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研究成果の概要（和文）：がん骨転移における骨破壊や破骨細胞活性におけるmiRNAの影響を検討した。in 
vitro, in vivoいずれにおいても、miRNA-16の過剰発現により、乳癌細胞における溶骨性因子の発現が上昇、ま
た破骨細胞分化・活性が上昇し骨破壊が亢進した。miRNA-16は、乳癌骨転移による骨破壊を促進する可能性が考
えられた。一方miRNA-133a・223の過剰発現により、乳癌細胞における溶骨性因子の発現が低下し、また破骨細
胞分化・活性が低下し、骨破壊が抑制された。これらのmiRNAが、乳癌骨転移の溶骨性病変に対する、新たなバ
イオマーカーとして早期診断や治療標的として活用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, the roles of miRNAs in bone destruction caused by 
breast cancer metastasis were investigated in vitro and in vivo. Our findings indicate that 
osteolytic factors derived from breast cancer cells stimulated the osteoclast differentiation and 
function, and that the effects could be regulated positively by miR-16, but negatively by miR-133a 
or miR-223. Consistent with these in vitro results, in vivo experiments using a breast cancer bone 
metastasis animal model demonstrated that miR-16 enhanced bone destruction with increased osteoclast
 activities; in contrast, miR-133a and miR-223 prevented the destruction with decreased activities. 
In conclusion, the present study demonstrated that miR-16 may enhance bone destruction caused by 
breast cancer bone metastasis by promoting osteoclast function via increased expressions of 
osteoclast differentiation markers and osteolytic factors, while miR-133a and miR-223 may suppress 
this process. 

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くのがん種においてがん細胞が、miRNAやタンパク質を含むエクソソームを放出し、腫瘍産生、がんの進行、
遠隔転移に関わる可能性が報告されており“エクソソーム(miRNA)に着目したliquid biopsy”は次世代のがんの
診断治療には欠かせない研究分野であると言える。本研究が対象としているいまだ不明な骨転移メカニズムの解
明、早期診断、治療への応用という点で、我々が先駆者となりうると確信するとともに研究的・学術的意義が非
常に高いと考える。今後のがん治療研究分野において、がん骨転移、骨破壊を診断、制御する事は革新的な領域
を創造することになるという点で意義深いと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）日本国民の約半数は何らかのがんにかかると言われており、がんの好発転移臓器である骨

