosome といった細胞外小胞体等
に内包され RNase からの分解を逃れていることが明らかにされている。がん新規バイオマーカ
ーとしての意義が高いのみならず、近年では腫瘍周囲微小環境に作用し浸潤・転移にも関与する
ことが分かってきた。 
 肉腫にはバイオマーカーが無く、手術以外の有効な治療法が少ないという現状で、この分泌型
miRNA や exosome は肉腫診療において診断、新規治療の面で画期的な躍進をもたらす可能性
がある。 
 準備状況としては、患者検体及び miRNA、exosome 抽出技術開発ともに良好な環境が整って
いる。患者検体は本邦のサルコーマセンターを中心とする多施設より豊富な数を収集可能であ
る。西日本初のサルコーマセンターである当岡山大学整形外科には骨軟部腫瘍患者の受診が集
中している。また、本邦で最も患者数の多い国立がんセンターや、四国地方の肉腫診療の拠点的
施設である四国がんセンター、高知医療センターなどの多施設と連携しており、本研究グループ
は日本有数の患者検体を使用可能である。また、当科では血液検体を用いた研究を既に行ってお
り、現在も各肉腫組織型における検体のストックは増加している。さらに，国立がんセンター、
がん研究会ゲノムセンターといったmicroRNAや exosomeを用いたバイオマーカー研究の最先
端をいく施設と共同研究を開始しており、新規バイオマーカーを開発するための環境は極めて
良好である。 
 一方で、分泌型 miRNA/exosome 研究の問題としては血清などの体液や細胞培養液からの抽
出と解析方法の煩雑さが議論されている。これらに関して、我々の共同研究施設であるがん研究
所および国立がんセンターでは、exosome の簡便かつ純度の高い精製方法や、さらには exosome
の抽出なしに数 ul の体液サンプルでサンプル中の exosome を評価可能とする技術が開発され
てきており、この技術を応用することで肉腫患者の血清を用いて抽出した exosome を解析し、
得られた候補 exosome タンパク質をバイオマーカーとして、最終的には exosome の抽出をせず
に少量の患者血清から検出することを目指している。この exosome 解析からバイオマーカーへ
の応用を行う一連の系は、非常に独創性の高い方法で、最終的には exosome の抽出をせずにご
く少量の血清サンプルで検出を行うという非常に画期的な手法となる可能性を秘めている。ま
た現在の所、肉腫のバイオマーカーとして exosome を用いる報告はされていない。将来的な展
望として、肉腫の転移や治療抵抗性のメカニズムの解明や、腫瘍由来 exosome を阻害すること
による新規治療にも繋がる可能性も期待される。                           
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、肉腫（悪性骨軟部腫瘍）患者の血清などの体液における分泌型 miRNA/exosome の
発現・特異性を検証し、これまでにない、肉腫の診断および臨床状態の把握を可能とする新規バ
イオマーカーを開発すること、また miRNA/exosome と肉腫における浸潤・転移機序の関連性
を明確にし、関連遺伝子の検索、またそれらを阻害することによる新規治療薬の開発を目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 
 転位肉腫患者血清および高転移肉腫細胞株培養上清から転移に関与するエクソソーム 

