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研究成果の概要（和文）：本研究では、がんの発育・進展に寄与するがん間質細胞の本質を明らかにすべく、MM
患者由来間質細胞の網羅的分泌因子の解析を行い、miR-10aを含むmiRNAやLeputin、Resistinなどの腫瘍細胞増
殖促進型の分泌因子を同定した。このmiR-10aはエクソソーム分泌経路を利用して細胞外に排出している可能性
が考えられた。この排出されたmiR-10aが豊富に含有されるエクソソームをMM細胞株に添加するとその細胞増殖
が促進され、MM患者由来およびMGUS患者由来BMSCsの細胞内では低発現であり、エクソソーム分泌経路を利用し
て細胞外に排出している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of extracellular vesicles (EVs) from
 BMSCs derived from MM patients (MM-BMSCs). EV-encapsulated miR-10a expression was high while 
intracellular miR-10a was low in MM-BMSCs. We therefore hypothesized that miR-10a was packaged into 
EVs that were actively released into the extracellular space. Inhibition of EV release resulted in 
accumulation of intracellular miR-10a, inhibition of cell proliferation, and induction of apoptosis 
in MM-BMSCs. In contrast, proliferation and apoptosis of BMSCs derived from healthy individuals were
 unaffected by inhibition of EV release. Furthermore, miR-10a derived from MM-BMSCs was transferred 
into MM cells via EVs and enhanced their proliferation. These results suggest that inhibition of EV 
release induced apoptosis in MM-BMSCs and inhibited MM cell growth, indicating a possible role for 
MM-BMSC-targeted therapy.

研究分野：腫瘍発生学・発生工学

キーワード： がん間質　がん微小環境　多発性骨髄腫　miRNA　エクソソーム　セクレトーム
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では機能的、すなわち腫瘍細胞の進展をサポート可能な間質細胞が放出する因子を探索した。そして、が
ん間質細胞を標的とする治療法の意義として、上皮性のがん細胞ががん間質細胞へと形質転換
（Epithelial-mesenchymal transition: EMT）し、高い転移能やアポトーシスに対する抵抗性を獲得してしまう
ことが知られており、抗がん剤によって腫瘍細胞を抑制できたとしても、がん間質細胞が残存していると再発や
治療抵抗性に多大な影響を及ぼすことが予想され、腫瘍細胞とともにがん間質細胞の撲滅が有効的であると考え
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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) がん間質細胞の発生機序 
2000 年には Dr. Weinberg によって、もともと正常な間質細胞が腫瘍細胞の影響を受けて活性化
し「がん間質、癌関連繊維芽細胞（cancer-associated fibroblast: CAF）」となり、さらにこの
がん間質が腫瘍細胞をサポートしてがんを悪化させていく、というがんの段階的な進展モデル
が提唱された（Cell. 2000;100:57-70.）。近年、CAF の起源として一部は間葉系幹細胞
（Mesenchymal stem cell）から、または血管内皮細胞が内皮間葉移行（Endothelial-mesenchymal 
transition: EndMT）を経て生成されるという報告がなされ（Br J Cancer. 2008;99:1375-1379.）、
生体内でのがん間質の存在様式や機能が明らかになりつつある。一方で、がん間質はヘテロな集
団であり、腫瘍細胞周辺の間質が全てがん間質化しているわけではないことなどからその発生
機序は未だ不明な点が多い。 
 
(2) 間質細胞の加齢性変化 
本研究の研究代表者らは、文科省・科研費（H27〜H29、基盤研究 C）の研究期間内において、間
質細胞の加齢に伴う機能変化、機能低下が「がん間質化」の要因となっているのではないかと仮
説を立て、若年健常者（19-20 才）由来骨髄間質細胞（bone marrow stromal cells: BMSCs）と
高齢健常者（68-72 才）由来 BMSCs の機能の加齢性変化（当該研究課題では特に細胞外小胞エク
ソソームの変化）を解析した。また、腫瘍細胞との共培養により健常者由来 BMSC をがん間質へ
と誘導可能か試みていたが、予想以上に健常者由来 BMSCs の「防御力」が高く、現時点ではがん
間質化モデルの確立には至らなかった。しかし、健常人由来 BMSCs の防御力の高さに注目し、若
年者由来 BMSC のエクソソームには「腫瘍血管新生を抑制する miRNA」が内包されていることを
見出し、研究計画の最終年度において Blood advances 誌にて報告した（Umezu et al. Blood 
Adv. 2017）。 
 
