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研究成果の概要（和文）：　骨関連細胞（骨芽細胞、破骨細胞）単独培養によるIGFBPsの発現解析では、ALPに
代表される骨代謝活性因子の変化と同期し、IGFBP1～6が時間差で発現し骨微小環境内での濃度が変化し、骨形
成の開始から収束までを制御するような挙動を示し、骨代謝制御をIGFBPsが担っている可能性が示唆された。
　次に口腔癌症例を対象として空間的遺伝子発現解析とクラスター解析により３次元的な骨代謝遺伝子発現を解
析した。その結果、癌細胞と癌関連線維芽細胞、筋線維芽細胞のシグナルネットワークが増強され、癌浸潤層で
は相互作用を強め骨関連細胞の遺伝子発現に作用していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：By the expression of IGFBPs analysis of bone associated cells, IGFBP1 - 6 
developed with time lag, and concentrations changed in the bone microenvironment, in sync with the 
change of the bone metabolism activity factor represented by ALP.IGFBPs behaved that controlled 
convergence from ossiferous initiation, and the possibility that IGFBPs would control bone 
metabolism was suggested.
 As a result, a cancer cell and cancer-related fibroblasts, a signal network of the myofibroblast 
were reinforced, and it was suggested interactions were strengthened in the carcinomatous 
infiltration layer, and to act for the gene expression of bone association cells.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 骨代謝　骨微小環境　癌微小環境　骨浸潤　骨吸収　空間的遺伝子発現解析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により骨微小環境はIGFBPsを調節することにより骨吸収性疾患と癌の骨浸潤・骨転移に関与する可能性
が示唆された。さらに、癌の骨浸潤・骨転移には骨微小環境と癌微小環境という2つの微小環境の相互作用が影
響していると考えられた。このことから、骨/癌微小環境を標的とした癌の骨浸潤・骨転移の新規治療法につな
げていくことも可能であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 骨代謝制御機構の破綻は、骨粗鬆症や歯槽骨萎縮による歯の喪失などの骨吸収性疾患へと繋
がる。これらの疾患は健康寿命を短縮し、超高齢社会となった本邦では深刻な問題である。しか
し、現在の骨吸収性疾患の治療は選択肢が少なく、効果も限定的であり新しい骨吸収性疾患の治
療法や骨再生療法の開発が必要である。 
我々は骨代謝が骨形成と骨吸収のどちらに進むかを決定するのは、骨微小環境の変化である

と仮説を立て、研究を進めてきた。その過程で骨形成シグナルとして重要なインスリン様成長因
子（Insulin-like Growth Factor, IGF）に結合する蛋白である IGFBPs が骨代謝制御に深く関わ
ることが示唆された。IGFBPs は、IGFBP1～6 のサブタイプがあり、機能が未解明だが、1～6
のサブタイプがそれぞれ IGF とは独立して骨代謝制御に深く関わると考えられている。そこで
2 つの仮説を立て研究計画を立案した。①IGFBPs は骨微小環境を調節することで骨代謝を制御
しているのではないか？②IGFBPs の機能を解明することで新たな骨吸収性疾患治療の開発に繋
がるのではないか？の 2 つの仮説を立てた。 
骨代謝制御においても骨微小環境が重要と考え、骨周囲細胞である線維芽細胞の骨代謝への

関与を研究する過程で、個々の骨構成細胞ではなく、骨微小環境全体を調節する因子の究明は、
新たな視点の骨代謝研究になり得るとの考えに至った。さらに、本研究の中心となる IGFBPsは、
骨形成シグナルの IGF に高い親和性を有するが、IGF とは独立した多様な機能をもつことが明
らかになってきているが、いまだ機能が不明な点が多い。しかし、申請者の先行実験の結果から、
IGFBPs による骨微小環境の調節機構が存在する可能性は、非常に高いと考えられ、IGFBPs の骨
代謝調節機序の解明することは骨吸収性疾患治療の展開に繋がると考える。 
 また、骨粗鬆症などの骨吸収性疾患の治療や、歯槽骨萎縮症などに対する骨再生療法において
も、従来の治療のターゲットは破骨/骨芽細胞などの骨構成細胞であり、その治療選択肢は少な
い。しかし、本研究により、IGFBPs による骨微小環境をターゲットとした骨吸収性疾患の革新
的治療法と骨再生療法につながることが期待される。加えて、骨代謝の制御は癌の骨転移の抑制
に応用されており、さらに骨代謝系と免疫系の密接な相互作用は骨免疫学として新たな学術分
野として発展している。本研究による新たな骨代謝制御機構の解明は、癌研究・免疫学にも新た
な展開をもたらし得ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 骨代謝で起こる現象を骨構成細胞（骨芽細胞・破骨細胞・骨細胞）だけで説明することは不可
能である。骨構成細胞と骨周囲細胞を包括した骨微小環境が骨代謝の方向性を決定する因子で
あると仮説を立てた。特に、骨周囲細胞として間質を形成する線維芽細胞が骨微小環境に強い影
響を与え、骨代謝制御に関与していると考えられる。本研究の目的は、IGFBPs の骨微小環境調
節機構を解明し、IGFBPs を応用し骨微小環境をターゲットとした新しい骨吸収性疾患および癌
の骨浸潤・骨転移の治療法を見いだすことである。 
 
 
３．研究の方法 
IGFBPs の 6 つのサブタイプの骨代謝におけるそれぞれの機能分析 
先行研究で IGFBP3,5,6 は骨形成を促進し、IGFBP1,2,4 は骨形成を抑制する可能性が示唆され