miRNA/タンパクの網羅的解析。浸潤型肉腫も同様に解析。 
 転移・浸潤型肉腫臨床検体を生着させたマウスモデルを用い、超高転移・高浸潤型細胞株の

樹立。 
 In vitro における高転移・高浸潤肉腫細胞エクソソームの解析。 
 In vivo における高転移・高浸潤肉腫細胞エクソソームの解析。 
 In vitro における浸潤能と転移能の評価(invasion assay, migration assay など)。 
 浸潤・転移における分泌型 miRNA／エクソソームの標的遺伝子/タンパクの解析。 
 特異的 miRNA/エクソソーム抑制による治療法の検討 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
粘液線維肉腫(Myxofibrosarcoma;MFS)は高齢者の肉腫で最も多いものの一つであり、診断は画像
と生検によるもので行うが、かなり浸潤性が高いため診断時には広範囲に腫瘍が広がっている
場合が少なくない。特に MRI 画像で Tail-Like pattern と称される所見は筋肉や皮下に腫瘍が
浸潤しているもので、悪性度が高く治療に難渋する。治療は広範切除術を行うのみで有効な抗が
ん剤などは現段階では無く、手術で摘出したにも関わらず高率に再発する(22-79%)ことが報告
されている。本研究により MFS の有用な診断かつ病勢把握のためのバイオマーカーを探求し、さ
らには浸潤のメカニズムを解明することができたので報告する。 
 
Ⅰ）MFS に特異的な分泌型 miR-1260b の同定 
患者血清、細胞培養株上清、対照として良性腫瘍患者血清、健常人血清を用いて Microarray

を行い網羅的解析を行った。(図 A) 
これにより抽出された4候補を患者血清、また細胞株培養上清のRNA抽出を行いRT-PCR施行し、
MFS 患者血清に miR-1260b が特異的に高発現していることが示された。(図 B,C) 

 
 
 
Ⅱ）臨床における MFS 患者と miR-1260b の相関性の確認 
 術前・術後に pair 血清を RT-PCR により確認した
ところ術後で有意に miR-1260b の発現が低下してい
た。(図 A) 
さらにMFS患者におけるMRI画像所見でTail-like 

pattern と solid pattern の患者血清を比較したと
ころ Tail-like pattern 患者血清において miR-
1260b は有意に高発現であることが示された。(図 B) 
 
Ⅲ）エクソソームの抽出、エクソソーム内の miR-1260b の確認 
 培養上清株から超遠心法、EV-second 法により抽出したエクソ
ソームを確認し(図 A-C)、内包される microRNA を確認したとこ
ろ、MFS 由来エクソソームには miR-1260b が高発現していること
が示された。(図 D) 
 
 
 
Ⅳ）Functional assay による浸潤機序の解明 
 エクソソームに内包され運搬される microRNA は腫瘍周囲の微
小環境に変化をもたらし、腫瘍の転移や浸潤を引き起こしている
ことは報告されている。MFS 細胞と線維芽細胞を用い、腫瘍周囲環
境を作成し invasion assay を行った。(図 A)  
 
 
線維芽細胞に MFS 由来エクソソームを投与することにより線維芽細胞を浸潤する腫瘍細胞あが
増加した。(図 C,D) さらに直接線維芽細胞に miR-1260b を投与(transfection)することにより
腫瘍細胞の浸潤が有意に増加した。(図 E,F) しかし直接腫瘍細胞にエクソソームや miR-1260b
を投与しても腫瘍細胞の浸潤は増加しなかった。 
つまり、MFS 由来のエクソソーム/miR-1260b は腫瘍周囲の微小環境を変化させ浸潤能を増加さ
せていることが示された。 
 



Ⅴ）miR-1260b は線維芽細胞の PCDH9 を target として作用し腫瘍浸潤能を増強させる 
 この分泌型 miR-1260b の target 遺伝子を確認するため protein 
assay、RT-PCR を施行し、この特異的 miRNA により線維芽細胞で発現が
低下する接着因子が PCDH9 であることを同定した。(図 A-C)  
  
 
 
さらに線維芽細胞の PCDH9 を抑制することにより、腫瘍の浸潤が増強
することが示された。(図 D,E) 
 
 MFS 腫瘍から分泌される miR-1260b やそれを内包するエクソソーム
により腫瘍周囲正常細胞の接着因子である PCDH9 が阻害され、腫瘍の
浸潤が進行していることが判明し、これら miR-1260b を阻害すること
により腫瘍の浸潤は抑制される、つまりは今後治療薬としての作用が
十分期待できる結果となった。 
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