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研究成果の概要（和文）：骨肉腫は最も発生頻度の高い代表的な原発性悪性骨腫瘍である。骨肉腫の増殖や浸
潤・転移など悪性形質発現には、腫瘍自身の性質のみならず、周辺微小環境が大きく影響することが知られてお
り、骨肉腫細胞が周辺細胞の性質を変化させ利用していると考えられている。この現象には細胞間の直接接触が
重要とされているが、本研究において我々は、細胞接触が不要な液性因子による相互作用が大きな役割を担うと
いう仮説に基づき、その分子機構について解析する。即ち本研究の目的は、骨肉腫の悪性形質発現における液性
因子を介した微小環境内のsignal cross-talkの意義を解明することである。

研究成果の概要（英文）：Osteosarcoma (OS) is the representative primary malignant bone tumor with 
the highest incidence. It is known that malignant phenotypes of OS, such as proliferation, invasion,
 and metastasis, are significantly influenced not only by characteristics of the tumor itself, but 
also by the surrounding microenvironment. In other words, OS is considered to utilize cells in the 
vicinity of the tumor by changing the characteristics of these cells. Direct intercellular contact 
is believed to be important for this phenomenon. In the present study, we hypothesized that an 
interaction mediated by a humoral factor, requiring no cellular contact, might play a significant 
role in the progression of OS. 

研究分野：骨軟部腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨肉腫細胞がより効率的に微小環境さらには遠隔転移先の状態を好腫瘍性に改変するために、液性因子が中心的
に使われていると予想した。この相互作用が広範囲に拡散できる液性因子を介するものであれば、腫瘍拡大のた
めの環境整備において格段に有利なはずであり、このような性質を獲得できた細胞が選択的に進展していく可能
性が高いと思われる。本研究の仮説が実証されれば、骨肉腫の浸潤・転移における新たな分子機構が明らかとな
るのみならず、このサイクルを遮断する新しい治療戦略の開発にも繋がると考えられ、本研究の意義は極めて大
きいと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
代表的悪性骨腫瘍である骨肉腫の悪性形質の発現には、腫瘍細胞そのものの性質のみならず
腫瘍の周辺微小環境が深く関与している。骨肉腫細胞には周辺環境を自身に最適なものに改変
する性質があることが知られており、この働きが強ければより増殖・転移能も高くなると考え
られている。腫瘍細胞と隣接する細胞は直接接触するために影響を受けやすい状態にあり、実
際に腫瘍周囲の間葉系細胞（間葉系幹細胞や血管内皮細胞など）は腫瘍からの影響を受け、腫
瘍増殖を援助しているということが様々な悪性腫瘍で示されている。これらの相互作用は、基
本的に腫瘍細胞と直接接触する細胞との間で起こると考えられているが、もしこの相互作用が
広範囲に拡散できる液性因子を介するものであれば、腫瘍拡大のための環境整備において格段
に有利なはずであり、このような性質を獲得できた細胞が選択的に進展していく可能性が高い
と思われる。そこで我々は、骨肉腫細胞がより効率的に微小環境さらには遠隔転移先の状態を
好腫瘍性に改変するために、液性因子が中心的に使われているという仮説を立てた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、これらの発現変化を示す遺伝子の中から液性因子であるインターロイキンとケ
モカインに焦点を絞り、骨肉腫細胞と間葉系幹細胞および血管内皮細胞の間で signal 
cross-talk を形成している因子を同定し、その意義について検討することを目的とした。本研
究の仮説が実証されれば、骨肉腫の浸潤・転移における新たな分子機構が明らかとなるのみな
らず、このサイクルを遮断する新しい治療戦略の開発にも繋がると考えられる。 

 
３．研究の方法 
上記の背景およびこれまでの研究成果をもとに、本研究は骨肉腫とその微小環境内における
液性因子を介した signal cross-talk のメカニズム解明と臨床応用に展開するための基礎とな
る以下の研究を行った。① 網羅的解析により抽出した液性因子のリコンビナント蛋白質およ
び中和抗体を用い、単独培養および共培養で signal cross-talk ループを形成している因子を
特定する。② 同定した液性因子が細胞増殖に影響しているか、骨肉腫細胞にリコンビナント
蛋白質および中和抗体を投与することで検証する。③ 抗体の有無による浸潤能の変化を
motility assay, invasion assay で評価する。④ ③の細胞群を使用し浸潤能に関わる因子の
蛋白質発現を評価する。⑤ in vivo で転移能が変化するか観察する。単独培養、共培養、共
培養に中和抗体投与群の細胞をマウスの尾静脈に投与し転移巣を比較した。 
 
