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研究成果の概要（和文）：乳癌および前立腺癌の増加に伴って、癌の骨転移が注目され、その対
策が必要とされている。骨は、骨吸収と骨形成を盛んに行っている動的な組織である。さらに
骨組織には、免疫細胞、血液細胞、脂肪細胞、神経細胞が存在しており、複雑な細胞間ネット
ワークを構築している。そこで本研究では、分子レベル、細胞レベル、および個体レベルで骨
微小環境と癌細胞の相互関連を解析した。また骨転移に伴なう疼痛発症のメカニズムの一端を
明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Along with increasing of breast and prostate cancer patients, the 
metastases of cancer into bone has been important issues. It is, therefore, necessary 
to establish effective solutions for the metastases.  Bone resorption and bone formation 
are active in bone tissues where several types of cells, including immune cells, 
hematopoietic cells, adipocytes and neural cells, are present. In this study, we examined 
cross-talk between cancer and bone tissues at molecular level, cell level, and in vivo. 
Furthermore, we revealed the mechanisms of bone pain associated with bone metastases. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんの転移には臓器選択性があることが
知られている。近年わが国において発生頻度

および死亡率が高まっている乳がん、前立腺
がんおよび肺がんはきわめて高率に骨に転
移することが示されている。これらのがんが
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骨を標的臓器とする理由は不明であるが、骨
は骨芽細胞が産出するTGFβやIGFなどの多彩
な増殖因子を高濃度に蓄え、しかもこれらの
増殖因子を破骨細胞が生理的骨吸収により
常時放出する肥沃な臓器であることから、が
んが転移巣を成立させやすい環境にあると
推測される。一方、骨由来の増殖因子により
促進されたがん細胞は骨代謝に影響を及ぼ
す因子を産出すると推測される。骨転移は耐
えがたい痛みや病的骨折のためがん患者の
QOL を著しく損ね、また有効な治療法が確立
されていないためがん患者の死期を早める。
骨転移のメカニズムを解明するためには、増
殖因子･サイトカインを介する骨環境と癌細
胞との互助的関係が骨転移を成立させる分
子メカニズムの解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
 骨組織は、ダイナミックにリモデリングを
繰り返しており、骨微小環境には様々な増殖
因子およびサイトカインが産生、分泌されて
いる。また骨組織には、骨組織を担う破骨細
胞や骨芽細胞のみならず、免疫細胞、血液細
胞、脂肪細胞、神経細胞など多様な細胞が存
在しており、非常に複雑な細胞間ネットワー
クを構築している。したがって癌細胞が、骨
組織に転移し、定着、増殖する過程において
は、これら細胞間ネットワークならびに液性
因子と深く関連している。本研究では、癌細
胞が骨に転移するメカニズムに加えて、骨微
小環境における癌細胞の動態について、分子
生物学的検討を実施した。また骨転移には、
破骨細胞阻害剤ビスフォスフォネートが有
効で、疼痛抑制にも効果を有している。そこ
で本研究では、ビスフォスフォネートと骨転
移癌との相互関連と疼痛に対しても検討を
実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒトおよびマウスのがん細胞株をヌー
ドマウスあるいは同系マウスの血管内(尾
静脈、左心室)または原発部位に接種し、骨
転移を誘発する細胞株をレントゲン的に検
索する。 
(2)形成された骨転移が病理組織学的に骨
溶解性,骨硬化性,または混合型であるかを
検討する。本研究のため、設備備品として
回転式ミクロトームを申請する。さらに骨
以外の臓器(肺、肝)への転移の有無を組織
学的に検討する。 
(3)がん細胞にルシフェラーゼ遺伝子を導
入し、骨、肺、肝での転移腫瘍量の定量的
評価を行う。gain-of-function 的アプロー
チとして、骨転移に関与すると思われる候
補遺伝子、loss-of-function 的アプローチ
として、アンチセンス、またはドミナント
ネガティブ変異遺伝子を各々がん細胞に導

