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研究成果の概要（和文）：本研究では、in vivoのCRISPR活性化スクリーニングとin vitroのRNA-seq解析で、骨
肉種細胞が軟らかい環境での足場依存的、機械刺激非依存的増殖メカニズムを明らかにすることを試みた。
RNA-seq解析では、高肺転移株LM8では、複数のCdc42GEF発現が増加し、複数のCdc42GAP発現が低下していた。さ
らに、 軟らかい環境ではRibosome活性が亢進していることが分かった。CRISPR活性化スクリーニングでも、肺
転移した骨肉腫細胞でRibosome関連遺伝子群の増幅が確認された。

研究成果の概要（英文）：The 5-year survival rate of osteosarcoma has not shown significant 
improvement over the past 30 years, and the establishment of novel therapeutic strategies to 
suppress pulmonary metastasis, the primary cause of mortality, is desired. In this study, we 
attempted to elucidate scaffold-dependent, mechanically insensitive growth mechanisms of 
osteosarcoma cells in environments poor in collagen fibers, where they serve as soft scaffolds, 
using in vivo CRISPR activation screening and in vitro RNA-seq analysis. RNA-seq analysis revealed 
increased expression of multiple Cdc42GEFs and decreased expression of multiple Cdc42GAPs in highly 
metastatic LM8 cells. Furthermore, it was found that ribosome activity is enhanced in soft 
environments. CRISPR activation screening also confirmed amplification of ribosome-related gene 
clusters in metastatic osteosarcoma cells.

研究分野：腫瘍の転移
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、骨肉腫の肺転移メカニズムに対する工学的な新規のアプローチである。この研究によりリボソーム活
性やCdc42活性が、“足場の乏しい軟らかい環境”での骨肉腫細胞の増殖を促進し、肺転移を増加させるメカニ
ズムを明らかになれば、肺組織の軟らかさに対応した増殖メカニズムという新たな治療標的を発見し、骨肉腫肺
転移の抑制療法を開発することができる。

※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
悪性骨軟部腫瘍は他のがん種と比較して発生数が少なく、組織型が多岐にわたるため、新しい

治療戦略の開発が困難である。中でも骨肉腫の5年生存率は、この30 年間に大きな改善が見ら

れておらず、主な死因である肺転移を抑制する新規治療戦略の確立が望まれている。 

肺転移は原発巣から転移巣への複数のステップを経て成立する。血行性に肺組織に到達したう

ち0.01%程度の腫瘍細胞しか肺組織で増殖できないため、肺での腫瘍増殖は転移過程のボトル

ネックで、有用な治療標的と考えられている。 我々は工学的観点から骨肉腫細胞の肺での増殖

過程を研究し、骨肉腫細胞が肺組織の様な軟らかい環境で十分に増殖するには足場となるコ

ラーゲン線維が増加する必要があること、骨肉腫細胞からの分泌因子によって肺線維芽細胞が

活性化し線維化が進行すること、コラーゲン線維の増加を抑制する肺線維化抑制剤によってマ

ウス骨肉種肺転移モデルの肺転移が抑制されること、を報告した。さらにこの研究過程で、骨

肉腫細胞がコラーゲン線維が増殖する以前の軟らかく足場の乏しい環境でも腫瘍外環境からの

機械的シグナルに依存せず足場への接着依存性(足場依存性)に増殖することを見出した。

骨肉腫細胞は、肺転移初期に十分に肺線維化が進行しない段階でも腫瘍が増殖するメカニズム

を有してると推測される。この足場依存的、機械刺激非依存的増殖メカニズムの解明は、骨肉

腫の肺での増殖を初期段階で効果的に抑制し、上記の線維化抑制剤と併せることで肺転移を抑

制する治療法の開発につながると考えた。 

２．研究の目的
肺転移初期段階で、骨肉種細胞が軟らかく足場となるコラーゲン線維の乏しい環境での足場依

存的、機械刺激非依存的増殖メカニズムを明らかにし、治療標的となる分子を同定することを

目的とした。

３．研究の方法
研究開始時は、CRISPR活性化スクリーニングによって肺転移を促進する遺伝子を抽出し、肺転

移初期段階の肺組織での増殖メカニズムを解析する計画であった。CRISPR-dCas9活性化システ

ムでは、遺伝子切断活性を不活化したdCas9と複数の転写活性因子を組み合わせることで標的遺

伝子を内在性に活性化する。Dunn細胞にCRISPR活性化ライブラリーを導入し、C3H/Heマウス

に尾静注し、肺組織から回収した遺伝子の中で、どの遺伝子が増幅されているか次世代シーケ

ンサーで解析した。

しかし、CRISPR活性化ライブラリーを低肺転移性のマウス骨肉種細胞Dunnに導入することが

困難なために実験の遂行が計画よりも遅れた。そこで、肺組織環境を模した軟らかいPA ゲルと

プラスチックディッシュ上での高肺転移株LM8、低肺転移株Dunnの遺伝子発現スクリーニング

をRNA-seq解析で行い(Group1: LM8 on plastic dish, Group2: LM8 on PA gel, Group3: Dunn on 

plastic dish, Group4: Dunn on PA gel)、CRISPRスクリーニング解析を補完した。解析は、統計ソ

フトRを用いて行った。 mappingはHisat2, quantification はFeatureCounts, DEG 検出は DEseq2, 

EdgwR, Clusteringはhclust, heatmap2, pathway解析とGO解析はClusterProfilerで行った。



４．研究成果
RNA-seq  解析  

clustering解析では細胞間の遺伝子発現の差異が培養条

件によるものよりも大きいことが確認された。主成分

分析でも、主成分1によって細胞群が分離され、主成

分2,3で培養条件が分離された。

LM8-DunnシステムにおけるCdc42活性と肺転移性の関

与について、2010年に研究員自ら報告している。しか

し、Cdc42活性の調節機構については不明のままで

あった。今回、Group1とGroup3の比較からCdc42の活

性を調節するGAP/GEF因子の発現に偏りが

あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 高 肺 転 移 株

LM8では、複数のGEF発現が増加し、複数の

GAP発現が低下していた。いくつかのGAPは

TARGET OSプロジェクトの公開データで患

者 予 後 と の 関 連 が 確 認 さ れ た 。 さ ら

に、Group1とGroup2のGO解析から、軟らか

い環境ではRibosome活性が亢進しているこ

とが分かった。いくつかの Ribosomal protein はTARGET OSプロジェクトの公開データで患者予

後との関連が確認された。

CRISPR  活性化スクリーニングの結果  

CRISPR活性化ライブラリーを導入したDunn細胞を58匹のC3H/Heマウスに尾静注し、2匹で明か

な肺転移を認めた。肺組織から回収した遺伝子に対して次世代シーケンサー解析を行った。肺

組織で増幅された遺伝子をGO解析するとリボソーム関連遺伝子群の増幅が確認され、上記の

RNA-seq 解析結果を補完する結果であった。

本研究成果は2024年度の日本がん転移学会、日本癌学会で発表予定である。さらに、上記の結

果を踏まえて、リボソーム活性やCdc42活性が、“足場の乏しい軟らかい環境”での骨肉腫細胞の

増殖を促進し、肺転移を増加させるメカニズムを明らかにする計画である。本研究によって、

肺組織の軟らかさに対応した増殖メカニズムという新たな治療標的を発見し、骨肉腫肺転移の

抑制療法を開発する。
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