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研究成果の概要（和文）：骨転移巣におけるがん幹細胞の関与を検索する目的で、骨および皮下微小環境の違
い、TGFβシグナルの関与および治療抵抗性との関連を検索した。骨微小環境における乳がん細胞の増殖巣にお
いて、がん幹細胞のマーカーであるCD44, SOX2およびCD166が陽性となるがん細胞が観察された。TGFβシグナル
阻害剤を投与された腫瘍組織を用いた検索では、骨微小環境におけるがん幹細胞マーカー陽性細胞の割合は皮下
微小環境と同じレベルにまで低下していた。これらの結果から、骨微小環境はがん幹細胞のnicheであり、TGFβ
シグナルががん幹細胞の維持に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, anti bone metastasis agents which have different 
targets, was examined to identify the mechanisms for the induction of CSCs in the bone MI. Treatment
 of bone modifying agents, targeting osteoclasts, did not change the ratio of CSCs in the bone ME as
 well as subQ ME and treatment of TGFβ signaling inhibitor, significantly reduced that of CSC in 
the bone ME. Interestingly, inappropriate treatments of anti cancer agent or androgen, targeting 
prostate cancer cells, significantly increased the ratio of CSCs in the bone ME in our model using 
androgen independent or dependent prostate cancer cells. Our results indicated that bone MI would be
 good niche for CSCs, and TGFβ would be involved in the induction of CSCs, and anti-cancer agents 
combined with those targeting CSC may plays a key role to eliminate the drug resistant bone 
metastasis of prostate or breast cancer.

研究分野： Pathology, 病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年の強力な抗がん剤の開発にもかかわら

ず、がん末期には転移巣が全身に拡大する

ため、その死亡率は上昇している。このた

め転移形成メカニズムの解明と治療標的分

子の同定は急務である。原発巣を離脱した

がん細胞は、浸潤／脈管循環／生着／転移

臓器の微小環境に適応／再増殖といった多

段階を経ることで、転移巣として顕在化す

ることが知られている。従って転移を目論

むがん細胞はこれらの多段階を順番に、か

つすべてのステップを突破しなければなら

ない。一方で、骨転移や肺転移に関与する

細胞や分子は転移先の臓器により異なるこ

とが知られている。従って、一連の転移形

成メカニズムを突破したがん細胞の生物学

的性質／悪性度は、転移先の臓器に特異的

であり、原発巣で増殖する段階とは異なる

ことが示唆される。臨床上、原発巣で有効

であった治療薬も転移先の臓器によっては

抵抗性を示すことも多い。原発巣を離脱し

脈管内に侵入したがん細胞は、血流の機械

的ストレスや血中の免疫系細胞の攻撃に曝

され、大部分が短時間で死滅するが、血中

で生存するがん細胞や転移巣において SOX2

などのがん幹細胞のマーカーが陽性となる

報告もある。このことから、原発巣を離脱

したがん細胞は、脈管を循環する過程で選

択を受け、「がん幹細胞」に似た状態でわず

かに生き延び、転移臓器の微小環境に到着

すると考えられる。がん微小環境（Tumor 

microenvironment）に到達後に、がん細胞

は様々な物質を産生し周囲の間質組織、す

なわち炎症細胞、免疫細胞の他、血管／リ

ンパ管の構成細胞、線維芽細胞や細胞外マ

トリックスに影響を与え、周囲の間質細胞

は、がん細胞の生存／分裂のニッチとして

働き、微小環境を増殖に適した環境に整え

ることが知られている。このように、臓器

特異的な微小環境に適応した「分化」した

がん細胞が、腫瘍間質相互作用を介して「増

殖」した結果、転移巣が形成される。従っ

て、がんの転移巣においては、「幹細胞型」

がん細胞と、臓器特異的に増殖する「分化

増殖型」がん細胞が混在すると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、「幹細胞型」がん細胞が、腫瘍

間質相互作用を誘導して微小環境を増殖に

適した環境に整え「分化増殖型」がん細胞

として再増殖するメカニズムの解明を目的

とした。動物モデルを用いて、骨微小環境

および肺微小環境においてマウス乳がん細

胞と野生型の間質細胞の相互作用が誘導さ

れている組織を作製し、その組織を用いて、

微小環境において「幹細胞型」および「分

化増殖型」がん細胞の生存／増殖に関与す

るmicroRNAおよびこれが制御する遺伝子

の同定とその機能を明らかにした。 

 

