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研究成果の概要（和文）： 

骨は癌転移の好発臓器の一つである。しかし、そのメカニズムの詳細は不明である。近年、癌細胞に
も幹細胞様の性格を示す癌幹細胞の存在が提唱され、癌の発生、維持、再発等に重要な役割を果た
していることが明らかにされつつある。本研究では、癌幹細胞の骨転移に対する関与について検討し
た。株化癌細胞を用いた検討で、癌幹細胞マーカーを発現する細胞の存在することが明らかにされた。
また、それらの細胞は癌幹細胞様の形質を有していた。一方、癌幹細胞マーカーの一つである side 
population（SP）細胞の骨転移形成能は non-SP細胞と同等であり、骨転移に対する特異的な関与を見
出すには至らなかった。今後は、他の細胞、および他の癌幹細胞マーカーを用いた更なる詳細な検
討が必要と思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Bone is one of the most preferential sites for cancer metastasis; however, the precise mechanisms are 
still unclear. An increasing body of evidence suggests that cancers contain a small subset of their own 
stem-like cells called cancer stem cells (CSCs), which play critical roles in the initiation, maintenance 
and relapse of tumors. In this study, we studied the role of CSCs in cancer metastasis to bone. Flow 
cytometric analysis revealed the existence of CSC marker-positive cells in several kinds of cancer cell 
lines. Those cells exhibited some of the CSC-like properties in vitro and in vivo. However, the 
bone-metastatic potential of side population (SP) cells, which has been shown to enrich CSCs in several 
types of cancer, was similar to that of non-SP cells. Further studies are required to clarify the 
contribution of CSCs to cancer bone metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 

癌患者を死に至らしめる最大の原因である
転移のメカニズムの解明は、癌研究において最
も重要な課題である。骨は肺、肝とならんで癌が
最も転移しやすい臓器の一つである。近年、癌
治療の進歩により、癌患者の生存率は大幅に向
上した。しかし、その中で、進行が緩やかなため
にこれまでほとんど問題視されなかった骨転移
が大きな問題となってきた。癌の骨転移は、激し
い骨疼痛、神経麻痺などの合併症を引き起こし、
患者の QOL を著しく低下させるだけではなく、
生命予後にも重大な影響を与える。にもかかわ
らず、現在のところ骨転移に対する効果的な治
療法は確立されていない。 
近年、再生医療を目指した幹細胞研究の進

歩とあいまって、癌細胞にも幹細胞様の性格を
示す癌幹細胞の存在が提唱され、注目を集め
ている。癌幹細胞は、高い自己複製能と腫瘍形
成能を有することや、抗癌剤や放射線治療に対
して耐性であることなど癌の悪性度に直結する
生物学的特徴が示され、癌治療の重要な標的と
して認識され始めた。 
乳癌患者では、臨床的に遠隔転移を認めな

い病期においても、30～40%に上る高い割合で
骨髄中の微小転移が認められることが報告され
ている（Nat Clin Pract Oncol 4: 30, 2007; 
Cancer 107: 885, 2006; N Engl J Med 353: 793, 
2005）。この骨髄微小転移の存在は、癌の再発、
転移、さらには生命予後と相関することが示され
ている。また、最近、これら微小転移癌細胞が癌
幹細胞様の性質を示すことが報告され（Clin 
Cancer Res 12: 5615, 2006）、骨髄中の癌幹細
胞の存在が示唆される。しかし、骨髄微小転移
と骨転移成立との関係、および骨転移成立･進
展における癌幹細胞の関与については未だ検
討されていない。 
また、興味深い所見として、骨の微小環境が

造血幹細胞を支持するニッチを提供することが
明らかにされている。なかでも、Zhangらは、骨芽
細胞が造血幹細胞ニッチの主たる構成細胞で
あることを示している（Nature 425: 836, 2003）。
我々は、動物実験において、骨転移癌細胞が
骨芽細胞や骨芽細胞の前駆細胞である骨髄間
質細胞との細胞接着装置を介した直接接触を
微細形態学的に明らかにしている（Bone 16: 349, 
1995）。これらの所見から、骨髄内における癌幹
細胞ニッチの存在が推測される。 
以上の所見を考え合わせると、骨髄中のニッ

チにより制御された癌幹細胞が、骨転移の成
立・進展の過程において重要な役割を果たして
いる可能性が推測される。また、このことから骨
髄癌幹細胞を標的とした治療が骨転移の効果
的治療法になり得ることが期待される。 
 