転移が増加傾向にある。がん骨転移によって引き起こされる様々な骨関連事象（病的骨折や脊椎

転移による麻痺の出現等）は、患者の QOL を著しく低下させる。骨修飾薬などの治療法はあるが

十分ではなく、治療開始遅延により予後が不良となる為、早期診断が求められている。がん骨転

移の主体となる骨破壊はがん細胞が誘導する破骨細胞活性によって生じることが知られており、

これを制御する意義は非常に高い。近年、あらゆる悪性腫瘍においてがん細胞が、miRNA やタン

パク質を含むエクソソーム(exosome)を放出し、細胞分化やがん化の制御、腫瘍形成や進行、遠

隔転移に重要な役割を担っている可能性が報告されており、がん骨転移及び骨破壊にはがん細

胞が分泌するエクソソームに内包された microRNA(miRNA, miR)の関与が示唆されている。miRNA

は血液や尿などの体液中に存在しており、低侵襲かつ容易に繰り返し採取可能な liquid 

biopsy(体液中のがん細胞やその由来成分による悪性腫瘍診断)が注目されている。しかしなが

ら、骨転移のメカニズムは未だ十分には解明されておらず、骨転移をターゲットとした liquid 

biopsy による診断、治療の報告はない。 

（２）がんの中でも、乳癌は女性の罹患するがんの中で発生率・死亡率共に最多である。乳癌の

転移巣は半数以上が骨であり、全乳癌患者の 5-6%では診断時すでに骨転移を有すると報告され

ている。また乳癌骨転移の大半が、骨破壊を伴う溶骨型骨病変を形成することから、乳癌細胞に

着目した。本研究では、乳癌細胞株から分泌される培養上清（conditioned medium, CM）中のエ

クソソームを回収し、エクソソームおよび内包されている miRNA の働きを解析し、エクソソー

ムを介したがん骨転移のメカニズムを明らかにする事、さらに治療として、miRNA を利用した骨

転移制御法の開発を目標とした。 

２．研究の目的 

（１）本研究の目的は、がん骨転移モデルとして使用されている MDA 細胞を用いて、がん骨転移

部の骨破壊や破骨細胞活性に寄与する miRNA を同定し、in vitro、in vivo で検討する事で、

liquid biopsy に応用できる骨転移の早期バイオマーカーを探索することである。また、エクソ

ソームは内包する物質を安定的に輸送するという細胞間情報伝達機能を有することから、がん

骨転移の治療標的である破骨細胞への薬剤輸送（ドラックデリバリーシステム）としての役割を

利用し、骨破壊を抑制する薬剤や核酸を封入させたエクソソームを投与するという新たな治療

法の開発も行う。 

３．研究の方法 

（１）過去の報告・検討をもとに、miR-16 をがん骨転移促進性 miRNA の候補として、miR-133a、

miR-223 を抑制因子として着目した。これら 3種の miRNA および control として GFP の plasmid

を、ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 に lipofection 法で導入し、24 時間後に plamid 導入細胞およ

びその培養上清（各々miR-16-CM、miR-133a-CM、miR-223-CM、GFP-CM とする）を回収した。各導

入細胞および miR-CM における導入遺伝子の発現と溶骨性因子である receptor activator for 

nuclear factor-κB ligand (RANKL)、interleukin (IL)-1β、IL-6、parathyroid hormone-

related protein (PTHrP)、tumor necrosis factor (TNF) の発現を Real-time PCR で評価した。 

（２）各 miRNA を導入した培養上清（miR-CM）の破骨細胞活性へ与える影響を検討するため、破

骨細胞の前駆細胞である RAW264.7（マウスマクロファージ由来細胞株）を各 miR-CM 存在下で 3

日間培養を行い、破骨細胞分化・活性因子である NFATc1 (nuclear factor of activated T-

cells)、osteoclast-associated receptor (OSCAR)、β3-integrin、cathepsin-K、tartrate-

resistant acid phosphatase (TRAP)の RAW264.7 での発現を Real-time PCR で評価し、各群で



比較を行った。 

（３）また、前駆細胞である RAW264.7 を RANKL 刺激により成熟破骨細胞へ分化させた後、各 miR-

CM 刺激下で培養を行い、2日後に TRAP 染色を行い破骨細胞の形態を評価した。また、象牙質培

地上にて同様に miR-CM 存在下で破骨細胞を培養し、4 日後に形成された骨吸収窩を測定する

Bone resorptive assay にて破骨細胞の骨吸収能を定量評価した。 

（４）In vivo では、各 miRNA の plasmid 導入細胞(1x106細胞/10μl PBS)を、がん骨転移モデ

ル動物として実験的に確立されている方法と同様に、5週齢雌のヌードマウス（Balb/c-nu, CLEA 

Japan Inc.）の脛骨近位骨端部に移植し、miRNA が骨破壊に与える影響を検討した。4週後に脛

骨組織を回収し、形態学的評価として、骨破壊の程度および骨量（BV/TV）をµCTで定量評価し

た。また組織学的評価として、HE 染色で骨破壊および腫瘍細胞の進展を、TRAP 染色で破骨細胞

活性を、免疫組織化学染色で溶骨性因子（RANKL、IL-1β、IL-6、PTHrP、TNF）の発現を評価し、

各群で比較を行った。 

４．研究成果 

（１）miR-CM が破骨細胞の分化・機能に与える影響（in vitro） 

溶骨性因子である RANKL、IL-1β、PTHrP、TNF の培養上清中の発現は、control 群と比較して miR-

16 群で有意な増加、miR-133a 群で有意な低下を認めた。また miR-223 群では RANKL、IL-6、PTHrP

の発現が有意に低下していた（図1A）。RAW264.7における破骨細胞分化・活性因子であるNFATc1、

OSCAR、β3-integrin、cathepsin-K の発現は、miR-16-CM 存在下で有意な増加を認めた。miR-

133a-CM 存在下ではβ3-integrin、cathepsin-K、TRAP の発現が、miR-223-CM 存在下では OSCAR、

β3-integrin、cathepsin-K、TRAP の発現が、それぞれ有意に低下していた（図 1B）。 

 