入し、そのがん細胞の骨転移能を検討する
ことにより導入した候補遺伝子の役割を確
定させる。 
(4) 骨転移動物モデルにおいて IL-1 や
PTH-rPを用いて骨吸収を促進した場合およ
び破骨細胞阻害剤により骨吸収を抑制した
場合の骨転移の変化をレントゲン的および
組織学的に検討する。 
(5)トランスウエルを用いて骨とがん細胞
を共存培養し、骨吸収を促進および阻害した
場合のがん細胞の増殖、ならびに骨に影響を
与えるサイトカイン(PTH-rP)の産生を検討す
る。 
(6)骨転移に影響を及ぼす骨由来増殖因子
をELISA,あるいは中和抗体により同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 癌骨転移に伴う疼痛モデルの確立 
ヒト乳癌細胞株をマウスに移植し、骨転移

部における疼痛を経時的に測定できるアッ
セイシステムを確立した。また骨転移巣を有
する担癌マウスに、破骨細胞性骨吸収抑制剤
であるビスフォスフォネートを投与すると、
疼痛の発生が有意に抑制された。従って、骨
転移部における疼痛は、破骨細胞による骨吸
収に起因すると示唆された。 
(2)プロトン産生による骨痛の誘発機序 
骨吸収時に産生されるプロトンイオンが、

骨痛の誘発に関与している可能性を明らか
にするために、プロトンイオン産生阻害剤を
投与したところ、骨痛の発生が著明に抑制さ
れた。  さらに、プロトンイオン受容体遺伝
子を欠損するノックアウトマウスでは、疼痛
の域値が、有意に上昇していた。これらの実
験結果より、骨吸収時に産生されるプロトン
イオンが、骨痛の発生に深く関与していると
考えられた。 
(3) PTHrP による疼痛の発症 

悪性腫瘍が産生する PTHrP は、骨芽細胞に
おける RANKL の発現を誘導し、骨吸収を促進
させる。そこで PTHrP が、骨融解に伴う骨痛
に関与しているか否かを検討した結果、
PTHrP が、骨痛を誘発すること、また PTHrP
抗体が、疼痛域値を上昇させることが見出さ
れた。したがって PTHrP が、悪性腫瘍の骨転
移に伴う、骨疼痛の発症に深く関与している
ことが明らかとなった。 
(4)前立腺癌による造骨性骨転移動物モデル
の樹立 
臨床的に、前立腺癌が造骨性に骨転移を形

成することがよく知られているが、その動物
実験モデルの樹立が大きな課題であった。ヒ
ト前立腺癌に、種々の転写因子を遺伝子導入
した結果、造骨性に骨転移巣を形成する細胞
株の樹立に成功した。この細胞株を用いて、
マイクロアレイを行い、骨形成に関与する遺
伝子の候補のリストアップを行った。臨床的



には、乳がんが骨吸収性骨転移を来たすのに
対し、前立腺がんでは、造骨性骨転移を来た
すことが知られている。したがって、前立腺
がんの骨転移の微小環境を理解するために
は、前立腺がん骨転移動物実験モデルの樹立
が必須である。研究代表者らは、ヒト前立腺
がん細胞に活性型 STAT3 を導入すると、同細
胞が、造骨性骨転移を形成することを見出し
ている。そこで、マイクロアレイを用いて、
STAT3 導入細胞が発現する遺伝子を網羅的に
検索した結果、レプチン受容体の発現が増加
していることが見出された。したがって、前
立腺がんの骨転移には、レプチンシグナルが
関与していると推察された。そこで、骨微小
環境におけるレプチンが、転移した前立腺が
ん細胞と骨組織に対してどのような役割を
果たしているかを明らかにするために、骨芽
細胞および破骨細胞に対するレプチンの効
果を検討した。その結果、レプチンは、骨芽
細胞の分化を促進し、骨芽細胞の石灰化能を
著明に増強した。これに対して破骨細胞の分
化に対しては、レプチンは抑制作用を示した。
これらの実験結果は、レプチンシグナルが、
骨吸収を抑制し、骨形成を促進することによ
り、前立腺がんの骨形成作用を促していると
示唆される。これに一致して、STAT3 過剰発
現前立腺がん細胞の培養上清も骨吸収を抑
制し、骨形成を促進した。この効果は、抗レ
プチン抗体により阻害された。以上の研究結
果より、前立腺がんは、レプチンシグナルを
活性化することにより、造骨性転移を形成す
ると考えられた。 
(5) ビスホスホネートによる骨壊死のメカ
ニズムの解明 