３．研究の方法 

Ex.1 骨、肺微小環境および乳腺微小環境に

おいてがん細胞が増殖する組織の採取 

Ex.1-1 骨微小環境においてがん細胞が増

殖する組織の採取：マウス乳がん細胞株

4T1 を 6 匹の BalbC 雌マウスの頭蓋骨直上

および下腹部乳腺皮下にそれぞれ 1.0x106

個移植する。移植後 30 日で増殖した腫瘍

塊と頭蓋骨が接する部分では、破骨細胞が

誘導され強い溶骨性変化を伴い腫瘍細胞

が増殖する組織像が観察される(骨微小環

境)。この組織像を示す領域を、4%パラフ

ォルムアルデヒドで固定・パラフィン包埋

組織から切り出す。同様の方法で乳腺に移

植した腫瘍塊から、原発巣である乳腺でが

ん細胞が増殖する領域を切り出し対照領

域とする。 

Ex.1-2 肺微小環境においてがん細胞が増

殖する組織の採取：4T1 を６匹の雌マウス

の乳腺皮下組織に 1.0x106個移植する。移

植後 60 日で肺転移巣が形成されるので屠

殺剖検する。肺転移巣のパラフィン包埋組

織から肺微小環境でがん細胞が腫瘍間質

相互作用を行う領域を切り出す。同様に乳

腺でがん細胞が増殖する領域を切り出し

対照領域とする。 

Ex.2「幹細胞型」および「分化増殖型」がん

細胞の増殖に関与する microRNA の同定 

Ex.1-1 および Ex.1-2 で採取したパラフィ

ン包埋組織から miRNA を 抽出し、



miRNA-Array（3D gene, 東レ）を用い発現

低下する miRNA の候補を検索する。 この

うち、骨および肺微小環境で共通して発現

低下する候補、骨あるいは肺微小環境に特

異的に発現低下する候補にそれぞれ分類

する。さらに定量的 RT-PCR を用いて

(Taqman microRNA Assay)、他の個体にお

ける発現量を検索し、Array 解析の結果と

検証することで、最も差の明瞭な、骨微小

環境に特異的な microRNA1 個、肺微小環境

に特異的な microRNA1 個、微小環境に関わ

らず共通したもの1個にそれぞれ絞り込む。 

Ex.3 同定された microRNA の機能の検証 

Ex.3-1 同定された microRNA を過剰発現

する安定細胞株の作製： Ex.2 で同定した

3個のmicroRNAの発現プラスミドをそれぞ

れ構築し（Geneticin 耐性、タカラ）、それ

ぞれをマウス乳がん細胞株4T1細胞にNEON 

transfection system（エレクトロポレー

ション）を用いて導入する。G418 で選択培

養を行い発現を確認した microRNA 過剰発

現株を作製する。これにより、骨微小環境

に特異的なmicroRNAを過剰発現させた株、

肺微小環境に特異的な microRNA の過剰発

現株および微小環境に依存しないがん細

胞の増殖に関与する microRNA を過剰発現

株を作製する。 

Ex.3-2 microRNA 過剰発現株が骨および

肺微小環境において生着／増殖／腫瘍間

質相互作用に及ぼす影響 : Ex.1-1 および

Ex.1-2 と同じ方法で、Ex.3-1 で作製した

過剰発現株を動物モデルに移植する。骨微

小環境で発現低下する microRNA を過剰発

現させた場合、肺微小環境で発現低下する

microRNA を過剰発現させた場合、微小環境

に共通して発現低下する microRNA を過剰

発現させた場合のそれぞれに、骨微小環境

においては、がん細胞の生存／破骨細胞の

活性化／溶骨性変化の誘導／細胞増殖率

を、肺微小環境においては、肺転移巣の形

成数／細胞増殖率を検索する。 

Ex.4 microRNA が制御する遺伝子の同定と機

能解析 

Ex.4-1 microRNA が制御する候補遺伝子の

解析（in vitro）: Ex.3-1 で樹立した３つ

の microRNA を過剰発現させた乳がん細胞

株のそれぞれにおいて、DNA microarray（東

レ）を用い Mock 株に比べて microRNA の過

剰発現株で遺伝子発現量が有意に減少す

