
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年５月６日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
研究成果の概要（和文）： 
 
悪性腫瘍の骨破壊の病態解明と治療法の開発を行った。その結果、腫瘍性骨破壊において、細
胞性因子としては腫瘍随伴マクロファージが、液性因子では Vascular endothelial growth 
factor および basic Fibroblast growth factor が腫瘍性骨破壊を制御する重要な因子である
ことを見いだした。これらを分子標的とし、腫瘍性骨破壊を複数のステップで阻止することは、
分子細胞生物学に基づいた新しい腫瘍性骨破壊治療法となりうることが予想された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The molecular mechanism of tumor-induced bone destruction was investigated in this study. 
In tumor-induced bone destruction, tumora-associated macropahges (TAM) play major roles 
as a cell factor. As soluble factors, vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic 
fibroblast growth factor (bFGF) are found to be critical in the tumor-induced bone 
destruction. Together, TAM, VEGF, and bFGF would be promising molecular targets for 
treating the tumor-induced bone destruction. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 高齢化社会を迎え、死因の第一位である悪
性腫瘍は増加の一途をたどっている。集学的

治療法の進歩により悪性腫瘍患者の長期生
存率(quantity of life)は向上し、quality of 
life(QOL)という概念が重要視されるように
なった。癌の骨転移、あるいは原発性骨腫瘍
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による骨破壊は、激しい疼痛と運動制限をも
たらし患者の QOL を著しく低下させる。QOL
を重視する現代医療において、腫瘍性骨破壊
の病態解明と治療法の開発は社会的急務で
ある。 
 
２．研究の目的 

 
腫瘍性骨破壊において、腫瘍細胞は破骨細

胞(Osteoclast: OC)の分化や骨吸収を直接的、
間接的に促進する。OC による骨吸収により、
腫瘍増殖に必要な物理的空間が供給される
と 同 時 に 、 骨 に 含 ま れ る Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF)、basic 
Fibroblast Growth Factor（bFGF）など多様
なサイトカインや成長因子が放出される。一
方、骨破壊局所での血管新生は、腫瘍に酸素、
栄養を供給すると共に、腫瘍細胞の播種の経
路となり、腫瘍の増殖・浸潤を強力に促進す
る。しかし、これまで腫瘍性骨破壊における
血管新生と破骨細胞分化・骨吸収の間の相互
作用についての解析は十分になされていな
い。本研究では血管新生と破骨細胞の分化/
骨吸収の相互作用を中心とした腫瘍性骨破
壊における微小環境の解明を行い、新しい腫
瘍性骨破壊治療法の開発に必要な、分子細胞
生物学的基盤の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
  
 腫瘍性骨破壊を来す代表的疾患として
Ewing肉腫ファミリー(ESFT)および骨巨細
胞腫(Giant cell tumor: GCT)を用いた。まず
ESFTの細胞株および GCTの初代培養細胞
を用いて、in vitroでの分子細胞生物学的検
討を行った。ESFT細胞株を用いて in vivo 
での腫瘍性骨破壊メカニズムの検討した。さ
らに、ESFT, GCT の臨床検体を使用して、生
体内で腫瘍性骨破壊を制御している因子の
同定を行った。 
 
４．研究成果 

 
(1)ESFTの骨浸潤メカニズムの解明 

 
ESFTは主に若年者に発生する悪性小円形

細胞腫瘍で、著明な骨破壊を特徴とし、高率
に転移を来たす。化学療法の導入に伴いその
予後は改善してきたが、転移を来たした症例
では未だ不良である。他の悪性腫瘍と同様、
原発巣での骨破壊浸潤、転移の制御が予後の
改善に必要であると考えられるが、これまで
ESFTの転移・浸潤メカニズムの詳細につい
ては明らかにされていない。近年、生体内の
微小環境中において腫瘍細胞は周囲から
様々な影響を受けその性質を変化させてい
るという報告が集積されている。特に骨組織

中には種々の成長因子、サイトカインといっ
た直接腫瘍細胞に生物学的変化をもたらす
因子が豊富に蓄積されており、ESFT の主な発
生部位であるとともに転移好発部位である
ことを考慮すると、骨髄内での ESFT の転移
を促進する因子の存在が推測された。よって、
骨髄内に含まれる因子の中でも成長因子に
注目し、それらの ESFT の転移・浸潤能に関
わる細胞運動能に与える影響を解析した。 

