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研究成果の概要（和文）：骨および皮下微小環境において乳がんが増殖する領域をin vivoで作成し、それぞれ
の領域由来のがん幹細胞のprimary cultureを単離できた。Microarrayにより遺伝子発現を検索し骨微小環境由
来のがん幹細胞に特異的なマーカーとして、STAT3を同定した。STAT３のsiRNAを乳がん細胞に導入し、親株、
Mock株、siRNA導入株(２種)を作成した。
これらの細胞を用いて、in vivoにおいてsiRNA導入株が骨微小環境で増殖する場合は骨微小環境に特異的ながん
幹細胞の数が減少することを確認できた。

研究成果の概要（英文）：Transforming growth factor-beta (TGF-beta) plays a key role in bone 
metastasis formation; we hypothesized the possible involvement of TGF-beta in the induction of 
cancer stem cells (CSCs) in the bone microenvironment (micro-E), which may be responsible for 
chemo-resistance. We found treatment with R1-Ki decreased tumor volume and cell proliferation in the
 bone micro-E. The number of cells positive for the CSC markers, SOX2, and CD166 in the bone 
micro-E, were significantly higher than those in the subQ micro-E. R1-Ki treatment significantly 
decreased the number of CSC marker positive cells in the bone micro-E but not in the subQ micro-E. 
Our results indicated that the bone micro-E is a key niche for CSC generation, and TGF-beta 
signaling has important roles in generating CSCs and tumor cell proliferation in the bone micro-E.

研究分野：がんの微小環境

キーワード： 骨微小環境　乳がん　骨転移　がん幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、１）骨微小環境に特異的なCSCに発現する因子を同定すること、同定された因子の機能を解析し治
療抵抗性への関与を検索することで、２）皮下微小環境のCSCが骨微小環境のCSCと変化し治療抵抗性を示すメカ
ニズムの解析をした。本研究は、微小環境に特異的ながん幹細胞のprimary cultureを単離し、独自に開発した
動物モデルで治療抵抗性への関与を明らかにする独創的な研究である。本研究の成果に基づき、骨微小環境に潜
むがん幹細胞（顕在化前の微小骨転移）を検出が可能となり、原発巣治療後の再発および転移を防ぐ治療法を創
造することができる。

※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 

欧米諸国の女性に罹患率の高い乳がんは、原発巣に対して治療効果をあげている。しかし原発巣治療

後に脊椎や骨盤などに高率に発生する骨転移巣は、従来の治療法に抵抗性を示すため、骨転移巣の

治療抵抗性を関与する因子の同定は急務である。 

近年がん幹細胞仮説が提唱され、大腸がん、膵がん、乳がん、前立腺がんなど様々ながんにおいて、

がん幹細胞マーカーがそれぞれ同定されている。細胞周期を標的とした抗がん剤は、増殖が盛んなが

ん細胞には有効であるが、がん幹細胞は増殖が遅く顕著な効果を示さないので、抗がん剤の治療抵抗

性にがん幹細胞が関与することが示唆されている。 

我々は、骨転移巣の進展に重要な役割を果たす骨微小環境における腫瘍間質相互作用のメカニズム

を解析できる動物モデルを独自に開発し、骨微小環境はがん幹細胞の niche であり TGFβ が重要な

役割を果たすことを明らかにした（Futakuchi et al., ADDR, 2016）。さらに、予備実験において抗がん剤

Docetaxel（Dox）抵抗性とがん幹細胞の関連を検索した結果、同じ前立腺癌組織を移植しても、皮下微

小環境で増殖する前立腺がんに対して DOX は有効であったが、骨微小環境で増殖する前立腺癌に

対しては抵抗性を示した。 

乳がんの原発巣においてもがん幹細胞は存在する。このため原発巣の CSC は骨微小環境に比べて数

が少ないものの治療抵抗性を示すと考えられる。そこで我々は、原発巣のがん幹細胞が骨微小環境に

転移し、形質が異なるがん幹細胞へと変化した結果、治療抵抗性を示すと仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、骨微小環境および皮下微小環境からそれぞれ CSC を取り出し、遺伝子レベルでそ

の違いを比較することで、１）骨微小環境に特異的な CSC に発現する因子を同定すること、同定された

因子の機能を解析し治療抵抗性への関与を検索することで、２）皮下微小環境のCSCが骨微小環境の

CSC と変化し治療抵抗性を示すメカニズムの解析を目的とする。本研究は、微小環境に特異的ながん

幹細胞の primary culture を単離し、独自に開発した動物モデルで治療抵抗性への関与を明らかにす

る独創的な研究である。本研究の成果に基づき、骨微小環境に潜むがん幹細胞（顕在化前の微小骨

転移）を検出が可能となり、原発巣治療後の再発•転移を防ぐ治療法を創造することができる。 

 