る遺伝子を候補遺伝子群（in vitro）とす

る。 

Ex.4-2 microRNA が制御する候補遺伝子の

解析（in vivo）: Ex.3-2 で、miRNA 過剰

発現株および Mock 株がそれぞれ骨微小環

境において増殖した組織（in vivo）の凍

結サンプルからそれぞれRNAを抽出し、DNA 

microarray（東レ）を用いて microRNA の

過剰発現により遺伝子発現量が減少する

ものを候補遺伝子群(in vivo)とする。 

Ex.4-3 がん細胞による腫瘍間質細胞の誘

導に関与する遺伝子の同定 : in vitro お

よび in vivo で共通して変動する遺伝子は、

間質細胞ではなく、がん細胞に関与するも

のである。これより骨または肺微小環境に

おいて特異的に発現低下する microRNA が

制御する候補遺伝子、微小環境で共通して

発現低下する microRNA が制御する候補遺

伝子のうち、がん細胞の増殖に関与し、間

質細胞に作用して腫瘍間質相互作用を誘

導する遺伝子をそれぞれ同定することが

できる。 

Ex.4-4 同定された制御遺伝子の機能の検

証 : 候補遺伝子の siRNA 発現プラスミド

（Hygromycin 耐性、タカラ）および候補遺

伝子のプラスミド（Hygromycin 耐性、タカ

ラ）を構築する。Mock 株では候補遺伝子は過

剰発現しているので、候補遺伝子の siRNA を

導入することで、この候補遺伝子を制御する

microRNA 過剰発現株と同様の結果が得られ

るかを検索する。microRNA 過剰発現株では候

補遺伝子の発現が低下しているので、候補遺

伝子を強制発現させることで、microRNA 過剰

発現による作用が中和され、Mock 株と同様の

作用が得られるかを検索する。 

 

４．研究成果 

我々は骨微小環境における前立腺がんや乳

がんの増殖を解析できる動物モデルを開発

し、プロテアーゼにより可溶化された

Receptor activator of NF-kB ligand (RANKL)



や骨基質由来のTGFβが骨転移巣の進展に関

与すること、さらに microRNA-205 が TGFβ 

receptor 1 および RANK の発現を制御して骨

微小環境に豊富な TGFβと RANKL を利用して

増殖することを明らかにした。本研究では骨

転移巣におけるがん幹細胞の関与を検索す

る目的で、骨および皮下微小環境の違い、

TGFβ シグナルの関与および治療抵抗性との

関連を検索した。骨微小環境における乳がん

細胞の増殖巣において、がん幹細胞のマーカ

ーである CD44, SOX2 および CD166 が陽性と

なるがん細胞が観察された。これらのマーカ

ーが陽性となるがん細胞の数は皮下微小環

境に比べて骨微小環境で有意に多かった。

TGFβ シグナル阻害剤を投与された腫瘍組織

を用いた検索では、骨微小環境におけるがん

幹細胞マーカー陽性細胞の割合は皮下微小

環境と同じレベルにまで低下していた。これ

らの結果から、骨微小環境はがん幹細胞の

niche であり、TGFβシグナルががん幹細胞の

維持に関与することが示唆された。 

次に前立腺癌の動物モデルを用いて、治療抵

抗性とがん幹細胞の関連を検索した結果、皮

下微小環境における前立腺癌細胞の増殖巣

において、ドセタキセル(DOX)投与による壊

死巣の割合は有意な増加が観察されたが骨

微小環境では壊死巣の割合は増大せず、骨微

小環境で増殖する前立腺癌細胞に対して DOX

は治療抵抗性であることが示された。さらに

骨微小環境でのがん幹細胞の割合は有意に

増加し、DOX 治療抵抗性の原因ががん幹細胞

の増加であることが示唆された。これらの結

果から、骨微小環境において増殖するがん細

胞の治療標的には、分化増殖型のがん細胞を

標的とした化学療法に加え、骨微小環境にお

けるがん幹細胞を標的とした治療薬との併

用療法が必要であることが示唆された。 
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