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研究成果の概要（和文）： 
 生きているマウスの中で、乳癌骨転移巣における血管新生と TGF-β/BMPシグナル伝達を同時

に可視化し、それを定量する新しいテクノロジーを開発し、乳癌骨転移巣の血管新生における

TGF-β/BMP シグナルの係わりを明らかにした。さらに骨血管新生阻害剤や TGF-β/BMP シグナ

ル阻害剤の乳癌骨転移における効果をインビボで解析し、その分子メカニズムを明らかにし、

新たな癌骨転移治療法開発のための基礎的知見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In order to clarify the roles of TGF-β/BMP signaling during angiogenesis in bone metastasis 
sites of breast cancer, we developed advanced in vivo optical imaging systems by which we 
can visualize tumor angiogenesis and TGF-β/BMP at the same time. In addition, we 
studied the effects of angiogenesis inhibitors and TGF-β/BMP signaling blockers during 
bone metastasis of breast cancer in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、癌の診断・治療法が急速に進歩し、

患者が原発癌によって死亡することは少なく

なり、これまであまり問題にならなかった他

臓器転移に対する治療が注目されつつある。

特に乳癌や前立腺癌など最近日本でも急速に

患者数が増えている癌においては、癌が骨に

高頻度で転移し、それは激しい痛みや運動障

害を引き起こすことから患者の生活の質

（Quality of life; QOL）を著しく低下させ

る。最近ではビスフォスフォネート製剤など

の台頭による積極的な骨転移治療傾向の兆し

は見えるが、整形外科領域においては未だ骨

転移に対する本質的治療はほとんどおこなわ

れておらず、諸問題解決の努力が十分になさ

れていないのが現状である。よって、整形外

科領域にとって骨転移の防止と治療が急務に

なっている。骨転移を研究する上で重要なポ
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イントの一つは、癌と周辺環境（骨髄微小環

