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研究成果の概要（和文）：本研究では、①粘液線維肉腫（MFS）における疾患特異的microRNA(miRNA)の特定と腫
瘍周囲への浸潤性との関連性、②滑膜肉腫（SS）における循環細胞外小胞(EVs)を標的とした予後予測因子の検
索を行った。MFS, SSの細胞株から精製したmiRNAとEVsを網羅的解析し、miR-1260bとMCT1が同定された。
miR-1260bはMFS患者血清で高発現し、浸潤性MFSで高値を示し浸潤性増殖との関連を示した。SS患者血清のMCT1
発現レベルはSS患者の腫瘍量を反映していることが示された。MFSおよびSSを高感度にモニターする新しい体液
分子診断技術を開発し、標的分子の検索が可能であった。

研究成果の概要（英文）：The lack of non-invasive biomarkers that can be used to monitor tumors has 
become a major problem in bone and soft tissue sarcomas. In this study, we aimed; (1) to identify 
the disease-specific microRNA (miRNA) in myxofibrosarcoma (MFS) and the novel molecular pathway of 
tumor progression, and (2) to detect the molecular marker of circulating extracellular vesicles 
(EVs) in synovial sarcoma (SS). (1) miR-1260b was highly expressed in the serum of MFS patients, and
 showed high levels in infiltrative MFS, indicating an association with infiltration proliferation. 
(2) As a surface marker for EVs from SS patient’s serum, MCT1 was highly expressed in EVs from SS 
patients. Serum levels of MCT1 reflected tumor burden in SS patients. Collectively, we devised a new
 liquid biopsy technique for tumor monitoring of MFS and SS using miR-1260b and MCT1+EVs.

研究分野：整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、早期診断や病勢把握のためのバイオマーカーが存在しない高悪性度軟部肉腫に対し、新しい体液分
子診断技術を開発した。腫瘍由来microRNAおよび細胞外小胞体をリキッドバイオプシーの手法を用いて、粘液線
維肉腫(MFS)および滑膜肉腫(SS)における新しい診断ならびに治療標的にもなりうる標的分子を国際的に先駆け
て同定した。本手法を標準化させることで、本邦の軟部肉腫におけるプレシジョンメディシンの確立に寄与する
ことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨軟部肉腫は有用な血中バイオマーカーに極めて乏しく、予後改
善を妨げている重要な課題である。骨軟部肉腫の一部に特異的な融
合遺伝子が発見されたことで組織診断の精度が向上したが、治療奏
効性や再発・転移等のモニタリングの方法は確立されていない。本
疾患群においては治療モニタリングが予後改善の鍵となるため、体
液診断技術（リキッドバイオプシー）の開発および臨床応用は急務
である。 
 近年、様々な悪性腫瘍におけるリキッドバイオプシーの開発が世
界的に行われている。本法は侵襲的な組織採取を避け、体液を用い
て分子遺伝学的ならびに分子生物学的手法で腫瘍由来の微量な発
現変異を特定する手法である。血液や尿、唾液などの体液を利用するため、低侵襲かつ繰り返し
検体の採取が可能となる。リキッドバイオプシーの主な標的としては、循環腫瘍細胞、循環核酸
（microRNA(miRNA), circulating tumor DNA(ctDNA)など）、細胞外小胞（EVs）が有力視されて
いる（図 1）。miRNA は疾患特異性を有し、体液中で exosome といった EVs に内包され RNase から
の分解を逃れ、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。 
我々はこれまでに特定した分泌型 miRNA が、骨肉腫や滑膜肉腫において各腫瘍の病態に関与し、
治療奏効性や転移のモニタリングに有効であることを報告している（参考文献 1,2）。また、腫
瘍由来 EVs が腫瘍周囲や転移先の環境状況を変化させ、腫瘍自身の進展に有利な環境を整えて
いることが明らかにされつつあり、このメカニズムはなぜ肺転移が肉腫患者の大多数の死因と
なるかを解明する一助となるが、未だ十分に明らかにされていない。一方、循環腫瘍細胞は腫瘍
早期における感度に限界があり、本研究では早期より有用である miRNA および EVs に焦点をあ
て、骨軟部肉腫におけるバイオマーカーの同定とその有効性の検証を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、バイオマーカーに極めて乏しい肉腫に対し、近年確立されつつある体液診断
技術の手法を検討することにより、最も有用な方法を確立することである。すなわち、(1)肉腫
において臨床的に有用な腫瘍由来循環分子を特定し実用化へ展開すること、さらに、(2)特定標
的分子による肉腫における新しい腫瘍進展機序を解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 （１）粘液線維肉腫(MFS)および（２）滑膜肉腫(SS)について、それぞれ腫瘍由来 miRNA と腫
瘍 EVs 由来の標的分子を網羅的に解析することにより、リキッドバイオプシーとして用いるこ
とのできる標的分子を抽出する（図 2,3）。具体的には、MFS および SS の細胞株の培養上清およ
び患者血清より、それぞれ RNA ならびに EVs を抽出し、両者の miRNA は miRNA array を用いて、
EVs は LC/MS 解析により特定する。これらの結果から各肉腫細胞から実際に分泌している循環分
子に絞り、臨床上の治療効果や病理学的関連性と比較することにより治療モニタリングあるい
は予後予測因子として、感度・特異度に優れた標的遺伝子を特定する。次に、各肉腫細胞株を用
いて、特定された体液循環分子が腫瘍自身、腫瘍周辺微小環境ならびに遠隔転移部位での腫瘍進
展に置いてどのような影響があるか評価する。 
 