 
ESFT 細胞株、RD-ES, SK-ES1, SK-N-MC の

運動能の各成長因子に対する反応について、
Wound-healing assay、chemotaxis assay に
よりケモカイネシスおよびケモタキシスの
両方を検討したところ、bFGF による顕著な運
動能亢進作用を認めた。さらにマトリゲルを
用いた in vitro invasion assay でも、bFGF
による浸潤能亢進が認められた。これらの作
用は bFGF 中和抗体および FGF レセプター
1(FGFR1)阻害剤によって抑制されることも
確認した。興味深いことに、骨肉種および滑
膜肉腫細胞株で同様の実験を行ったところ、
bFGF の有無による運動能の差は認められず、
bFGF と ESFT 細胞の特異的な反応であること
が示唆された。ESFT 細胞株では FGF レセプタ
ー(FGFRs)が mRNA およびタンパクレベルで確
認され、さらに ESFT 患者の病理組織では 9
例中 7例で活性型 FGFR1 が中等度～高度に発
現しており、ESFT 腫瘍では bFGF-FGFR1 シグ
ナルが高率に活性化していることが示唆さ
れた。     

 
骨髄中では骨髄間質細胞(BMSCs)が bFGF の

産生能をもつという報告があることから、
BMSCsの培養上清によるESFT細胞に対する影
響を検討したところ、FGFR1 は活性化され、
運動能は亢進し、さらに bFGF 中和抗体およ
び FGFR1 阻害剤によってその作用は抑制され
た。この結果、生体の骨組織中では BMSCs は
bFGF を産生することで ESFT 細胞の運動能に
関与していることが考えられた。さらに、
FGFR1 下流の各シグナル伝達経路中の各分子、
MEK、PLCγそして PI3K に対する化学阻害剤
を用いて阻害したところ、PI3K 阻害によ
りもっとも bFGFによる細胞運動に対する
作用が抑制された。bFGF 刺激により
ESFT 細胞の細胞形態が著明に変化しラメ
リポディア（葉状仮足）形成が顕著である
ことから、細胞骨格を制御する低分子量
GTP 蛋白質である Rho ファミリーの中で
も特に Rac1 の関与が想定された。実験で
は bFGF刺激による細胞内の Rac1の活性
化および Rac1阻害剤による bFGFの運動
能 促 進 作 用 の 抑 制 が 確 認 さ れ 、
bFGF/FGFR1 の下流における PI3K-Rac1
のシグナルによるESFT細胞の運動能促進
への関与が示唆された。 



今回の結果は bFGF が Ewing 肉腫の運
動能を亢進させることで腫瘍の浸潤に関与
することを初めて報告するものであり、さ
らに近年注目されている腫瘍微小環境と腫
瘍進展との関わりとして、骨髄間質細胞に
より産生された bFGFが腫瘍細胞の転移・
浸潤に寄与している可能性を示した。転移
は最も大きな予後規定因子であるため、
bFGFおよび下流の FGFR1-PI3K-Rac1経
路は ESFT 治療の新たな分子標的として、
転移の制御しうる可能性があるという点で
予後改善に有望であると考えられる。また、
これらの各分子に対する抗体や阻害剤の臨
床応用は他の悪性腫瘍で実施されており、
ESFT の治療への応用およびその有用性は
十分期待できると考える。 
(Kamura et al., Br. J. Cancer 2010) 

 
(2) ESFTにおける腫瘍関連マクロファージの
役割 
 
 腫瘍関連マクロファージ（Tumor associated 
macorphages; TAMs）は様々な悪性腫瘍で、
種々のサイトカインやプロテアーゼを産生す
ることで、腫瘍の進展、血管新生、転移を促
進し、予後に影響を与えると報告されている
が、悪性骨軟部腫瘍におけるTAMsの役割は不
明な点が多い。また、TAMsは自身が破骨細胞
に分化することによって、骨における腫瘍の
進展を促進している。予後不良で広範な骨破
壊と炎症を特徴とするESFTにおいて、TAMsの
役割とその予後との関係について検討した。 
 
 ヒトESFT2種（RDES、TC71）を使用し、ヌー
ドマウス背部皮下に移植、ESFTのxenograft
を作製した。その腫瘍より、CD11b抗体磁気ビ
ーズを用いて、TAMsを分離した。コントロー
ルマクロファージとして、マウス脾臓･肝臓よ
り分離し、TAMsと比較することとした。分離
後の培養上清をそれぞれLuminex systemを用
いて網羅的にサイトカイン及びケモカインを
測定した。この採取したTAMsの培養上清を、
Ewing肉腫細胞株と共培養してVEGFの濃度を
ELISAで測定した。さらに分離した細胞を
receptor activator of NF-κB ligand 
(RANKL)及びmacrophage colony stimulating 
factor (M-CSF)存在下に4日間培養し、OCへの
分化能を比較した。最後に利用可能なEwing
肉腫臨床サンプル41例のCD68免疫染色を行い、
腫瘍へのTAMsの浸潤と予後との関連性を調べ
た。 
 
 まず、ヌードマウス背部皮下に作製した
ESFTのxenograftよりTAMsを分離し、フローサ
イトメトリーでマクロファージ特異的表面抗
原であるF4/80とCD11b陽性細胞は90％以上で
あることを確認した。この分離した細胞を72

