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研究成果の概要（和文）：HM-RCTを筋肉内移植後、経時的に原発巣と肺転移巣で、dormancyの状態をKi-67およ
びE2F4の発現で検討した。原発巣では、腫瘍形成初期でKi-67の発現が観察され、肺転移が増加する5-6週までに
ピークとなった。肺転移巣では、肺転移形成初期である3週では、Ki-67の発現はほとんど見られず、E2F4の発現
が少数の細胞で認め、肺転移が増加・増大した6週では、Ki-67の発現が増加していた。
以上の結果、原発巣では腫瘍形成初期から、Ki-67陽性細胞が出現し、腫瘍の増大傾向が止まるとE2F4の発現細
胞が出現し、腫瘍組織の一部に、dormancyが生じる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：After intramuscular transplantation of HM-RCT, the mice were sacrificed, and
 the dormancy status was examined by Ki-67 and E2F4 expression in primary and lung metastases. As a 
result, in the primary lesion, Ki-67 expression was observed at the early stage of tumor formation, 
peaked by 5-6 weeks when lung metastasis increased. On the other hand, in lung metastases, almost no
 Ki-67 expression was observed up to 3 weeks, which is the early stage of lung metastasis formation,
 and E2F4 expression was observed only in a small number of cells, and at 6 weeks when lung 
metastasis increased. , Ki-67 expression was increased. As a result, Ki-67 positive cells appeared 
and increased in the primary tumors from the early stage of tumor formation, and the period when 
tumor growth was high in tumor tissues was maintained as the tumor increased, but when the tumor 
growth trend stopped, E2F4 The expression cells appeared, and it was suggested that dormancy might 
occur in a part of the tumor tissue
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟部肉腫の原発巣および転移巣形成過程における、dormancy存在の可能性を示した。
Dormancy 制御により、肉腫治療の新たな治療戦略の礎になり得る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 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。Dormancy は、ガンの増殖過程において、腫瘍細胞が増殖後、ある期間に増殖が停止す
る状態とされ、腫瘍細胞が再増殖を開始するまでのガンの進行準備段階と考えられており、乳
癌の骨転移でその機構が注目されている。Dormancy には、3 つのカテゴリーがあり、腫瘍細
胞の cell cycleが休止する cellular dormancy、腫瘍組織への血管新生が休止する angiogenic 
dormancy、および腫瘍細胞への免疫機構が休止する immunologic dormancyが報告されてい
る。Dormancyの臨床的意義は、ガンをある一定期間の治療後、また再発や転移巣への術後
にガンが急激に出現・増悪することや、再発性ガンに対する化学療法などの補助療法が初回
時に比較し効果が乏しいことである。初発時にすでに播種したガン細胞が dormantの状態
で、体のどこかに潜伏し何らかのきっかけで再度増殖し始めると仮定されている。このよう
に腫瘍細胞の増殖・転移・再発に dormancyが大きく関与していることは、dormancyの病
態生理を把握し調節することによって、実現可能かつ根治的なガンの治療標的となりうる
ことを示唆している。しかし、潜伏中の播種性 dormant tumor cellの研究は乳癌などの一
部の癌腫においてわずかに報告されているのみである。dormancyの調節に関しては、いく
つかのサイトカイン (TGF，INF、TNFなど)、タンパク (COCO, DLL4，BMP7など)およ
び周辺環境細胞 (血管内皮細胞、線維芽細胞など)が報告されているが、恒久的に確立され
たものはない。また、癌腫に関する報告であり、発生起源が異なる肉腫に関する報告はない。
肉腫細胞がどのようにして dormantな状態になり、再び目覚めて再発・転移・増殖するの
かは未だに明らかになっていない。国内外の報告と我々の肉腫の肺転移における分子機序
の研究成果より、肉腫の増殖・転移・再発形成に対して dormancyが重要な役割を演じてい
ると考える。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、骨軟部肉腫の領域ではまだ解明されていない肉腫細胞の増殖および転移形成
