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研究成果の概要（和文）：我々は新規に樹立した骨肉腫マウスモデルを用いて、非腫瘍細胞（線

維芽細胞、マクロファージ）から産生されるFgf2、Lifなど液性因子がErk1/2を強力に活性化

し、骨肉腫細胞の未分化維持に関わることを明らかにした。さらにFgf2は骨肉腫細胞の増殖、

遊走を促進し抗癌剤への感受性低下にも関与した。Fgfr阻害剤を用いたin vivoの治療効果検

証ではアドリアマイシンの効果を増強させた。以上の結果は、これらの液性因子が分化・非分

化部を有する骨肉腫の病理・病態像形成に深く関わること、下流のシグナル伝達経路が骨肉腫

の病勢を抑える有望な治療標的となる可能性を示唆する。 
 
研究成果の概要（英文）：The roles of environmental soluble factors in the formation of 
histopathological characteristics of osteosarcoma (OS) remains to be elucidated. Here, 
a newly established murine OS model was used to clarify the roles of environmental factors 
such as fibroblast growth factor-2 (Fgf2) or leukemia inhibitory factor (Lif) in the 
maintenance of OS cells in an immature state. These factors were highly expressed in 
stromal fibroblasts and macrophages, but not in OS cells, and potently suppressed 
osteogenesis of OS cells in vitro and in vivo. Further investigations revealed that the 
activation of Erk1/2 induced by these factors was deeply involved in the process of OS 
differentiation. In addition, Fgf2 enhanced both proliferation and migratory activity 
of OS cells and modulated the sensitivity to an anti-cancer drug. These findings suggest 
that the seemingly chaotic structures of OS could be dependent on the distribution of 
such factors. The combined blockade of the signaling pathways of several growth factors, 
including Fgf2, might be useful in controlling the aggressiveness of OS. 
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１．研究開始当初の背景 
癌は自己複製能、増殖能、分化能をもつ癌幹
細胞分画を含むことが報告されている。我々
は マ ウ ス 骨 髄 ス ト ロ ー マ 細 胞 か ら

Ink4a/Arf-/-及びc-MYC過剰発現によりヒト
骨肉腫の病態に極めて類似した腫瘍を形成
する骨肉腫癌幹細胞(AX細胞)を樹立した。ユ
ニークな特徴として、AX細胞はクローンから
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樹立されたにも関わらず、in vivoで未分化
な部分と特異的な転写因子の活性化を伴い
骨・軟骨に最終分化した部分を含み、分化の
階層性をもつ腫瘍が形成される。もし、仮に
移植した全ての細胞が最終分化した場合、細
胞は枯渇し腫瘍は成立しないと考えられる。
即ち、この腫瘍が全てのマウスを短期間で死
に至らしめることは、in vivoにおいて癌幹
細胞の自己複製、未分化性を維持する機構の
存在することを意味する。これまで固形腫瘍
進展に重要な微小環境に関して、構成細胞
（ tumor associated macrophage(TAM)、
canncer associated fibroblast(CAF)、血管
内皮細胞など）、液性因子、細胞外マトリッ
クスなど様々な要素が報告されている。しか
し固形腫瘍における微小環境の解析は、癌細
胞の増殖、浸潤・転移、細胞死の抑制などに
関与する因子の解明が中心で、in vivoにお
ける癌幹細胞の機能維持の観点から‘真の
cancer niche’に言及した報告は稀である。
難治性間葉系悪性腫瘍である骨肉腫は小児
に多く、診断時より肺微小転移が存在し、既
存の抗癌剤に不応例は予後不良である。明ら
かとなる微小環境が、例えば正常造血幹細胞
の niche の 様 に 細 胞 を 休 止 期 状 態
（quiescent）にする機能を有する場合、治
療抵抗性機構の原因となる可能性がある。以
上の背景から、骨肉腫癌幹細胞マウスモデル
を用いた「癌幹細胞の未分化性を維持する微
小環境の解明」は骨肉腫の cancer nicheを
標的とした新規治療法開発に大きく貢献す
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
新規に樹立した骨肉腫マウスモデルを用い
て骨肉腫細胞がin vivoにおいて環境から受
ける役割を解明する。特に未分化性の維持、
癌の進展に関わる因子に注目する。 
（１）癌幹細胞微小環境構成細胞の解明：骨
肉腫を構成細胞に分け、間質構成細胞に注目
して微小環境に寄与しうる細胞を同定する。
解析が比較的容易な皮下の原発巣から着手
する。次に、転移巣や骨髄を原発巣としたよ
りヒト骨肉腫に近い病態における解析を行
う。 
（２）癌幹細胞と微小環境構成細胞の相互作
用の解明：上記で同定した微小環境構成細胞
と癌幹細胞との間の相互作用を明らかにす
る。ここでは、1．液性因子、2．接着を介し
た細胞間の直接作用、3．細胞外マトリクス
など産生物質を介するものの大きく3つの観
点から、真に癌幹細胞の未分化性維持に働く
分子機構を明らかにする。 
（３）微小環境形成機構の解明：上記で明ら
かとなる癌幹細胞微小環境を既存の正常組
織と比較し、cancer nicheの形成機構を明ら
かにする。即ち、癌幹細胞は正常組織をniche