(２)TRAP 染色による検討では、miR-16-CM 存在下で破骨細胞数の有意な増加を認め、positive 

control 群である RANKL 存在下と同等であった。一方、miR-133a および miR-223-CM 存在下では

破骨細胞数は有意に減少していた（図 2A、B）。象牙質培地上で行った骨吸収能評価においても、

吸収窩の面積は miR-16-CM 存在下で有意に増加し、miR-133a および miR-223-CM 存在下で有意に

減少していた（図 2C、D）。 



 

 

（３）miRNA 導入乳癌細胞による骨破壊の検討（in vivo） 

µCTによる脛骨近位の解析では、control 群と比較して miR-16 群で骨量（Bone volume、BV/TV）

は有意に低下、骨破壊が亢進していたが、miR-133a 群および miR-223 群において骨量は有意に

増加しており、骨量が維持されていた（図 3A、B、C）。 

 
HE 染色では、miR-16 群において骨破壊を伴う乳癌細胞の浸潤が広く観察されたのに対し、miR-

133a 群および miR-223 群では同所見がコントロール群と比較して軽度であった（図 4）。 

 

TRAP 染色による破骨細胞数の検討では、in vitro の結果と同様に、コントロール群と比較して

miR-16 群で有意に増加、miR-133a 群および miR-223 群では有意に減少していた（図 5A、B）。 



 

免疫組織化学染色では、溶骨性因子である RANKL、IL-1β、IL-6、TNF、PTHrP は miR-16 群にお

いて強く染色され、陽性細胞数の有意な増加を認めた。一方、miR-133a 群および miR-223 群で

はコントロール群と比較して陽性細胞数は有意に減少していた(図 6A、B)。 

 

 

（４）本研究における In vitro の検討では、乳癌細胞の培養上清中の溶骨性因子である RANKL、

IL-1β、IL-6、PTHrP、TNF の発現は miR-16 群で増加し、miR-133a 群および miR-223 群で低下し

ていた。また破骨細胞の前駆細胞である RAW264.7 を用いた検討では、破骨細胞分化・活性因子

である NFATc1、OSCAR、β3-integrin、cathepsin-K、TRAP の発現が、miR-16-CM 存在下で増加、

miR-133a-CM および miR-223-CM 存在下では低下していた。これらの結果から、乳癌細胞由来の

溶骨性因子が破骨細胞の分化・活性を制御し、その効果は miR-16 により促進され、miR-133a お

よび miR-223 により抑制されることが示唆された。In vitro の結果と同様に、乳癌骨転移モデ

ルを用いたin vivoでの検討では、miR-16群で乳癌細胞における溶骨性因子の有意な発現増加、

破骨細胞活性および骨破壊の促進を認めた。一方、miR-133a 群および miR-223 群では乳癌細胞

における溶骨性因子の発現が低下し、破骨細胞活性および骨破壊が抑制されており、動物モデル

を用いた in vivo でも今回検討した miR-16、miR-133a、miR-223 が、乳癌骨転移による骨破壊に

おいて、破骨細胞活性を介して制御していることが示された。 

（５）本研究の結果から、miR-16 は溶骨性因子の発現や破骨細胞分化・活性因子の発現増加を

介して破骨細胞の機能を増強させることにより、乳癌骨転移による骨破壊を促進する可能性が

あり、一方 miR-133a および miR-223 はこの過程を抑制することが示唆された。これら 3 つの

miRNA は、乳癌骨転移による骨破壊の新たなバイオマーカーや治療標的となる可能性が示された。 
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