
岡山大学・医歯薬学総合研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

腫瘍転移モデルマウスを用いた前転移niche形成メカニズムの解明

Characterization and potential roles of bone marrow-derived stromal cells in 
premetastasis niche

７０２３７５３５研究者番号：

長塚　仁（Nagatsuka, Hitoshi）

研究期間：

１６Ｋ１１４４１

年 月 日現在  元   ６   ７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：CD31は血管内皮細胞に発現する代表的な膜接着因子である。しかし、腫瘍間質に浸潤
する骨髄由来細胞の一部はCD31を発現しており、腫瘍の転移巣や浸潤部に特異的に観察された。これらの細胞
は、腫瘍の浸潤や転移に関与している可能性が示唆された。また、一部は前転移niche形成への関与も考えられ
た。
CD11b, Gr-1 double positiveを示す骨髄由来細胞は、免疫抑制性骨髄由来細胞 (Myeloid derived suppressor 
cells: MDSC)と考えられ、MDSCが前転移nicheの形成に関与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：CD31 is a representative membrane adhesion factor expressed on vascular 
endothelial cells, but its expression in floating cells in normal tissues has not been reported, and
 CD31 positive BMDC may be involved in tumor invasion and metastasis It was suggested. Some CD31 
positive BMDCs were considered to be involved in premetastatic niche formation.
Moreover, CD11b, Gr-1 double positive BMDC were considered to be immunosuppressive bone 
marrow-derived cells (Myeloid derived suppressor cells: MDSC), and it was considered that MDSC might
 be involved in the formation of pre-metastatic niche.

研究分野：口腔病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、肺における骨髄由来細胞の前転移niche形成への関与に着目した研究である。中でもCD31陽性骨髄由
来細胞が、前転移niche形成に関与することが明らかとなり、それらの細胞が転移促進的に働くことが示唆され
た。また、前転移niche形成には、MDSCの関与も重要であることが明らかとなり、これらの細胞が、転移成立前
の肺において、結節状の病変を形成することを見出した。
これらの細胞を抑制することが可能になれば、腫瘍細胞が転移しやすい環境が形成されることを事前に抑制する
ことが可能となり、新たな転移抑制治療の開発に繋げられる可能性が考えられた。



1. 研究開始当初の背景 
 
近年、腫瘍は「前転移 niche」と呼ばれる微⼩環境を遠隔臓器に形成し、事前に⾃らが転移しやすい環境を形成

することが明らかになりつつある。 
前転移 niche 形成には腫瘍の放出する様々な因⼦（exosome、成⻑因⼦、サイトカインなど）や、⾻髄由来細胞

（Bone marrow derived cell: BMDC）が⼤きな役割を果たしている。 
例えば、腫瘍に影響された⾻髄由来マクロファージは、肺の線維芽細胞など間質細胞に作⽤し、接着因⼦（フィ

ブロネクチンなど）を発現させ、腫瘍が⽣着しやすい⾜場を形成する。近年、BMDC の前転移 niche への関与を
⽰す報告が、多数なされている。 
しかし、BMDC は様々な細胞に分化するため、前転移 niche 形成における、BMDC の詳しい動態はまだ明らか

になっていない。そこで、申請者らのグループは BMDC の動態を追跡するため、野⽣型マウスに GFP トランス
ジェニックマウスの⾻髄を移植する実験系を確⽴した。このマウスを⽤いることで、BMDC のみが GFP でラベ
ルされるため、免疫組織化学的に腫瘍部や各臓器における前転移 niche の BMDC の動態を視覚的、網羅的に追跡
することが可能となった。我々は、この GFP ⾻髄移植マウスに腫瘍を移植し、腫瘍原発巣と転移巣での BMDC
の分布と動態を検討し、以下の結果を得た。 
 

① ⽪下原発モデル、肺転移モデルともに腫瘍組織内に GFP 陽性細胞が多数観察された。   
②GFP 陽性細胞数は転移巣で有意に多かった。 
 
これにより、BMDC が腫瘍部において様々な細胞へ分化し、特に転移に⼤きく関与している可能性が⽰唆され

た。 
 
2. 研究の⽬的 
BMDC の腫瘍組織や前転移 niche 形成における役割を解明する。 
 
3. 研究の⽅法 
(1) GFP マウス由来⾻髄細胞の移植  

GFP マウスは 組織を構成する細胞の全てが GFP 蛋⽩を発現している。樹⽴した細胞の移植実験では、移植した細
胞がどのような細胞に分化しても GFP 蛋⽩を有する為、分化誘導した細胞の追跡が可能である。 
 

① GFP マウス由来⾻髄細胞の調整 
GFP マウスをイソフルランの過吸⼊により屠殺し、⼤腿⾻から⾻髄細胞を回収した。 

② 細胞移植 
 GFP マウスと同系の 6 週齢(雌)に X 線照射(5Gray×2 Total 10Gray)を⾏った後、尾静脈から 1×107 個の細胞を移植
した。 
 

