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研究成果の概要（和文）：本研究課題は生体においてがん病巣に動員される「正常の間葉系幹細胞の振る舞い」をキー
として、骨微小環境の動態ががんの病態・病勢に与えるはたらきを明らかにし、新たな診断並びに治療法の確立を目指
すものである。間葉系幹細胞は正常骨髄からがん病巣に動員され、がん病巣の伸展に有益な環境を構築する。われわれ
は培養細胞、動物モデルおよびヒト臨床研究を通じて1）末梢血液からの間葉系幹細胞の分離　２）骨微小環境・がん
微小環境の分子生物学的検索および生体蛍光観察による病勢評価 3)共培養系によるPCRアレイ・スクリーニングを行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem (stromal) cells play important role in cancer progression. In 
this study, we focused the (normal) bone microenvironment in patients with cancer. We designed in vitro 
and in vivo study to assess the interaction between bone marrow-derived stromal cells (BMSC) and 
malignant cells. We established the isolation method of BMSC from blood samples of patients, investigated 
bone microenvironment using the near infrared fluorescence endoscopy method, and performed coculture 
assays with BMDC and malignant cells.

研究分野： 骨軟部腫瘍
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１． 研究開始当初の背景 
 

骨髄由来の間葉系幹細胞はニッチを形成し
腫瘍増殖を促進する: 間葉系幹細胞は全身
の骨髄から動員され、炎症部・障害部に集積
する。消化器がんなどにおいては、間葉系幹
細胞は間質に取り込まれ、転移前ニッチを形
成しその結果がんの転移・増殖が促進される 
(Lazennec G, 2008, Goldstein R, 2011)。
われわれも間葉系幹細胞の投与が骨肉腫の
増殖を促進する事をラットモデルを用いて
報告している
（図、Tsukamoto 
et al ,2011）。
これらの背景か
らわれわれは、
骨転移を有する
担がん患者の病
態・病勢に、間
葉系幹細胞を中
心とする骨微小
環境が重要な役
割を担っている
との仮説を立て
た。 
 
２． 研究の目的 

 
生体内の骨髄由来間葉系幹細胞の動員の把
握とその動態に対する治療的介入は、特に転
移病巣の病勢を抑え、さらには生命予後を改
善する可能性がある。これを踏まえ、①間葉
系幹細胞の動態の把握②（臨床的な）局所破
壊・浸潤と間葉系幹細胞の動態の相関評価③
末梢血液検体における間葉系幹細胞の検出
④既知の幹細胞動員因子と未知の因子の同
定を行うことを本研究の目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
本研究は、大きく（１）細胞実験を基盤とす
る細胞間相互作用の検証と（２）ヒト臨床像
（転移の病勢と骨微小環境）の検討の２側面
より成る。細胞実験は臨床標本の網羅的検索
から得られた候補遺伝子に基づいて行う。 
① 間葉系幹細胞の末梢血からの検出：ラッ

ト疾患モデル並びに患者血液（倫理委員
会承認済み）から、単核球分離採血管お
よび間葉系幹細胞用培地＋CD105 マイク
ロビーズ（磁気ビーズ法）を用いたコロ

ニーアッセイを行う。ヒト標本に関して
はコロニーアッセイ結果と臨床経過の相
関を統計学的に検討する。またコロニー
アッセイにて遺伝子•タンパク発現の網
羅的解析を行い動員候補遺伝子をスクリ
ーニングする。 

② 生体内骨微小環境の検討（1）。近赤外蛍
光イメージング手法を用いて血管新生が
病勢を反映すると考え得る骨関節疾患に
対する蛍光観察手法の確立を行う。骨関
節領域での近赤外蛍光内視鏡の使用に際
しては、消化器領域で行われている ICG
法を応用し、ミニブタにて条件設定を行
ったのち（下図）倫理委員会承認を得て
ヒト症例における観察を行う。 

③ 生体内骨微小環境の検討（2）。臨床用MDCT
を用いた骨梁構造解析。骨微細構造変化
の画像的描出を目指し、臨床用 CT データ
を用いた画像解析を、まずは非がん患者
のデータを用いて行う。 

④ 細胞メカニカルストレス実験。間葉系幹
細胞の動員因子候補として培養細胞進展
装置（ストレックス社、日本）を用いて
メカニカルストレス負荷培養を行い次項
目⑤の手法にて遺伝子およびタンパク発
現解析を行う。 

⑤ 共培養試験における遺伝子•タンパク発
現の網羅的解析。①で得られたデータを
指標にがん細胞および間葉系幹細胞の共
培養系を用いて（特に細胞遊走因子フラ
クタルカインを主たるターゲットとし
た）ELISA,リアルタイム PCR アレイを用
いた解析を行う。  

⑥ 担がん患者病勢評価システムの構築。骨
転移を有する担がん患者について、現病
巣の病勢と転移巣の病勢の多面的評価を
行う為、骨転移キャンサーボード（CB）
にて診療科横断的な臨床情報統合を行う。 

 
４． 研究成果 

 
① 間葉系幹細胞の末梢血からの検出。ラッ

トモデルを用いて磁気ビーズ法による末
梢血からの間葉系幹細胞の検出およびコ
ロニーアッセイ法を樹立し、本手法をヒ
ト採血標本に用いた。永眠された１２名
を含む計２０名の登録追跡患者に関して
臨床経過とコロニーアッセイの相関を検
討した。全例の末梢血液よりコロニーア
ッセイ評価は可能であったが、間葉系幹
細胞の増殖は原病および転移病巣の双方
の病勢に相関する傾向を示し、特に終末
期患者においては骨転移の独立した指標
とはなり難い。網羅的解析の結果、病勢



