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研究成果の概要（和文）：我々はmicroRNA-205 (miR205)の発現低下を見いだした。miR205の過剰発現株を作成し、miR
205過剰発現株では薬剤感受性を増大させることが判明した。
in vivo解析では、miR205過剰発現株は骨微小環境で増殖する像は見られなかった。miR205が制御する因子としてCathe
psin Dが同定され、この発現は乳癌のStage, TNM分類のTと良い相関が見られた。
以上より、miR205は骨微小環境での生存および薬剤耐性に関与し、その発現を低下させることで腫瘍間質相互作用を誘
導する腫瘍細胞にCathepsin Dの発現を上昇させることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We set the hypothesis that cancer cells arrived at the bone microenvironment 
(bone ME), would survive with phenotype similar to cancer stem cells. We found that miR205 was 
down-regulated in the bone ME. miR205 overexpressing tumor cell lines (miR205+cells) were established and 
involvement of EMT was found. We also found that the drug sensitivity of inhibitors of ER, AR and HER2 
were enhanced in miR205+cells. IHC study of SOX2, one of the cancer stem cell marker, revealed that SOX2+ 
cells were observed in the bone ME and that the number of SOX2+ cells was significantly lower than that 
of control after trasplant of miR205+ cells. Cathepsin D was regulated by miR205 in the tumor cells and 
whosehigh expression were correlated with clinical stage and T grade of TNM classification. Taken 
together, miR205 may be involved in the survival, induction of EMT, and drug resistance of the tumor 
cells in the bone ME, all of which are malignant phenotypes of clinically defined bone metastasis.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
欧米の女性に罹患率の高い乳癌は、末期

に骨転移巣が全身に拡大するため、その

死亡率は上昇している。このため骨転移

形成メカニズムの解明と治療標的分子の

同定は急務である。骨転移巣の先進部で

は腫瘍細胞は間質細胞である破骨細胞や

骨芽細胞と相互作用している。腫瘍細胞

は、破骨細胞を活性化して硬い骨基質を

溶解させて、腫瘍が増殖するための空間

を形成させる。さらに骨基質中に大量に

含まれる TGFβ などの増殖因子が放出さ

れることにより、腫瘍細胞がさらに刺激

され、骨芽・破骨細胞を活性化し、骨溶

解がますます促進される。このように先

進部（微小環境）における腫瘍間質相互

作用が、骨転移の進展に重要な役割を果

たしている。 

 

我々は、骨微小環境における前立腺癌や

乳癌の増殖を解析できる動物モデルを開

発した。このモデルの Tumor bone 

interface (TB-interface)では、ヒト前立腺癌

や乳癌の骨転移巣の浸潤先進部と同じ病

理組織像を呈していた(Lynch and 

Futakuchi, Cancer cell, 2005, Wilson and 

Futakuchi, Cancer Research, 2008)。 この

TB-interface を腫瘍細胞が骨微小環境で

腫瘍細胞が腫瘍間質相互作用を伴い増殖

する領域と定義し、腫瘍細胞のみが増殖

する領域（Tumor alone area）と比較した。

その結果、Receptor activator of NF-kB 

ligand (RANKL)は破骨細胞を誘導し溶骨

性変化を拡大すること、TGFβ receptor1

は骨基質由来の TGFβ のシグナルを腫瘍

細胞に伝達し増殖促進作用を示すことが

判明した(Sato and Futakuchi, 2008, 

Futakuchi et al., 2009)。これらの骨転移関

連因子はヒト骨転移巣でもその発現が上

昇しており、ヒト骨転移巣の進展に関与

することが示唆された(Anguraji and 

Futakuchi, 2011)。 
 

RANKL や TGFβR1 などの既知の骨転移

関連因子の発現量は環境により異なり、

培養状態や皮下に移植した場合は低く骨

微小環境では高いことから、腫瘍細胞は

骨微小環境で転移関連因子の発現制御を

行っていると考えられる。原発巣から骨

微小環境へ移動した腫瘍細胞は、この発

現制御メカニズムにより微小環境に適応

し、増殖を続けた結果、大きな骨転移巣

が形成される。このように微小環境での

遺伝子発現制御メカニズムは、転移巣の

進展に重要な役割を果たしていると考え

られる。 
 

機能性 RNA である microRNA(miRNA)は、

mRNAの 3’末端非翻訳領域に配列相補的

に結合することにより、遺伝子発現を精

巧に調節することが知られている。

miR-146 は NF-kB を制御しその発現低下

と肺転移形成との関連する報告がある。

また miR-205 はその発現抑制により、

TGFβによるEMTが促進され腫瘍の進展

に関与することが報告されている。 

 

２．研究の目的 

腫瘍細胞は骨微小環境において、miRNA

により遺伝子発現を調節し、腫瘍間質相

互作用が誘導され溶骨性変化が促進され

ると仮説を立てた。本研究ではこの仮説

を検証することを目的とする。 

１）骨微小環境における腫瘍細胞の増殖

および破骨細胞の誘導に関与する

miRNA の同定。 

２）同定された miRNA が制御する因子

の検索 

３）miRNA により制御された因子が、骨

微小環境における腫瘍細胞の増殖および

破骨細胞の誘導を促進することの確認 

 