として利用するのか、もしくは正常組織に修
飾を加えて自らに適した環境を作るのか、と
いう問題の解明を目指す。 
（４）治療効果の検証：本項目では大きく 2
つの解析を行う。１．上記解析結果から得ら
れた分子機構の知見を踏まえ阻害剤、中和抗
体、shRNAを用いた鍵分子のノックダウンを
用いて分子機構の確認、in vivoにおける抗
腫瘍効果を明らかにする。さらにモデルを
種々の薬剤のスクリーニングに用いること
によって cancer nicheを標的とした治療法
開発に繋げる。２．上記解析から得られた分
子機構が（既存の）抗癌剤への耐性化機構と
しても機能するか解明する。 
（５）ヒト骨肉腫における解析：マウスモデ
ルから得られた骨肉腫癌幹細胞の微小環境
がヒト骨肉腫においても存在し、機能しうる
かを検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）癌幹細胞微小環境構成細胞の解明：AX
細胞を皮下に移植し形成した骨肉腫を DNase、
Collagenaseを含むmediumで処理しsingle 
cell suspensionを作成した。CD45, F4/80, 
Sca1などの表面抗原マーカーとGFP（腫瘍細
胞で発現）を用いてFACSにて腫瘍の構成細
胞を分取した。これらの細胞の腫瘍内での局
在は表面マーカーに対する抗体を使った免
疫蛍光染色法にて確認した。 
皮下モデルに加え骨髄内における腫瘍細胞
の挙動に関しては、大腿骨顆間窩に23G針に
て腫瘍細胞を骨髄内移植し観察した。 
（２）癌幹細胞と微小環境構成細胞の相互作
用の解明：癌幹細胞の未分化性を維持する微
小環境因子の同定はまず液性因子の解明よ
り開始した。 
第一段階として骨肉腫細胞から産生され
autocrine、paracrineにより腫瘍細胞自身に
作用する因子を除外するため、腫瘍から分取
したAX細胞のgene expression profiling
を行い遺伝子発現レベルの低い液性因子に
注目した。(1)で分取した細胞からcDNAを作
成し、real-time PCR法にて腫瘍細胞、微小
環境構成細胞における遺伝子発現を確認し
た。さらに免疫染色法により液性因子のin 
vivoにおける発現・局在を解析した。絞り込
まれた液性因子が腫瘍細胞の分化に関して
与える影響に関しては、recombinantの液性
因子を骨分化培地に添加しAlizarin RedS染
色を行うことにより骨分化の抑制の程度を
評価した。加えて、液性因子を長期（１か月
以上）にわたって徐放するビーズを腫瘍細胞
に混ぜて移植することにより液性因子をin 
vivoで過剰発現させることによる影響を評
価した。さらに、real-time PCR法により骨
分化に必須な遺伝子群の発現を解析した。液
性因子が骨肉腫細胞へもたらす細胞内シグ



 

 

ナル伝達経路の活性化に関してはwestern 
blot法にて解析し、in vivoにおけるpathway
の関与は免疫染色により確認を行った。液性
因子の細胞増殖に与える影響は細胞内在性
ATPを定量化することで評価し、遊走能、浸
潤能における効果はtranswell membrane 
filterを用いて解析した。液性因子に対する
腫瘍細胞の受容体発現レベルは遺伝子を
real-time PCR法にて、タンパクを免疫染色
法で解析した。受容体に対する阻害剤・siRNA、
シグナル伝達分子に対する阻害剤を用いて
液性因子の腫瘍細胞の分化に与える影響を
キャンセルできるか即ち、受容体を含めたシ
グナル伝達経路が関わっているか評価した。 
（３）微小環境形成機構の解明 
（４）治療効果の検証： 
液性因子の阻害剤をin vivoに投与すること
により骨肉腫進展に与える影響、治療効果を
評価した。解析はここまでで最も強い生理活
性を示したFgf2に注目し、Fgfrの阻害剤
（PD173074）を用いて施行した。Fgfが微小
環境形成にいかに関わるか免疫染色法で陰
性対照と比較し検討した。 
（５）ヒト骨肉腫における解析：ヒト骨肉腫
細胞株、SAOS2、U2OS、SJSA1を用いてマウス
の系で解析した液性因子がヒト骨肉腫細胞
においても、分化・増殖において同じ生理活
性を示すか検証した。 
 
４．研究成果 
（１）癌幹細胞微小環境構成細胞の解明：皮
下に形成した骨肉腫から single cell 
suspensionを作成し FACSにて解析したとこ
ろ 腫 瘍 は 腫 瘍 細 胞 (AX)、 血 液 細 胞
(macrophage)、Sca1陽性繊維芽細胞を含んで
いることが明らかとなった（図1）。 