(2) 腫瘍細胞の移植 
 ⾻髄移植後 4 週間を待って、作製した GFP キメラマウスの背部⽪下もしくは尾静脈からマウス由来肺癌細胞株
（Lewith Lung Cancer: LLC）10x105 cells を移植し、28 ⽇後に屠殺した。それぞれ背部⽪下移植マウスを原発モデル、
尾静脈注射モデルを肺転移モデルとした。また、原発モデルの転移巣のみられない肺を転移前状態の肺として前転移
niche の検討を⾏なった。コントロールは、⾻髄移植のみ⾏ったマウスとした。 
 屠殺したマウスは、⼼臓より 4% paraformaldehyde を注⼊し、灌流固定を⾏なった。 
 固定後腫瘍組織を周囲組織を含めて摘出し、4% paraformaldehyde で固定、定法にてパラフィンフロックを作製し
た。 
 
(3)組織学的解析

① ヘマトキシリン・エオジン(HE)染⾊ 
切⽚をキシレンにて脱パラフィンし、100％から 70％エタノールおよび精製⽔にて再⽔和後、HE 染⾊を⾏っ

た。70％から 100％エタノールおよびキシレンにて脱⽔・透徹を⾏った後、Entellan にて封⼊し組織学的観察
を⾏った。 
 
② 免疫組織化学的染⾊ 
組織切⽚の脱パラフィン後、室温で 30 分間 0.3％過酸化⽔素メタノール溶液にて内因性ペルオキシダーゼを

ブロックし、精製⽔で洗浄した。抗体は、GFP、CD31、CD11b、Gr-1 のモノクローナル抗体を⽤いた。 
陰性対照は⼆次抗体のみで⾏い、すべて陰性であった。 
 

③ 蛍光免疫⼆重染⾊ 
GFP、CD31、CD11b、Gr-1 抗体を⽤いて蛍光免疫⼆重染⾊を⾏った。各抗体の希釈は Can Get signal で⾏

った。 
⼆次抗体反応終了後、対⽐染⾊として DAPI 1μg/ml を 3 分間反応させた。洗浄後に Fluorescence mounting 

medium で封⼊し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
 
(4) 細胞数の計測 



作製した免疫染⾊標本を⽤いて GFP 陽性細胞、CD31 陽性細胞、CD11b 陽性細胞、Gr-1 陽性細胞につい
て細胞数の計測を⾏った。細胞質陽性像を陽性判定とし、染⾊を施した腫瘍組織内の無作為に選択した 10 か
所について 400 倍視野中の陽性細胞数の平均値を算出した。結果は Studentʼs T-Test により検定を⾏い、p＜
0.05 を有意差有りとした 
 
4. 研究成果 
(1) BMDC の局在の検討 
転移巣と原発巣では、BMDC の浸潤が異なり、転移巣で浸潤する BMDC 数が増加していた。また、原

発巣においても腫瘍の浸潤部で有意に BMDC が増加していた。 
浸潤する BMDC の形態は球形や樹状形の細胞で、様々な形態を⽰した。 
また、原発モデルの転移成⽴前の肺においても、有意な BMDC の増加を認めた。これらの細胞は⼩型の

球形の細胞が多く、肺胞壁に集簇し結節状の構造を形成していた。このような構造は、⾻髄移植のみを⾏
った正常マウスでは観察されなかった。 
 
(2) CD31 陽性細胞の局在の検討 
CD31 は、腫瘍⾎管、および腫瘍間質に存在する球形もしくは樹状形の細胞に、陽性であった。球形・

樹状形の細胞は、転移巣や、原発巣浸潤部で有意に増加しており、⼀部転移前の肺においても観察され
た。これらの細胞は、腫瘍を移植していない⾻髄移植マウスでは観察されなかった。 
 

(3) CD31 ⾻髄由来細胞 
CD31 と GFP の蛍光⼆重染⾊により、腫瘍間質内に存在する CD31 陽性細胞の多くは GFP と共局在を⽰

すことが明らかとなった。 
また、転移成⽴前の肺でみられた結節状の病変にも、少数の CD31 陽性細胞で GFP と共局在を⽰した。 

 
(4) その他の因⼦の検討 
転移成⽴前の肺でみられた結節病変は、多くの細胞が CD11b, Gr-1 陽性の細胞で、これらの細胞は GFP

との共局在を⽰した。 
CD11b, Gr-1 陽性細胞は通常の⾻髄移植マウスでも少数観察されたが、転移成⽴前では有意に細胞数が

増加していた。 
 

まとめ 
CD31 は⾎管内⽪細胞に発現する代表的な膜接着因⼦であるが、正常組織における浮遊細胞での発現は

報告されておらず、CD31 陽性 BMDC は腫瘍の浸潤や転移に関与している可能性が⽰唆された。また、
⼀部は前転移 niche 形成への関与が考えられた。 
また、CD11b, Gr-1double positive を⽰す⾻髄由来細胞は、免疫抑制性⾻髄由来細胞 (Myeloid derived 

suppressor cells: MDSC)と考えられ、MDSC が前転移 niche の形成に関与している可能性が考えられた。 
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