(3) Soil-targeted therapy 
がん微小環境を標的とした Soil-targeted therapy では、①接着シグナル阻害剤を用いて腫瘍
細胞とがん間質の直接的な細胞間相互作用を阻害する、②がん間質細胞が分泌するサイトカイ
ンや増殖因子に対する阻害剤を用いる、などの手法を用いて抗腫瘍効果の検討が行われている。
一方で、がん間質細胞自身を特異的に標的とする治療法の開発報告例はこれまでにない。その理
由として、がん間質細胞が何者であるか明らかにされていないことが最大の原因と考えられ、が
ん間質の特性、発生機序を明らかにすることを目的とした本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
上記の研究における技術的ノウハウと改善点を踏まえ、正常間質細胞から「機能的な」がん間質
細胞を誘導するモデル系を構築し、がん間質細胞の発生機序を解明することを目的とした。そし
て、がん間質化メカニズムを標的とした新規の soil-targeted therapy の開発を試みた。 
すなわち、本研究では多発性骨髄腫患者から採取した骨髄間質細胞を用いて、がん微小環境にお
ける「がん間質」の機能解明を目指した。また、がんの発育・進展に寄与するがん間質細胞の本
質を明らかにすべく、骨髄腫患者由来間質細胞の網羅的分泌タンパク（secretome）解析を行っ
た。そして、機能的がん間質に特異的な因子を同定し、さらにこの特異的因子の発現を指標に健
常者由来間質細胞から「がん間質細胞」の誘導モデル系を構築し、がん間質化メカニズムの解明
を目指した。 
 
３．研究の方法 
多発性骨髄腫（Multiple myeloma: MM）は、
B細胞の終末分化形態である形質細胞が骨
髄内で腫瘍性に増殖・蓄積し、溶骨性変化
や造血障害など様々な症状を呈し、近年の
高齢化社会に伴い患者数が増加傾向にあ
る。これまでの我々の研究結果において MM
患者と前がん病態である MGUS 患者数名か
ら骨髄間質細胞（BMSCs）を採取し、各 BMSCs
の培養上清を MM 細胞株に添加し、腫瘍細
胞の増殖促進効果を比較した結果、MM患者
BMSCsの培養上清は腫瘍細胞の増殖を促進
する傾向にあったが、MGUS 患者 BMSCs の
培養上清は増殖促進するものとしないも
のの 2種類に分類された（右図）。 
固形腫瘍における“CAF”と同様の役割を有



する間葉系細胞が、白血病やリンパ腫などの造血器腫瘍にも存在することが示されている。固形
腫瘍と比較して造血器腫瘍における「がん間質」の定義や解析手法が混沌としてはいるものの、
がん間質を標的とした治療法の開発にも注目が集まっている。研究代表者らは造血器腫瘍の中
でも腫瘍細胞―間質細胞相互作用に関する研究が盛んな多発性骨髄腫を研究対象とした。また、
腫瘍細胞との共培養などによって正常間質細胞をがん間質に誘導する試みがなされているもの
の、がん間質の起源に関して未解明な部分が多いことから「がん間質に変わった」という評価が
難しい現状がある。そこで、本研究では以下の実験方法で解析を進めた。 
(1) 多発性骨髄腫患者由来 BMSCs と前がん病態である MGUS（意義不明の単クローン性ガンマグ
ロブリン血症）患者由来 BMSCs、および健常者由来 BMSCs のセクレトームを比較し、がん間質細
胞の機能を特徴付ける分泌性因子（tumor-associated stromal diffusible factors: TASDFs）
を同定する。候補因子に関して MM、MGUS 患者由来 BMSCs および培養上清における発現をウエス
タンブロットにて確認する。 
(2) BMSCs の加齢性変化を踏まえ、MM 細胞株と共培養して高齢健常者由来 BMSCs のがん間質化
を試みる。共培養系（直接接触型、カルチャーインサートを用いた非接触型）および共培養日数
（1-2 週間、1ヶ月）を検討する。TASDFs の発現・分泌
を指標にがん間質化をモニタリングする。患者由来
BMSCsが培養下でも CAFとしての機能を有していること
から、がん間質へと誘導した BMSCs は共培養から単独培
養に移行してもその機能は維持されると予想される。従
って、誘導前の正常 BMSCs とがん間質化誘導 BMSCs の遺
伝子発現解析および細胞内、エクソソーム内の miRNA の
変化を解析する。 
(3) マトリゲルを用いて腫瘍細胞と混合してヌードマ
ウス皮下に移植し、生体内での挙動を確認し、がん間質
の発生機序を分子レベルで明らかにし、がん間質化を阻
害する、またはがん間質の正常化を試み、がん間質を標
的とした新規治療法の開発を行う。 
 