４．研究成果 
（1) 共培養モデルで上昇する液性因子の同定と作用解析結果。共培養モデルによるヒト骨肉腫
細胞 MG63、ヒト間葉系幹細胞 hMSCs、ヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVEC における遺伝子発現変化の
網羅的解析から抽出した液性因子のリコンビナント蛋白質を細胞株に投与し共培養状態が再現
できるか、検討する。培養液から ELISA 法にて、また回収した細胞からウェスタンブロットに
てその因子の蛋白発現が上昇するか検索する。この実験により抽出した候補因子の中から求め
る活性を持った液性因子が同定した。その結果、すでに次のようなデータが得られた。① MG63
において、単独培養と比較して hMSC と共培養した場合に 2倍以上・1/2 以下の発現異常を示す
microRNA を 2150 個、mRNA を 7378 個、同定した。② hMSCs において、単独培養と比較して MG63
と共培養した場合に 2 倍以上・1/2 以下の発現異常を示す microRNA を 1881 個、mRNA を 6903
個、同定した。③ MG63 において、単独培養と比較し
て HUVEC と共培養した場合に 2 倍以上・1/2 以下の発
現異常を示す microRNA を 3064 個、mRNA を 5307 個、
同定した。④ HUVEC において、単独培養と比較して
MG63 と共培養した場合に 2 倍以上・1/2 以下の発現異
常を示す microRNA を 836 個、mRNA を 707 個、同定し
た。その中でも MG63 から放出され MSC が MG63 との共
培養にて発現が急上昇し、さらに MG63 も共培養状態で
さらに上昇していたのが linterleukin-8 (IL-8)を同
定した。我々はこの IL-8 が signal cross-talk を担う
因子と同定した。 
（2) IL-8 は MG63 と hMSC の autocrine, paracrine を
誘導する。IL-8 のリガンドを投与するとそれぞれの細
胞からIL-8発現が上昇し、中和抗体を投与するとIL-8
の発現が低下した。 
（3) 浸潤能にかかわる因子のタンパクおよびリン酸
化の変化を解析した。anti-IL-8 抗体を投与した群は
FAK, paxillin, Src, Akt のリン酸化が低下していた
（図１）。 
蛍光免疫染色を行った。 anti-IL-8 抗体を投与した群は FAK, paxillin のリン酸化が低下して
いた（図２）。 



（4) Growth に関与する因子、とくに FAK の
下流である Akt のリン酸化が rhIL-8 は
100ng/ml で増強し、nIL-8 Ab は 1000ng/ml
で低下した。 
（5) IL-8 は細胞の浸潤能を上昇させる。
rhIL-8 は 100ng/ml より有意に motility up
が増加し、nIL-8 Ab は 1000ng/ml より
motility が低下した。 
（6) GrowthはrhIL-8が100ng/ml で増強し、
nIL-8 Ab が 1000ng/ml で低下した。 
（7) 転移能に与える影響の検証を行った。共培養状態で中和抗体を投与した骨肉腫細胞株の
motility assay, invasion assay を行い、浸潤能を評価した。また同様のモデルで転移・浸潤
能に関わる因子、FAK, RhoA, Rac, paxillin, Src をウェスタンブ
ロットにより蛋白質発現量およびリン酸化のレベルを定量した。
中和抗体使用群でこれらの蛋白質発現およびリン酸化が低下して

いることを示す。
rhIL-8は 100ng/ml 
でリン酸化が上昇
し、 nIL-8 Ab は
1000ng/ml でリン
酸化が低下した。 
（8) in vivo で転
移能が変化するか
観察した。単独培
養、共培養、共培
養に中和抗体投与
群の細胞をマウス
の尾静脈に投与し
転移巣を比較した。
共培養後のMG63と
比較ｓ中和抗体反
応後MG63は有意差

を持って転移能が低下していた（図３）。 
（9) in vivo の切片を IHC で FAK リン酸化を確認した。 IL-8 中
和抗体使用群は FAK リン酸化が有意に低下していた（図４）。 
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