境）の関係を明らかにすることである。しか

し、骨においては骨形成や骨吸収に係る骨芽

細胞や破骨細胞から血管内非細胞や血球細胞

に至るまで様々な細胞が存在するため、今ま

での培養細胞の生化学的な解析だけでは複雑

な骨髄微小環境の作用を明らかにすることは

難しいと考えられていた。 

 最近注目されているインビボイメージング

技術は、生体内で起こる様々な生命現象を非

侵襲的に外部から細胞または分子レベルで捉

えて画像化して解析する手法であり、生命現

象を統合的に理解するために必須のテクノロ

ジーである。すでに医療の現場においては、

分子レベルのイメージングが可能なＭＲＩや

ＰＥＴ、ＣＴ、超音波診断法などの画像診断

技術が飛躍的に発展し、整形外科領域におい

ても脊髄疾患、関節疾患や癌を始めとした

様々な疾患の診断・治療に大きく寄与し、医

療の体系が急激に変化しつつある (Genes 

Dev., 17: 545-580, 2003)。 

 一方、細胞生物学、癌や脳科学などの基礎

研究においても、臨床の場で活躍するＭＲＩ

やＰＥＴ、ＣＴなどの画像診断機器を小型化

して実験動物に応用し、動物が生きたままが

ん細胞の動態や脳細胞の機能の観察を研究室

でおこなうことが可能となった。しかし、こ

れらの機器は研究室レベルで用いるにはまだ

まだ大型で高価である。さらに、ＰＥＴは放

射性同位体プローブ作製用のサイクロトロン

が必要なため使用するために使える施設が限

定され、また、ＭＲＩは感度が低いなどの欠

点があり、実際の研究現場では、生きたまま

細胞あるいは個体内の特定の分子のリアルタ

イムな観察をおこなうことはまだほど遠いの

が現状である。 

 発光や蛍光を用いたインビボ光イメージン

グ技術は、まだ臨床の場での利用は少ないが、

その迅速性、簡便性や汎用性からポストゲノ

ム時代の新しい研究ツールとして注目されて

いる。特にインビボ蛍光イメージングについ

ては、近年、新しい蛍光蛋白質の発見や近赤

外蛍光プローブ作製技術の進歩、さらにレー

ザーや蛍光顕微鏡などの機器の性能の向上に

より、様々な生命現象を可視化できるように

なり、その有用性が期待されている。 

 
２．研究の目的 
 癌骨転移の骨髄微小環境の血管新生におけ

る TGF-β/BMP シグナルの役割を明らかにす

ることを目的に、蛍光トランスジェニックマ

ウスと近赤外蛍光血管イメージング法を組み

合わせた新たなインビボイメージング法を開

発し、血管新生阻害剤や TGF-β/BMP シグナル

阻害剤の乳癌骨転移の血管新生における効果

をインビボで解析し、そのメカニズムを明ら

かにし、新たな癌骨転移治療法開発のための

基礎的知見を得る。 
 
３．研究の方法 
 生きているマウスの中で、乳癌骨転移巣に

おける血管新生と TGF-β/BMP シグナルを可

視化し、それを定量する新しいテクノロジー

を開発し、乳癌骨転移巣における血管新生と

TGF-β/BMPシグナルの係わりを明らかにする

目的で、乳癌骨転移モデルにおいて、血管新

生と TGF-β/BMP シグナルを同時に可視化す

る。さらに Z スタック撮影によって三次元画

像を得るとともに、イメージング画像を定量

化することを試みる。さらに開発した方法を

用いて、血管新生阻害剤や TGF-β/BMPシグナ

ル阻害剤の乳癌骨転移における効果をインビ

ボで解析し、その分子メカニズムを明らかに

し、新たな癌骨転移治療法開発のための基礎

的知見を得る。 

 
４．研究成果 

 平成 20 年度にはまず、乳癌骨転移巣におけ

る新生血管の可視化とその定量化を試みた。

具体的には、近赤外蛍光イメージングの特性

を活かして、骨転移モデルの新生血管を可視

化した。申請者が樹立したヒト乳癌細胞株

MDA-MB-231 細胞の亜株で骨に高率に転移

する MDA-231-D 細胞を用いて、骨転移巣の

血管新生を可視化することができた。撮影条

件を検討することで鮮明な画像を得るととも

に、さらに Z スタック撮影によって三次元画

像を得、イメージング画像を定量化すること

に成功した。次に、TGF-β/BMP シグナルを

蛍光で可視化するトランスジェニックマウス

の作製に取り組んだ。インビボで TGF-β また

は BMP のシグナルを可視化するトランスジ

ェニックマウスを作製するために、TGF-β 応

答性プロモーターである 9xCAGA 配列の後

方に赤色蛍光蛋白（red fluorescent protein：
RFP）を繋いだプロモーターレポーター遺伝

子のベクターと BMP 応答性プロモーターで

ある BRE 配列の後方に RFP を繋いだプロモ

ーターレポーター遺伝子のベクターを作製し

た。さらに、ベクターを培養細胞にトランス

フェクションし、TGF-β/BMP 添加によって

細胞が蛍光を発するか否かを in vitro で確認

した。 
 平成 21 年度には、血管用近赤外蛍光プロー

ブ AngioSense750（VisEn 社）を用いた血管

新生の可視化と定量化については、皮下に移



 

 

植した GFP 発現ヒト線維肉腫細胞株

HT1080 細胞において得られた血管のカラー

画像を白黒画像に変換して画像定量ソフトイ

メージ J を用いて新生血管の面積を算出する

とともに、同 HT1080 細胞の肺転移を定量化

することに成功し、その成果を論文発表した

（Hanyu et al., Cancer sci, 2009）。また、骨

内血管のイメージングに関しては、骨用近赤

外蛍光プローブ OsteoSense680（VisEn 社）

と AngioSense750 を組み合わせることで、微

小血管をイメージングすることに成功した。 
 次に、TGF-β/BMP シグナルを蛍光で可視

化するトランスジェニックマウスの作製に関

しては、シグナル応答性プロモーター配列の

後方に RFP を繋いだプロモーターレポータ

ー遺伝子は確かにシグナルに応答するが、そ

の蛍光は弱く、インビボで骨の中での観察は

難しいことがわかったので、変異型 RFP、

Venus や Kaede など他の蛍光蛋白を検討し、

ルシフェラーゼを融合させた変異型蛍光蛋白

が強い蛍光を発することが判ったので、それ

を加えて、引き続きトランスジェニックマウ

スの作製の基礎実験をおこなった。 
 平成 23 年度は、血管新生については乳がん

骨転移における TGF-β シグナルの係わりに

おいて、TGF-β シグナルとエストロゲンシグ

ナルのクロストークについての新しいメカニ

ズムを発見した。具体的には、エストロゲン

レセプターERα が TGF-β の細胞内シグナル

伝達因子 Smad に結合し、E3 ユビキチンリガ

ーゼ Smurf1 をリクルートすることで Smad
の分解を促進し、TGF-β を抑制することを明

らかにした。さらに乳がんにおいて、ERα の

発現が低下すると Smad の発現が上昇し、

TGF-β シグナルがオンになり、細胞の悪性化

を促すことがわかった。これは、新たながん

骨転移治療法開発のための有用な基礎的知見

である。 
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