４．研究成果 
 (1) 多発性骨髄腫患者由来 BMSCs と前がん病態である MGUS（意義不明の単クローン性ガンマグ
ロブリン血症）患者由来 BMSCs、および健常者由来 BMSCs の特徴を比較するために、形態観察、
細胞表面マーカー解析を比較した結果、形態や細胞表面マーカーについては健常者由来 BMSCs と
患者由来 BMSCs での相違は見受けられなかった（上図）。 
 
(2) がん間質細胞の機能を特徴付ける分泌性因子を同定するために、マイクロアレイを用いた
それぞれの BMSCs における遺伝子発現解析と PCR アレイを用いた miRNA 発現解析を行った。そ
の結果、遺伝子発現プロファイルと miRNA 発現プロファイルには相違が見られた。特に、MM 細
胞株と共培養を行なってその増殖を促進することが可能なタイプの MM 患者由来および MGUS 患
者由来 BMSCs に特徴的な発現を示すエクソソーム miRNA が miR-10a であることを見い出した。
この miR-10a は MM 患者由来および MGUS 患者由来 BMSCs の細胞内では低発現であり、エクソソ
ーム分泌経路を利用して細胞外に排出している可能性が考えられた。この排出された miR-10a が
豊富に含有されるエクソソームを MM細胞株（RPMI8226, U266）に添加するとその細胞増殖が促
進された。 
この miR-10a に注目して解析を進め、MM患者由来および MGUS 患者由来 BMSCs の細胞内では低発
現であり、エクソソーム分泌経路を利用して細胞外に排出している可能性が考えられた。この排
出された miR-10a が豊富に含有されるエクソソームは MM 細胞（RPMI8226, U266）の細胞増殖が
促進することを明らかにし、がん微小環境中でこの患者由来 BMScs からエクソソーム miR-10a を
排出できなくすれば MM 細胞の増殖を抑えられることから、in vivo モデルを用いたエクソソー
ム放出阻害剤による MMの進展を抑制する新たな治療法の開発を行った。この in vivo モデルを
用いて得られた成果は、Blood advances (2019) 3 (21): 3228-3240 にて発表した（下図）。 

 
(3) MM 患者由来および MGUS 患者由来 BMSCs および健常者（若年者、高齢者）由来 BMSCs の培養



上清を回収して質量分析 LC-MS/MS を用いてプロテオーム解析を行った。その結果、細胞外マト
リクス関連因子が、高齢者と若年者由来 BMSCs 培養上清中の含有率に相違が見られたが、健常者
と患者由来 BMSCs では発現差は見受けられなかった。 
そこで、Human Cytokine ELISA plate array を用いて、サイトカインを含む 31種類の分泌因子
について解析を行った。その結果、健常者と比較すると、MGUS 患者由来 BMSCs の培養上清では、
細胞増殖を促進した。また、MGUS 患者由来と比較して MM 患者由来 BMSCs では Leptin、Resistin
を含む分泌因子が増加していた。 

 
セクレトーム解析の一環として上記の発現プロファイルにおいて抽出された miR-10a 以外の
miRNA にも注目した。MM 患者由来 BMSCs を MM 由来細胞株 RPMI8226 と 3 日間カルチャーインサ
ートを用いた非接触培養系で共培養を行うと、健常者由来 BMSCs に比べ、MM 患者由来 BMSCs で
miR-146a の発現が上昇していることが明らかとなった。また、MM患者由来 BMSCs が放出するエ
クソソームにも miR-146 が豊富に内包されていた。また、腫瘍細胞と共培養した患者由来間質細
胞から放出されたエクソソームは NK細胞の活性化が低く、一方で健常人由来 BMSCs のエクソソ
ームを添加した NK 細胞は活性化され RPMI8226 細胞のアポトーシスを誘導した。このことから、
患者由来 BMSCs は、微小環境においてがん細胞を取り囲む免疫システムの制御に関与している
可能性が示された。 
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