ている。これをもとに単独培養した骨芽細胞、破骨細胞にそれぞれリコンビナント IGFBP を添
加しそれぞれのサブタイプで骨構成細胞の骨代謝活性の変化を検討する。骨代謝活性の変化は、
ALP 染色、Alizarin Red 染色、TRAP 染色を行い、吸光度測定により検討する。また、特に大き
な変化を誘導した IGFBP サブタイプを添加した試料から RNA を抽出し、real time PCR、 
Microarray で主要な骨代謝関連シグナル系（BMP、WNT、IGF、RANK 等）の変化を検討し、
IGFBPs の骨代謝制御機序を解明する。 
骨芽細胞、破骨細胞、線維芽細胞の 3 種の細胞を用いた非接触共培養 
共培養は 3 種のうち 2 種の 3 通りと、3 種とも共培養する計 4 通りで行う。半透膜トランスウ

ェル(cell culture insert, BD 社)を用いて非接触共培養し、前項 1．で特に重要と考えられた IGFBP
サブタイプのリコンビナント蛋白を添加する。real time PCR、Western blot、ELISA で前項 1．で
同定した骨代謝シグナルに関わる分泌型シグナルを中心に分析する。骨代謝活性の変化を、ALP、
Alizarin Red、TRAP 染色し、吸光度測定する。共培養時と単独培養時の IGFBPs による反応の違
いを分析し、骨微小環境への IGFBPs の影響を明らかにする。 
骨構成細胞の 3次元的培養による骨微小環境の再現と分析 
骨微小環境では各種細胞の分泌型シグナルだけでなく、ギャップ結合などの細胞間接着を介

した直接的シグナルも存在すると考えられるため、同様の試験を 3 次元的共培養し分析する。複
数の細胞種が混在するため、分析はフローサイトメーターで解析し、非接触共培養での反応と比
較する。以上の結果から、IGFBPs の骨微小環境への影響を明らかにし、骨微小環境での骨代謝
に特に重要な IGFBP サブタイプを同定、その骨代謝調節機序を解明する。 



 
４．研究成果 

IGFBPs の 6 つのサブタイプの骨代謝におけるそれぞれの機能分析を行った。先行研究で
IGFBP3,5,6 は骨形成を促進し、IGFBP1,2,4 は骨形成を抑制する可能性が示唆されている。これ
をもとにシリコンチャンバー上で培養した骨芽細胞に力学的伸展刺激を加えて骨代謝活性の変
化を検討した。骨代謝活性の変化は、ALP 染色、Alizarin Red 染色、TRAP 染色を行い、吸光度
測定により検討した。また、特に大きな変化を誘導した IGFBP サブタイプを添加した試料から
RNA を抽出し、real time PCR、 Microarray で主要な骨代謝関連シグナル系（BMP、WNT、IGF、
RANK 等）の変化を検討し、IGFBPs の発現と骨代謝制御機序を解析した。 
骨芽細胞への力学的負荷により誘導される骨代謝活性の変化と同期し、IGFBP1～6 が時間差

で発現し微小環境内での濃度が変化し、骨形成の開始から収束までを制御するような挙動を示
し、骨代謝制御を IGFBPs が担っている可能性が示唆された。 
 
 

骨形成を促進するとされる IGFBP3,5,6 は ALP の上昇と同期するように発現が亢進し、骨形成
を抑制するとされる IGFBP1,2,4 は ALP の上昇よりも先に発現が亢進していた。このことから
IGFBPs は骨代謝の制御に関与することが示唆された。 
次に、骨構成細胞を 3 次元的共培養およびノックアウトマウスにより生体に近い骨代謝環境

での分析を進める予定だったが、培養や遺伝子抽出に関する技術的な困難があり、当初の予定通
りに進まなかった。細胞の抽出過程でも特定の細胞のみを抽出する際に十分な正確性を確保で
きない可能性があるため、異なる手法を検討する必要が生じた。そこで新たな解析手法として空
間的遺伝子発現解析（包括的バイオインフォマティクス解析）を取り入れて空間的、３次元的な
骨代謝遺伝子発現を IGFBPs を中心に解析する方針とした。これにより実際の生体内で癌病変と
顎骨が近接し容易に骨浸潤が起こるという、特殊な条件を有する口腔癌を対象に癌/骨微小環境
の相互作用を直接解明することとした。 
当院倫理委員会承認のもと、実際の口腔癌症例数例を対象として、空間的遺伝子発現解析をお

こなった。空間遺伝子解析で得られた網羅的、空間位置的な遺伝子情報をもとに癌細胞群、骨関
連細胞群、間質細胞群のクラスター解析と、遺伝子間のネットワーク解析を行い、癌の骨浸潤層
における癌/骨微小環境の特性、核心となるシグナルカスケードを解析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

口腔癌浸潤層における空間的位置情報を残したまま網羅的遺伝子解析を施行（トランスクリ
プトーム）し、その情報をもとに組織に存在する細胞クラスターの局在と各クラスターの遺伝子

 

 



発現状態を解析し微小環境の特性を解析した。空間的遺伝子発現解析、クラスター解析により癌
細胞と癌関連線維芽細胞、筋線維芽細胞のシグナルネットワークが増強され、癌浸潤層では相互
作用を強め骨関連細胞の遺伝子発現にも作用していることが示唆された。 

 
以上の結果から、癌の骨浸潤・骨転移を制御する癌/骨微小環境という未解明な微小環境存在

するという知見を得た。骨微小環境と癌微小環境の相互作用は学術的にほとんど研究されてい
ないテーマであると考えられ、癌/骨微小環境を対象とした新規治療へとつなげていくことがで
きると考えられ、今後さらに研究を続けていく予定である。 
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