の強い群において特に細胞遊走因子フラ
クタルカインの上昇傾向を認めた（有意
差はなし）。 

② 骨・関節微小環境に対する近赤外イメー
ジング観察手法の確立。ミニブタを用い
た動物実験の後、本学倫理委員会の承認
を得てヒト骨関節病変 6例を対象とした
近赤外イメージング観察を行った。一部
の血管は近赤外可視光のみで描出され、
可視光のみでは評価できない深部の血流
評価／血管新生の病態・治療効果判定に
有益である可能性を見出した(発表
20,23-25)。    

                    
（肩関節近赤外イメージング鏡視、70 代女性。
可視光では観察できない血流が静止画およ
びリアルタイム動画にて観察し得る） 
③ MDCT を用いた骨微細構造評価。倫理委員

会承認を経て、患者臨床 CT データを用い
た骨微細構造観察手法を樹立し肩関節、
股関節にてこれを実施した。非がん病変
での関節評価はすでに英文雑誌に採択さ
れ掲載された(査読あり、論文 1,6)。担
がん患者データに関する部位データは現
在投稿準備中である（下図に非がん患者
肩関節解析のシェーマを示す）。 

④ がん細胞（PC-3）およびヒト MSC（間葉
系幹細胞）を用いた共培養系（およびメ
カニカルストレス負荷培養）における、
フラクタルカインを主たるターゲットと
したELISA,リアルタイムPCRアレイを用
いた解析。我々の実験系では当初期待さ
れた CXCL12/CXCR4 系には有意な差が現
れなかったが、タンパクレベルで PC-3 馴
化培地にてMSCは有意にHMGB-1を上昇さ
せていた(右上図、*,**,ともにp<0.05)。 
サイトカインアレイ解析。サイトカイン
アレイにおいては PC-3 馴化培地にて
GRO,IL-8, eotaxin-3, MIP-1 beta,の発

現       増強を認めた（右中図：化学発
光メンブレンのイメージング解析）。さら
にわれわれはリアルタイム PCR アレイを

用いて、同じく細胞遊走に関わるフラク
タルカインを中心に網羅的検索を行い
（右下図）サイトカインアレイで得られ
たタンパク発現結果および特に
eotaxin-3 を中心とするパスウエイのダ
イナミックな変化として整合する結果を
m-RNA レベルにても確認した。現在これ
らのデータをもとにした論文
“Expression shift of fractal 
cytokines in bone marrow-derived 
stromal cells co-cultured with tumor 
cell-conditioned medium”「悪性細胞馴
化培による BMSC のサイトカイン発現変
化」は投稿先の英文学術誌にて査読中で
ある。   

*[補足事項]重要な補足事項として、本研
究実施期間中に、近年の iPS 細胞を含む
再生研究の流れの中で、我々を含む多く
の研究グループが従来、間葉系幹細胞と
して扱ってきた細胞群がいわゆる「幹細
胞」ではなく、その起源は血管周皮細胞
である可能性が大きい旨が指摘され検証
されてきた(Caplan A, JOA 2016)。した
がって骨髄由来とされた細胞群も、じっ



さいの起源は骨髄ではなく、骨髄に含ま
れる血管組織由来である可能性が高い。
（これまで検証された同細胞群の既に明
らかになっている細胞活性ならびに生物
学的機能に関してはなんら疑いの余地は
ない）。これを踏まえ我々は、従来の「骨
髄由来間葉系幹細胞」を「骨髄組織から
採取樹立した多分化性を持つ非造血系前
駆細胞」と位置づけし直し、特に血管新
生に関わる微小環境（近赤外イメージン
グ）と in vitro 細胞間相互作用に焦点を
絞り研究を遂行した。 

⑤ 骨転移に特化したキャンサーボードによ
る臨床評価系の確立。骨転移を有する骨
転移を有する担がん患者について、各計
測値（コロニーアッセイほか）と原病の
病勢および転移巣の病勢の多面的評価を
正確に行う為、骨転移キャンサーボード
（CB）にて診療科横断的な臨床情報の統
合を行った。2013 年１年間に CB にて討
議・診療を行った全患者 61 症例を対象に、
診療録の後ろ向き調査を行い原疾患の病
勢、SRE リスク評価および診療介入によ
るその変化を検討した。調査内容は、が
ん診断日、本期間内における原病巣の病
勢/治療反応性、骨転移診断日、骨転移フ
ォローアップ期間および回数、骨転移病
巣の病勢/治療反応性、骨折・麻痺リスク
の変化およびその発症の有無である。 
骨転移病巣の経緯は、下図のごとく CB 介
入にて安定化を目指し得ることが判明し
た。原病と転移巣の病勢は相関せず（下

表）、コロニーアッセイ評価には領域横断
的な臨床側面の総合評価の必要性が明ら
かと成った。（①参照） 

表 原発がんの治療反応性と骨転移病巣の

治療反応性（症例数） 

原発巣   骨転移病巣 
PD（36） PD（21） 

SD（13） 
PR（1） 
CR（1） 

SD（17） PD（2） 
SD（15） 

PR（4） PD（1） 
SD（3） 

CR（4） PD（1） 
SD（2） 

  CR（1） 
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