図1：FACSを用いた腫瘍構成細胞の解明 
 
腫瘍細胞より分取した AX細胞の gene 
expression profileから AX細胞でほとんど
遺伝子発現の見られない液性因子として Igf, 
Fgf, Lif, Hgfがあげられた。定量 PCRにて
評価したところ Fgf, Lif, Igf1は非腫瘍分
画で高く（図2）、腫瘍細胞で低いことが明ら
かとなり、これらの因子に関して更なる解析
を行った。 

図2：腫瘍構成細胞における液性因子の発現 
 
これら全ての液性因子は骨肉腫細胞の増殖
を促進し、骨分化を抑制した（図3）。 

図3：液性因子の骨分化に与える効果 
 
興味深いことに Fgf2の骨分化抑制効果が最
も強く、Igf1の効果は弱かった。さらにこれ
らの因子の混合により抑制効果は増強した。
骨分化抑制に関し Fgf2を用いて機構をさら
に解析したところ骨分化に関わる分子の遺
伝子発現を抑制することが明らかとなった。
興味深いことにこの変化は可逆的であり、
Fgf2が除去されると再び骨分化マーカーの
発現は回復した（図４）。 
図４：Fgf2による骨分化マーカー発現の抑制 

 
次に、細胞内シグナル伝達経路を解析したと
ころ Fgf, Lif, Igf1はいずれも血清存在下
においてAX細胞内でErk1/2を活性化したが、
Fgf2の活性が最も強かった（図5）。 
図５：Fgf2はErk1/2を強力に活性化する 

 
一方、Aktを活性化させる効果は弱かった。
Erk1/2の活性化と骨分化抑制の関係をMek阻
害剤（PD98059, U0126）を用いて検証したと
ころFgf2, Lifによる骨分化抑制は解除され



 

 

た（図６）。骨分化マーカーの遺伝子発現レ
ベルも回復し、これらの因子による骨分化阻
害には Erk1/2の活性化が関わっていること
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６：骨分化抑制はMek阻害剤で解除される 
 
Fgf2, Lif, Igf1の骨肉腫進展に関わる役割
をさらに解明するため遊走能、浸潤能を
transwellを用いて解析したところ、いずれ
の因子も AX細胞の遊走能を亢進させ、混合
で作用は増強した。一方、浸潤能に対する効
果はほとんど見られなかった。薬剤耐性に関
する影響を検討したところ Fgf2はアドリア

マイシンの感受性を
低下させることが明
らかとなった（図7）。 
 
 
 

図７：Fgf2による抗癌剤感受性の修飾 
 
そこで、Fgfr阻害剤（PD173074）を用いて

in vivoにおける治
療効果を検証した
ところ、アドリア
マイシンとFgfr阻
害剤の混合投与は
有意に腫瘍の進展
を抑制した（図8）。 
 

図８：Fgfr阻害による抗癌剤感受性の亢進 
 
このことから、Fgfをはじめ骨肉腫微小環境
から産生される液性因子は骨肉腫進展を助
け治療の標的となり得る可能性が示唆され
た。 
最後に、ヒト骨肉腫においても FGF2は同
じ効果を示すかという問題に関し、骨肉腫細
胞株（U2OS、SAOS2、SJSA1）を用いて検証し
た。FGF2はこれらの細胞株全てにおいて細胞
増殖をわずかに促進した。さらに ERK1/2を
活性化させた。in vitroで骨分化を示した株
は SAOS2のみであったが FGF2添加により骨
分化は抑制された。さらに、SAOS2、U2OSに
おいては骨分化マーカーの遺伝子発現レベ
ルも抑制した。以上から、マウス由来 AX細
胞でみられた現象はヒト骨肉腫においても
見られうることが示唆された。 

図９：Fgf2など微小環境から産生される液性
因子の骨肉腫病態像形成・進展における役割 
 
以上の所見をモデル化したものが図9である。
Fgf2などの微小環境から産生される液性因
子は骨肉腫細胞の未分化性を維持しその局
在によって骨分化、非分化部を有する骨肉腫
の病理像が形成される。一方、増殖や遊走能
を亢進させ、腫瘍の進展に関わることに加え、
薬剤耐性にも関与する。 
また、Fgf2をはじめとした液性因子は混合で
作用が増強されることから、受容体や下流の
シグナル伝達経路を複合的に抑制すること
は骨肉腫の新規治療法になりうると考えら
れる。 
申請時の目的には、腫瘍細胞が環境から受
ける影響として液性因子を介するもの以外
に、接着を介した細胞間の直接作用、細胞外
マトリクスなど産生物質を介する効果の解
明を上げていた。しかし、液性因子の解明に
おいて予想以上に多くの種類の因子から分
化、増殖、遊走など多岐に渡る影響を腫瘍細
胞は受けることが明らかとなった。このため、
研究期間中には他の環境因子から受ける影
響の解明には及ぶことができず、現在急ぎ解
析を進めている。 
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