２．研究の目的 

本研究においては、骨転移のメカニズム解
明および新規治療法の開発を目的として、“骨

髄に定着した癌幹細胞が骨転移の成立・進展を
コントロールする”との作業仮説に基づき、骨転
移における骨髄癌幹細胞の役割を明らかにする
ために、以下の検討を行った。 
(1) 癌細胞株における癌幹細胞の同定･単離 
(2) 癌幹細胞の生物学的機能解析 
(3) 癌幹細胞の遺伝子発現解析 
(4) 癌幹細胞の腫瘍形成能と骨転移能 
 

３． 研究の方法 

(1) 癌細胞株における癌幹細胞の同定を side 
population （SP）細胞、CD44+/CD24-をはじ
めとする細胞表面マーカー、および aldehyde 
dehydrogenase-1 (ALDH1)活性を指標に、フ
ローサイトメトリーにより行った。また、同定さ
れ た 癌 幹 細 胞 の 単 離 を
fluorescent-activated cell sorter (FACS)を用
い行った。 

(2) 癌幹細胞の生物学的機能について、1)で単
離した細胞を用い、単層培養での増殖能
（WST-1 assay）、Sphere 形成能（浮遊培養
系）、遊走能（wound healing assay）、浸潤能
（matrigel invasion assay）、および自己複製
能を指標に評価した。 

(3) 癌幹細胞の遺伝子発現について、cDNA マ
イクロアレイ法を用いて、網羅的解析を行っ
た。 

(4) 癌幹細胞の in vivo での腫瘍形成能につい
て、ヌードマウス移植モデルを用い検討した。
また、骨転移形成能については、ヌードマウ
ス骨転移モデルを用い評価した。 

 
４． 研究成果 
(1) 癌細胞株における癌幹細胞の同定・単離 
株化癌細胞における癌幹細胞の存在を SP、

CD44+/CD24-、および ALDH1 活性を指標とし
て検討した結果、調査した全ての細胞株におい
て、癌幹細胞マーカーを発現する細胞の存在が
確認された（下図）。しかしながら、その割合は細
胞株により大きく異なっていた。また、同一細胞
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であっても、癌幹細胞の割合はマーカー間で異
なっており、より正確な癌幹細胞マーカーの確
立が必要と思われた。同定された癌幹細胞画分
に含まれる細胞は FACS による単離を行い、以
下の検討に使用した。 
(2) 癌幹細胞の生物学的機能解析 
癌幹細胞の生物学的機能について、主とし

てヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 細胞から単離
した SP細胞を用いて、non-SP（NSP）細胞と比較、
解析を行った。SP 細胞の単層培養での増殖は
NSP 細胞と差を認めなかった。一方、浮遊培養
系における sphere形成は SP細胞で有意に促進
されていた。次に、SP細胞の自己複製能につい
て、単離した SP細胞を 2週間培養の後、再解析
を行った。その結果、SP細胞と NSP細胞の両方
が存在していることが明らかとなり、SP 細胞の自
己複製能および分化能が示唆された。 
(3) 癌幹細胞の遺伝子発現解析 

MDA-MB-231 SP 細胞の遺伝子発現を、マ
イクロアレイ法にて網羅的に NSP 細胞との比較
解析を行った（結果の詳細は発表論文⑧参照）。
一例として、SP細胞では、ATP-binding cassette, 
sub-family G, member 2 (ABCG2)の発現上昇が
認められた。これを支持する結果として、
MDA-MB-231 細胞を ABCG2 の阻害剤である
fumitremorgin C で処理した場合、SP 細胞の著
明な減少が認められた。また、ABCG2 は細胞の
薬剤排泄に関与するトランスポーターをコードす
る遺伝子であることから、MDA-MB-231 細胞を
抗癌剤の一つである doxorubicin にて処理した
結果、ABCG2 遺伝子の発現上昇と、SP 細胞の
増加が認められた。 
(4) 癌幹細胞の腫瘍形成能と骨転移能 

MDA-MB-231 SP 細胞の腫瘍形成能をヌー
ドマウス乳腺内移植モデルを用い検討した結果、
NSP細胞と有意な差は認められなかった。しかし、
腫瘍増殖は SP 細胞で亢進していた。次に、同
細胞の骨転移能をヌードマウス左心室内移植モ
デルを用い検討した結果、こちらも NSP 細胞と
比較して有意な差は認められなかった。また、骨
転移巣における SP 細胞の割合を、フローサイト
メトリーにて検討したところ、培養細胞および乳
腺内腫瘍との間に差を認めなかった。 
以上の結果から、SP細胞は一部の癌幹細胞

様形質を示すものの、骨転移形成能に関しては
NSP 細胞と差がないことが示された。今後は、他
の細胞、および他の癌幹細胞マーカーを用いた
更なる詳細な検討が必要と思われる。 
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