における dormancyの状態を把握し、dormancyの制御に関わる遺伝子を同定する。その遺
伝子の発現調節により、dormancy制御下で腫瘍細胞の増殖、転移、浸潤に与える影響を確
認する。さらに、in vivoにおいて、原発巣、血液循環細胞、転移巣での dormancy細胞の
把握により dormancyに至る時期、dormancyの導入促進による効果を証明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)【高肺転移肉腫細胞株では dormant tumor cellが存在することを把握する (in vitro)】 
 我々が樹立した、マウス未分化肉腫細胞 (RCT)の転移能が異なる細胞株 (高肺転移株; 
HM-RCT, 低肺転移株; LM-RCT)を用いて、研究を行う。細胞増殖能を CCK-8 assay で検
討する。また、細胞周期 G0/G1 期を flow cytometry で把握する。浸潤能を Matrigel invasion 
assay で比較する。さらに各細胞株で dormancy 関連タンパクである p130，p107，E2F4，Ki67
の発現を免疫細胞化学染色や western blotで確認する。 
(2)【肉腫細胞での dormant tumor cellの形態の特徴を把握する (in vitro)】 
 dormant tumor cellの特徴を把握するため、dormancy関連タンパク (E2F4) を発現する
細胞 (dormant tumor cell)と Ki67を発現する細胞 (non-dormant tumor cell)の形態を位
相差顕微鏡で比較する。 
(3)【dormancyの制御による抗腫瘍効果の検討 (in vitro)】 
  HM-RCTをマウスの肺血管内皮細胞 (MLE)と共培養し、dormant tumor cellが減少する
ことを確認する。さらに、HM-RCTとMLE共培養下で、VEGF阻害剤を加え、dormancy
に及ぼす影響を確認する。 
(4)【生体内での肉腫細胞での dormancyの病態把握 (in vivo)】 
 RCT は自然発生モデルであるため免疫機能不全のない 6 週齢の C3H/He マウスを使用す
る。HM-RCT と LM-RCT をそれぞれマウスの下腿筋肉内に移植する。移植後、①原発巣組
織、②転移巣組織を採取し、dormancy に至った細胞を E2F4，Ki67 免疫組織染色で同定す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 高肺転移株 (HM-RCT)と低肺転移株 (LM-RCT)では、増殖能や G0/G1 期の細胞数に
差はないが、Matrigel invasion assay で比較した浸潤能は、高肺転移株で高い浸潤能を認め
た。dormancy関連タンパクの発現については、LM-RCTで Ki67が亢進している細胞が多く、
HM-RCTでは、G0期で E2F4の発現が亢進している細胞が多かった。すなわち、高肺転移株
では、dormant tumor cellが混在していた。 
(2) Dormant tumor cellでは細胞から伸長する突起が短く、non-dormant tumor cellでは細胞突
起が長く、細胞形態的に違いを認めた。 
(3) HM-RCT をマウスの肺血管内皮細胞 (MLE)と共培養すると、Ki-67 陽性細胞が増加し、



dormant tumor cellが減少した。一方、HM-RCTとMLE共培養後に VEGF阻害剤を加え
ると、Ki-67陽性細胞が減少し、dormancyが誘導された可能性があった。 
(4) HM-RCT と LM-RCTをそれぞれマウスに筋肉内移植後 5週で形成された、原発巣と肺転
移の HE 染色標本を作製した。高肺転移株の原発巣と肺転移巣に形態学的変化はなく、また
低肺転移株の原発巣と肺転移巣と比較しても形態学的変化は見られなかった。HE 染色標本
による組織学的評価では、高肺転移株の肺転移巣は、低肺転移株の肺転移巣より、大きな結
節を形成していた。HM-RCT と LM-RCT の細胞増殖能を CCK-8 assay で検討した。培養開
始後、24 時間、48 時間、72 時間後の増殖能は、2 種類の細胞株で有意差はなかった。また
浸潤能をMatrigel invasion assayで比較し、高肺転移株で高い浸潤能を認めた。RCT高肺転
移株と低肺転移株を皮下移植後 5 週で形成された、原発巣と肺転移巣に対する non-
dormancy のマーカーである Ki-67 による免疫組織化学染色の結果、原発巣では、高肺転移
株および低肺転移株はともに Ki-67 染色陽性の細胞を認めたが、肺転移巣では、２つの細胞
株ともに Ki-67 陽性細胞は認めなかった。したがって、原発巣では増殖能を認める腫瘍組織
ではあるが、肺で形成された転移巣では、dormancy が生じている可能性が示唆され、肺転移
形成初期における dormancy の存在を確認した。 
 HM-RCTを皮下移植後 2, 3, 4, 5, 6週で剖検し、原発巣と肺転移巣で、dormancyの状態を
Ki-67および E2F4の発現で経時的に検討した。その結果、原発巣では、腫瘍形成初期で Ki-
67の発現が観察され、肺転移が増加する 5-6週までにピークとなり、その後、Ki-67の発現
の増加は認めなかった。一方で、肺転移巣では、肺転移形成初期である 3 週まででは、Ki-
67の発現はほとんど見られず、E2F4の発現が少数の細胞でのみ観察され、肺転移が増加・
増大した 6週では、Ki-67の発現が増加していた。以上の結果、原発巣では腫瘍形成初期か
ら、Ki-67陽性細胞が出現、増加し、腫瘍の増大とともに腫瘍組織で増殖能が高い時期が維
持されるが、腫瘍の増大傾向が止まると E2F4の発現細胞が出現し、腫瘍組織の一部である
が、dormancyが生じている可能性が示唆された。 
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