図２MFS 解析方法      図３SS 解析方法 

 
４．研究成果 
（1）MFS における循環型 miRNA の特定、腫瘍周囲への浸潤性における分子学的意義：MFS 患者血
清および細胞株培養上清を用い、microarray 解析を行った。その結果、培養上清に発現し、MFS
患者で高値を示す 4つの miRNA が同定された（図 4）。 



 

 
図 4.miRNA array を用いた miRNA スクリーニング 図 5.血清 miR-1260b の臨床病理学的関連性 
 
これらの miRNA の中で、miR-1260b が MFS 患者血清において腫瘍由来 EVs に内包され高レベル
で発現し、さらに浸潤型 MFS 患者血清において高発現であることが示された。また、担癌マウス
モデルの血清においても腫瘍動態と相関性が確認された。さらに、血清中の高い miR-1260b 発現
は、浸潤性 MFS の特徴である放射線学的尾部様パターンと相関していた（p=0.038）（図 5）。 
興味深いことに、細胞外に分泌された miR-1260b は腫瘍由来 EVs に内包され、腫瘍細胞自身に
作用するのではなく、線維芽細胞に取り込まれ、miR-1260b の標的遺伝子の一つである PCDH9 の
発現の抑制を通じ、MFS の細胞浸潤を促進していることが判明した。 
上記の結果から、血清 miR-1260b が MFS 患者の新規循環バイオマーカーとなりうる可能性が示
された。また、EVs-miR-1260b は、隣接する正常細胞への伝達メッセンジャーとして MFS の浸潤
性増殖を仲介し、腫瘍細胞とその微小環境との間のクロストークを介した浸潤性のメカニズム
に関与するという新たな知見が得られた。 
 
（2）SS における循環 EVs の特定、EV マーカーの分子病理学的意義：SS 患者血清由来の EVs に
おける分子マーカーを検出することによるリキッドバイオプシー法確立のための高感度分析を
行った。まず、SS細胞株 3種類(SYO-1, HS-SY-II, YaFuSS)を用いて超遠心法により EVs を精製
した。質量分析法を用いて網羅的にプロテオーム解析を行い、３種類の細胞株共通で 199 種類の
タンパク質が同定された（図 6）。DAVID GO 解析の結果，monocarboxylate transporter 1（MCT1）
が SS 由来の EVs の表面マーカーとして同定された。MCT1 は SS 患者血清由来の EVs で健常者血
清に比べて発現が高いことが明らかになった。 

図 6. SS 細胞株由来 EVs の確認とプロテオーム解析結果 
 
 
担がんマウスモデルを用いた検討では、MCT1+CD9+EVs は SS を移植したマウスからも検出され、
その発現レベルは腫瘍体積と有意に相関していた（p=0.003）。さらに、SS患者血清 MCT1+CD9+EVs
における検出レベルは、SS 患者の腫瘍切除術前後で有意に減少し、腫瘍量を反映することが明
らかとなった。また、免疫組織化学的検討では、SSの 96.7％の検体で MCT1 が陽性であり、細胞
質/細胞膜への発現は全生存率の低下と有意に関連していた（p=0.002）（図 7）。 



図 7. SS 患者由来 EVs における MCT1 発現と SS腫瘍組織検体での MCT1 発現評価 
 
最後に、SS細胞株を用いた MCT1 機能評価を行った。MCT1 の発現を抑制することで、SS細胞の
増殖能、遊走能、浸潤能が低下することが明らかとなった。 
上記の結果から、MCT1+CD9+ EVs は SS の病勢をモニターする新しいリキッドバイオプシーの標
的となることを明らかにした。さらに、SSにおける MCT1 の新規治療標的としての可能性が示さ
れた。 
 
総括：本研究では，肉腫患者の体液循環分子（miRNA, EVs）を検出することにより，MFS, SS に
おける腫瘍モニタリングのための高感度な分析が可能であった。 
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Pexidartinibの骨肉腫に対する前臨床的検討　CSF-1/CSF-1R阻害は肉腫微小環境の免疫細胞構成分画を変化させ抗腫瘍効果を発揮する

腫瘍関連マクロファージを誘導するCSF-1の分泌と血中発現の解析　浸潤性軟部肉腫における検討
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Impact of the national sarcoma guidelines on the prevalence and outcome of inadvertent
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European Journal of Surgical Oncology 533～540

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Fujiwara Tomohiro、Evans Scott、Stevenson Jonathan、Tsuda Yusuke、Gregory Jonathan、Grimer
Robert、Abudu Adesegun

48
 １．著者名



2019年

2019年

2020年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

研
究
分
担
者

藤原　智洋

(Fujiwara Tomohiro)

(80639211)

岡山大学・医歯薬学域・助教

(15301)

Orthopaedic Research Society 2020 Annual Meeting（国際学会）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第34回日本整形外科学会基礎学術集会

第34回日本整形外科学会基礎学術集会

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

骨肉腫由来エクソソームが関与する骨肉腫細胞転移の機序についての検討

Establishment of Liquid Biopsy Targetting Exosomes Derived from Synovial Sarcoma

 ４．発表年

 ４．発表年

横尾 賢、藤原 智洋、吉田 晶、清野 正普、望月 雄介、出宮 光二、上甲 良二、久禮 美穂、尾崎 敏文

清野 正普、藤原 智洋、吉田 晶、横尾 賢、出宮 光二、望月 雄介、上甲 良二、長谷井 嬢、中田 英二、国定 俊之、尾崎 敏文

Suguru Yokoo, Tomohiro Fujiwara, Koji Uotani, Aki Yoshida, Takuya Morita, Masahiro Kiyono,  Joe Hasei, Eiji Nakata,
Toshiyuki Kunisada, Toshifumi Ozaki
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