３．研究の方法 

Ex.1 骨および乳腺微小環境において乳がんが増殖

する領域の作成 

Balb C マウス由来の乳癌細胞株である Cl66M2 を用

いる。この Cl66M2 を 12 匹の BalbC 雌マウスの乳腺

皮下および頭蓋骨直上にそれぞれ 1.0x106個移植す

る。増殖した腫瘍と頭蓋骨が接する部分では、破骨細

胞が誘導され強い溶骨性変化を伴い腫瘍細胞が増

殖する組織像を呈し、ヒトの乳がん骨転移巣と同じ組

織像が観察でき(骨微小環境)、乳腺皮下に移植した

領域ではマウス乳がん組織のみが増殖する組織像

(乳腺微小環境)が観察される。移植後 30 日で屠殺剖検し骨および皮下微小環境を含めた腫瘍塊をそ



れぞれ半割し、半分は病理組織標本の作成にもう一方は初代培養細胞の作成に用いる。 

 

Ex.2 それぞれの微小環境由来のがん幹細胞の primary culture を単離  

Ex.1)で作成した領域から切出した組織片をコラ

ゲナーゼ処理して single cell を作成し、培養プレ

ート上に 30 分培養した後非接着細胞を回収す

る。3D culture (96 well) で 72 時間培養し

spheroid を形成したがん細胞をがん幹細胞とし

て回収する（骨 3D, 乳 3D）。2D 96well plate で

72 時間培養したがん細胞を対照として回収す

る。それぞれの細胞から RNAを抽出する（骨 2D, 

乳 2D）。 

 

Ex.3 骨微小環境由来のがん幹細胞に特異的なマーカーの同定 

骨微小環境由来のがん幹細胞に特異的なマーカー遺伝子は、骨

微小環境由来のがん幹細胞で発現が上昇しており、他のがん細胞

では発現が見られないと考えられる。Ex.2 で得られたサンプルを用

いて東レ microarray により遺伝子発現を検索する。骨 3D, 骨 2D, 

乳 3D, 乳 2D のうち、骨 3D でのみ発現上昇がある遺伝子を骨微

小環境由来のがん幹細胞に特異的なマーカー遺伝子候補とす

る。 

 

Ex.4 骨微小環境由来のがん幹細胞に特異的なマーカーであることの検証 

マーカー候補遺伝子の siRNA を作成し、Neon transfection system（エレクトロポレーション）で乳がん細

胞に導入する。Ex.1 と同じ方法で、親株、Mock 株、siRNA 導入株(２種)が、それぞれ骨および皮下微

小環境で増殖する組織を作成する。さらに Ex.2 と同じ方法で、それぞれの領域からがん幹細胞を単離

する。mRNA を抽出し定量 RT-PCR により発現量を検索し、骨微小環境に特異的ながん幹細胞の数を

評価する。Mock 株が増殖する場合は骨微小環境由来のがん幹細胞が多く、siRNA 導入株では、骨微

小環境由来のがん幹細胞の数がほとんどないことを確認する。 

 

Ex.5 骨微小環境に特異的ながん幹細胞が治療抵抗性に関与することの検証 

Ex.4 で作成した、親株、Mock 株、siRNA 導入株(２種)を用いる。骨微小環境に特異的ながん幹細胞の

数が多い状態では（Mock 株）、壊死巣の割合が対照群（親株）と変わらず、治療抵抗性を呈する。骨微

小環境におけるがん幹細胞の数を減少させた状態では（siRNA 導入株）、壊死巣の割合が対照群（親

株）に比べて、優位に増大し、治療感受性となることを示す。 



動物実験での検証：Ex.1 と同じ方法を用いて細胞株１つあたり 12 匹のマウスに移植する。6 匹を無処

置群とし、6 匹の抗がん剤Docetaxel（Dox）投与群では移植後 20 日に 20mg/kg 体重の濃度で DOX を

単回投与する。移植後 30 日で屠殺剖検し、骨および皮下微小環境を含めた腫瘍塊をそれぞれ半割し、

半分は病理組織標本の作成に用いる。 

治療抵抗性の評価：腫瘍組織の H.E.標本を用いて

全割面の写真を撮影する。画像解析装置を用いて腫

瘍全体の面積と壊死巣の面積を測定し、壊死部分の

割合（%）を算出する。対照群に比べ有意に壊死巣の

割合が増大している場合は治療感受性、対照群と変

わらない場合は治療抵抗性とする。 

 

４．研究成果 

骨および皮下微小環境において乳がんが増殖する領域を in vivo で作成した。さらに、それぞれの領域

由来のがん幹細胞の primary culture を単離できた。Microarray により遺伝子発現を検索し骨微小環境

由来のがん幹細胞に特異的なマーカーとして、STAT3を同定した。STAT３の siRNAを乳がん細胞に導

入し、親株、Mock 株、siRNA 導入株(２種)を作成した。これらの細胞を用いて、in vivo において siRNA

導入株が骨微小環境で増殖する場合は骨微小環境に特異的ながん幹細胞の数が減少することを確認

できた。 

現在、骨微小環境におけるがん幹細胞の数を減少させた状態では（siRNA 導入株）壊死巣の割合が対

照群（親株）に比べて有意に増大し、治療感受性となることを示す目的で研究を継続中である。 
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