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研究成果の概要（和文）：マウス骨肉腫高肺転移株LM8とその親株のDunnを用いた。①LM8をマウス皮下移植し、
血液を直接浮遊培養して生きている状態のCTCを採取した。2次元培養のLM8と3次元培養のLM8-CTCのそれぞれか
らRNAを抽出し、RNAの差異を解析した。②LM8およびDunnを2次元培養を行い、それぞれ細胞上清を回収してエク
ソソームの解析を行った。①ではLM8とLM8-CTCのRNAに差異を認めなかった。これはCTCは数個から数十個のクラ
スターであるが、浮遊培養によって微妙な発現の差異が消失したためと考えられる。しかし②では転移に関わる
因子AにLM8とDunnとの間に大きな差があることを発見した。

研究成果の概要（英文）：The mouse osteosarcoma high lung metastasis strain LM8 and its parental 
strain Dunn were used. (1) LM8 was implanted subcutaneously in mice, and live CTCs were collected by
 direct floating culture of blood. The RNA was extracted from LM8 in 2D culture and LM8-CTC in 3D 
culture, and the difference in RNA was analyzed. (2) LM8 and Dunn were cultured in 2D culture, and 
the cell supernatant was collected for exosome analysis. (1) No difference in RNA between LM8 and 
LM8-CTC was observed. This may be due to the fact that CTCs consist of several to dozens of 
clusters, and the subtle differences in expression were eliminated by floating culture. However, in 
(2), we found a large difference in metastasis-related factor A between LM8 and Dunn.

研究分野：整形外科学関連
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　骨肉腫は年間発生が約200例と非常に稀であり、若年齢層に好発する骨悪性腫瘍である。手術、化学療法、放
射線治療を含めた集学的治療により5年生存率は8割程度であるが、肺転移例では2割程度と予後不良である。こ
のため、骨肉腫治療においては原発巣のコントロールだけでなく、転移抑制を目的とした治療法が渇望されてい
る。近年、転移形成において血中循環腫瘍細胞(CTC)の存在が重要な役割を果たすとの報告が多くされており、
その機能を解析することは骨肉腫患者の予後改善につながることから意義のある研究である。

※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 
骨肉腫の罹患率は 100 万人あたり 4人と非常に稀であり、若年齢層に好発し、その年代におけ
る最も頻度の高い骨腫瘍である。現在まで手術、化学療法、放射線 治療を含めた集学的治療に
より生存率は改善したものの、その予後は劇的な改善には至っておらず、肺転移により最も大き
く左右される。また初診時から肺転移 がある場合や、集学的治療を行った後でも 40-50%の患者
に肺転移が生じ、これらの患者は予後不良である。このため骨肉腫治療においては原発巣のコン
トロールだけでなく、 転移抑制を目的とした治療法が渇望されている。 
 
２．研究の目的 
近年、転移形成において血中循環腫瘍細胞(CTC)の存在が重要な役割を果たすとの報告が多く
されており、骨肉腫の肺転移における血中循環腫瘍細胞の解析を行うことで治療標的分子の検
索、同定を目的とする。申請者はマウス骨肉腫高肺転移株 LM8 を用いて、生きている状態の CTC
を浮遊培養することに成功しており、間葉系腫瘍における EMP を制御するメカニズムを解明す
るには非常によいモデルである。原発巣、CTC、肺転移巣における EMP を評価、解析し、それぞ
れの細胞の性状と内部状態、環境応答性を明らかにすることで骨肉腫肺転移における分子メカ
ニズムを理解し、CTC の制御を目的とした分子標的治療の開発や転移抑制に特化した新規治療法
を目指した。 
 
３．研究の方法 
マウス骨肉腫細胞、高肺転移株である LM8 とその親株である Dunn を用いて実験を行った。 
Dunn は C3H マウスの背部皮下に移植しても肺転移を形成しないが、LM8 は背部皮下に移植後 4−
5 週間でほぼ全例に肺転移形成を認める特徴をもつ細胞株である。 
(1)①In vitro では LM8 および Dunn を通常の接着状態と浮遊状態とで培養を行い、その増殖
能を評価した。②また in vivo では LM8 同種移植モデルで、遠隔転移を認めたマウスの血液か
ら CTC を浮遊培養下で培養し、EMP に関わる遺伝子発現を評価した。 
(2)LM8 および Dunn を 2次元培養し、それぞれ細胞上清を回収してエクソソームの解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 
① 
ペトリデッシュと ultra low attach デッシュを使用した。 
LM8と Dunnを 48時間培養すると図1のようにペトリデッシュでは浮遊する細胞も一部認めた
ものの、ほぼ接着して増殖していることを確認した。しかし、Ultra low attach デッシュを用
いると接着する細胞はなく、ほぼすべての細胞が浮遊状態で増殖していることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：LM8 と Dunn における接着培養と浮遊培養について 
 
② 
LM8 と Dunn を C3H マウス背部皮下に移植し、移植後 5 週間で採血を行い、上記の Ultra low 
attach デッシュを用いた 3次元培養を行うと、両細胞株共に浮遊培養を行うことができた。Dunn
では primary と CTC との間で浮遊培養を行っても 3次元増殖に差を認めなかったが、LM8 におい
ては CTC のほうが浮遊環境において血清あり、なしの両方の環境において primary にくらべて
CTC のほうが有意に増殖能が高いことを確認した。これは高肺転移株である LM8 のほうが血中の
環境でも増殖能が高いことを反映しているものと考えられた。（図 2） 
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図 2：LM8 と Dunn における浮遊培養時の増殖能について 
 
また CTC を浮遊培養し、増殖した時点で RNA 抽出を行い、Primary の LM8 と LM8-CTC とのマイ
クロアレイを行ったものの、両者で有意な差を認めなかった。この結果は CTC 血中を循環する
際、数個から数十個のクラスターを形成しているとされており、この実験系では接着することな
く浮遊環境で増殖することは血中の環境を模倣しているが、増殖する時点で CTC と primary と
の差異がなくなったものと考えられる。シングルセル解析等のシステムが必要であると考えら
れた。 
(2) 
エクソソームとは細胞外小胞であり、タンパク質や核酸を内包しており、膜タンパクが標的細
胞の選択・取り込みに関与しており、がん領域においてエクソソームが転移形成、化学療法抵抗
性や生存率に関与している(図 3)。そこでまず LM8 および Dunn を 2 次元培養し、それぞれ細胞
上清を回収してエクソソームのプロテオミクス解析を行った。すると LM8 と Dunn との間に約
5800 種類のタンパク発現の差異を認めた。その中でも分子 A に注目している（現時点では分子
A は明らかにすることができない）、分子 A は肉腫だけでなくがん全般において転移形成、化学
療法抵抗性や生存率に関与しており、これを解析することで分子 A の造腫瘍性・転移能を解析
し、抗分子 A抗体を製作することでがん患者の治療につながるものと考えている。 

 
 

図 3：エクソソームとは？ 
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