３．研究の方法 
Ex.1 骨微小環境で機能する miR-205 の機能

解析 

予備検討で明らかとなった microRNA の

うち miR-205 に着目し、微-小環境で発現

低下していた miR205 を過剰発現させた

細胞株と親株を比較し、我々の乳癌のマ

ウスモデルを用いて miRNA の発現上昇



が骨微小環境における腫瘍細胞の増殖や

破骨細胞の誘導および溶骨性変化に対す

る影響を検索した。  

Ex.1-1 細胞株の樹立：miR-205 の発現ベ

クターを作成し(Takara Bio)、マウス乳が

ん細胞株 CL66-M2 にトランスフェクシ

ョンした（Lipofectamine- Plus, Invitrogen）。

ゲニチシン(100ug/ml)により導入した

miRNA を安定した発現株を選択し継代

し、in vitro において miR-205 の発現量を

確認し、細胞増殖率を検索した。さらに、

抗がん剤スクリーニングキット（文部科

学省がん支援、化学療法班より提供）を

用いて抗がん剤に対する感受性を検索し

た。 

Ex.1-2 骨微小環境におけるmiR-205の機

能解析：Ex.1 で樹立した CL66-M2 に

miRNA を強制発現させた株および Mock

株を、 BalbC 雌マウスの頭蓋骨直上に 1

匹あたり 1.0x106個をそれぞれ移植した。

移植後 28 日めに屠殺剖検し、頭蓋骨と腫

瘍を含めた組織を半割し、半分は 4%パ

ラホルム固定をして、病理組織学的な検

討をおこなった。もう一方の組織から腫

瘍細胞が骨破壊を誘導している TB 

interface およびその対照部である Tumor 

alone area を切り出しそれぞれ採取する

し凍結保存した。 

Ex.1-3 骨微小環境における腫瘍細胞の

増殖率：細胞増殖マーカーである PCNA

抗体を用いて免疫組織染色を行い

(Bondmax 自動染色機, Leica)、
TB-interface および TA-area における腫瘍

細胞の細胞増殖率を検索した。 

Ex.1-4 破骨細胞の誘導と溶骨性変化の

検索：骨破壊の程度は、H.E.染色標本を

画像解析装置を用いて定量解析した。ま

た TRAP 染色を行い陽性となった破骨細

胞の数を計測した。 

 

Ex.2 骨微小環境で機能する miRNA が制御

する遺伝子の同定：  

MicroArray により、Mock 株移植群に比

べ miR-205 過剰発現株移植群の

TB-interface で発現が低下する遺伝子プ

ロファイルを検索し、骨微小環境で

miRNA の発現が上昇することにより、そ

の発現が低下する遺伝子を同定した。 

Ex.2-1 miR-205 が制御する因子の

microArray による検索：Ex.1-2 で採取し

た TB-interface(骨微小環境)の部位を樹立

した細胞株および Mock 株のそれぞれか

ら切り出し、microarray 解析(東レ)を行っ

た。発現プロファイルを基に Mock 株移

植群に比べ miRNA 過剰発現株移植群の

TB-interface で発現が低下する候補因子

のプロファイルを得た。 

Ex.2-2 Ex.2-1 と同様の方法で、Ex.1-1 で

樹立した miR205 過剰発現株と Mock 株

を用いて、microarray 解析(東レ)による発

現プロファイルを検索した。 

Ex.2-3 Ex.2-1 および Ex.2-2 の発現プロ

ファイルをもとに、Ex.2-1 のみで発現が

変動した遺伝子を in vivoに特異的に発現

する遺伝子、Ex.2-2 のみおよび、Ex.2-1

とEx.2-2で共通して発現変動する遺伝子

を、腫瘍細胞に特異的に変動した遺伝子

として同定した。 

 

Ex.3 miRNA が制御する遺伝子の骨微小環

境における機能 

Ex.2で同定された遺伝子の抗体を購入し

乳癌組織の Tissue microarray (US Biomax, 

INC 社)を用いてその発現量と乳癌の悪

性化との関連を検索した。検索前に名古

屋市立大学倫理委員会の承認を得た（承

認番号 1049）。 
 

４．研究成果 

骨微小環境におけるがん細胞の増殖に関

与する microRNA の同定を目的として、

MicroRNA-Array 解析を行い、骨微小環境

においては、microRNA-205 (miR205)の発

現が低下することを見いだした。次にそ

の機能を解析する目的で miR205 の過剰

発現株を作成し、抗がん剤に対する感受

性を in vitro で検索した。その結果、Mock

株では ER, AR, HER2, EGFR 阻害剤に対

し耐性を示したが、miR205 過剰発現株で

はこれらに対し感受性を示した。さらに



in vivo において、Mock 株では骨微小環

境におけるがん細胞の増殖、破骨細胞の

誘導および溶骨性変化の誘導が見られた

が、miR205 過剰発現株は、骨微小環境に

ほとんど生着しなかった。これらの結果

から骨微小環境におけるがん細胞の生着

•治療抵抗性に、がん幹細胞の関与が示唆

された。そこでがん幹細胞のマーカーの

ひとつである SOX2 の免疫染色を行っ

た結果、SOX2 が陽性となる腫瘍細胞の

数は、骨微小環境では皮下微小環境に比

べて多く、TGF-β シグナル阻害剤を投与

された群では、骨微小環境における

SOX2 陽性細胞率は皮下微小環境と同じ

レベルにまで低下することが判明した。

さらに miR205 過剰発現株では Mock 株

に比べ、骨微小環境における SOX2 陽性

細胞率が有意に低下した。次に臨床にお

ける意義を Tissue Microarray により検索

した結果、miR205 が制御する因子として

同定された Cathepsin D の発現は乳癌の

Stage, TNM分類のTと良い相関が見られ

た。以上より、骨微小環境は、がん転移

の幹細胞の niche であり TGF-β の関与が

示唆された。さらに miR205 は骨微小環

境におけるがん細胞の生存および薬剤耐

性に関与し、その発現を低下させること

で腫瘍間質相互作用を誘導する腫瘍細胞

に Cathepsin D の発現を上昇させること

が判明した。 
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