時間培養し、その培養上清を回収し、サイト
カインを測定した結果、interleukin（IL）-6、
monocyte chemotactic protein（MCP）-1、
keratinocyte-derived chemokine（KC）とい
った炎症性サイトカイン・ケモカインの上昇
をTAMsにおいて認めた。一方、対照群のマク
ロファージからはほとんど検出されなかった。 
 
 回収したTAMsの培養上清をESFT細胞株と共
培養を行い、48時間後に培養上清を回収する
と、Ewing肉腫細胞株から産生されるVEGFの量
が3倍以上増加していた。OCへの分化能はTAMs
においてのみ、TRAP陽性多核巨細胞の形成を
認めた。臨床サンプルの免疫染色においては、
CD68陽性マクロファージの浸潤が多い群は少
ない群と比較して有意に予後不良であった。
また、腫瘍血管数が多いほど予後は不良であ
り、TAMsの数と腫瘍血管数の間には関連性を
認めた。 
  
 ESFTに浸潤するTAMsは様々な炎症性サイト
カインやケモカインを産生しており、これらの
液性因子により、単球・マクロファージの腫瘍
へのさらなる動員や、臨床的特徴である著名な
炎症反応に関与している可能性がある。また、
自身はVEGFを産生していなかったが、ESFT細胞
に作用して、VEGF産生を上昇させ、腫瘍の血管
新生を促進している可能性が示唆された。この
分離したTAMsはコントロールマクロファージ
と比較しても、OCへの分化能を持っていた。臨
床上、骨軟部腫瘍の中でも腫瘍性骨破壊が特に
強いESFTにおいて、骨破壊が急速に進行する理
由の1つと考えられる。さらに、臨床サンプル
においても、TAMsの浸潤が多く、炎症が強いほ
ど予後が不良であり、TAMsの数は腫瘍血管数と
関連性があった。実験データよりも、TAMsは腫
瘍血管新生を助長することにより、腫瘍の進展
を促進し、その不良予後に関連していることが
考えられた。TAMsはESFTの悪性進展において非
常に重要な役割を持っていることが分かり、
TAMsを制御することが、新たなるESFTに対する
治療につながることが考えられた。 

(Fujiwara et al., 投稿中, 2011) 

 
(3) 骨巨細胞腫における、腫瘍性骨破壊メカ
ニズムの解析 
 
 骨巨細胞腫(Giant Cell Tumor; GCT)は、多
数の OC 様巨細胞の出現を特徴とする良性の
原発性骨腫瘍である。GCT は著明な骨破壊お
よび間質の血管新生を認めることが多い。そ
のため、生体内における血管新生と破骨細胞
分化／骨吸収の相互作用解析のための理想
的なモデルとして用いた。 

 
GCT において実際の腫瘍細胞は単核紡錘形

細胞(spindle cell)であり、単核小円形細胞



や多核巨細胞は反応性に集積した破骨前駆
細胞(Osteoclast Precursor Cell: OPC)およ
び破骨細胞(OC)であると考えられている。
GCT 中の OPC、OC は CD68 陽性であることも知
られている。また、我々は既に代表的な血管
新生促進因子である VEGF が、OPC の増殖、運
動能を亢進させることも明らかとしている。 

 
GCTにおけるVEGF情報伝達経路の役割を解

明するため、まず GCT の手術摘出標本を外科
的、酵素的に処理して単離細胞浮遊液とした
後、初代培養を行った。抗 CD68 抗体および I
型 VEGF 受容体 Flt1 を用いて免疫染色を行
った結果、CD68 陽性の OPC、OC が Flt1 陽性
であること、腫瘍組織中には豊富な VEGF が
含まれていることを見いだした。さらに、GCT
の本体と思われる spindle cell を継代、培
養上清を回収した(GCT-conditioned medium: 
GCT-CM)。GCT-CM には VEGF が含まれているこ
とを ELISA 法にて確認した。OPC の細胞株で
ある Raw 細胞を GCT-CM で刺激することによ
り、Raw 細胞の増殖能、運動能は促進し、そ
の際 Flt1 の下流のエフェクター分子である
Focal adhesion kinase (FAK)のリン酸化が
亢進していた。Flt1 の阻害薬の同時投与によ
り GCT-CM の作用は抑制された。これらの結
果より、GCT-CM により OPC の VEGF-Flt1-FAK
経路が活性化され、増殖、運動能が促進され
ていることが in vitro で示された。 
 
 引き続き、GCT の臨床標本を用いて、FAK, 
Flt-1 の活性化を検討したところ、それらの
発現強度と単純 X線写真における GCT の骨破
壊進行度が相関していることを明らかとし
た。これらの成果は、GCT における骨破壊に
は VEGF-Flt1-FAK 経路が関与していることを
示している。よって、VEGF の抑制により、血
管新生と腫瘍性骨破壊が同時に阻害するこ
とが可能であると考えられ、VEGF は腫瘍性骨
破壊に対する新たな分子標的として、極めて
有望であることが示唆された。 
(Matsumoto et al., J Orthop. Surg. Res. 
2010) 
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