近年、悪性腫瘍の骨転移を有する患者に骨
吸収阻害剤ビスフォスフォネートを投与す
ると、重篤な顎骨壊死を来たすことがたびた
び報告されており、臨床的に大きな問題点と
なっている。この点を解明するために、ビス
フォスフォネートをマウスに投与し、抜歯を
行った後に、その治癒機構を検索した。その
結果、ビスフォスフォネートを投与されたマ
ウス群では、血管新生が著しく阻害され、抜
歯窩の治癒が遅延していることが見出され
た。さらにビスフォスフォネートが細菌の増
殖を促進する傾向を確認した。すなわち、ビ
スフォスフォネートは、血管新生を阻害し、
口腔内の細菌叢を変動させることにより、顎
骨壊死を誘発していると示唆された。 
(6) 癌骨転移部位における転写因子 HIFの重
要性 

癌における組織の低酸素化は古くから報
告されてきたものの、骨転移におけるその生
物学的意義は不明であった。そこで本研究計
画では、乳癌の骨転移における低酸素環境の
影響について検討した。その結果、乳癌の骨
転移部の中心部は、転移癌周囲に比べて、酸

素濃度が非常に低いことが判明した。そこで
次に、低酸素環境下にて活性化される転写因
子 HIF-1 の役割について検索した。乳癌骨転
移動物実験モデルを用いて検討を重ねた結
果、骨転移部において、HIF-1 が活性化され
ており、乳癌の骨転移部位形成過程において
重要な役割を果たしていることが判明した。
これらの研究結果は、骨転移に対する新たな
治療アプローチの開発に大きく貢献するも
のと期待される。 
(7) 骨微小環境と癌細胞の連関分子の同定
と役割の解明 
骨微小環境と癌細胞との生物学的相互関

係を明らかにするために、GFP を遺伝子導入
した癌細胞を心穿刺あるいは皮下接種によ
り移植し、蛍光顕微鏡下で骨転移巣の確認後、
骨転移巣からセルソーターを用いて GFP陽性
である転移癌細胞を分離した。なお GFP の遺
伝子導入は、レンチウイルスシステムを用い
た。次に骨転移巣ならびに皮下接種腫瘍巣か
らセルソーティングした癌細胞群から、それ
ぞれ全 RNA を抽出し、マイクロアレイ解析に
供し、遺伝子発現の変動を解析した。その結
果、皮下腫瘍部位に比較して、骨転移巣細胞
では、TGF-・シグナルの促進が確認された。
また、骨転移における重要性が報告されてい
る遺伝子である Cadherin-11、PTHrP ならび
に COX-2の発現も上昇していることが確認さ
れた。したがって、骨転移部では、TGF-・シ
グナルが Cadherin-11、PTHrP ならびに COX-2
の発現に関与している可能性が示唆された。
そこで骨転移巣において高発現が認められ
た複数の候補遺伝子についてさらに詳細な
検討を行い、骨微小環境により誘導される骨
転移調節因子として足場タンパク質 HEF1、転
写因子 Dec1、接着因子 Pcdhb10 を同定した。
これら遺伝子群と骨転移との相互関連を検
討するために、骨転移を強力に抑制するビス
フォスフォネート製剤を投与し、これら遺伝
子の発現への影響を検討した。その結果、ビ
スフォスフォネート製剤によりこれら遺伝
子の発現が抑制されることが明らかとなっ
た。 
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