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研究成果の概要（和文）： 

がんの骨転移成立過程においては、転移がん細胞と骨微小環境との生物学的クロストークの重要

性が認識されている。本研究では、このクロストークの実体を分子レベルで理解することを目的

に、骨微小環境に定着した乳がん細胞に誘導される分子の同定と骨転移過程におけるその役割に

ついて検討した。その結果 158 個の遺伝子を骨微小環境とのクロストークによって発現が上昇す

る遺伝子として同定した。その中で、骨から放出された TGF-β によって発現が上昇する NEDD9

は乳がんの骨転移成立・進展に関与すること示唆された。本研究で用いた遺伝子プロファイリン

グにより骨-がん細胞のクロストークに関与する遺伝子の同定が可能となり、それらの遺伝子の

解析は骨転移の分子標的治療の開発に寄与すると期待される。 

研究成果の概要（英文）： 

Crosstalk between cancer cells and bone microenvironments is critical to the development 

and progression of bone metastases. To determine the molecular basis of bone metastasis, 

we attempted to uncover the molecules that are expressed in breast cancer cells under the 

influences of bone microenvironments. We have identified 154 genes by microarray analysis. 

We found that docking protein NEDD9 that is up-regulated by bone-derived TGF・・ is 

critical to the development of bone metastasis. Further determination of the function of 

genes identified by this study may lead to design new molecular therapeutic approaches 

for the treatment of bone metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 

抗癌療法の格段の進歩により、原発癌自体で

の癌患者が死亡することは稀となり、ほとん

どの場合他臓器への遠隔転移が死亡の最大の

原因となっている。したがって、現在および

今後の癌治療の最大の目標は臓器転移の制御

であるといっても過言ではない。乳癌、前立

腺癌をはじめとする固形癌の進行期において

は骨への転移が見られる。骨転移は直接生命

を脅かすことは少ないが、激しい痛みと運動

制限を伴うため、患者の QOL は著しく低下す

る。乳癌はすでに我が国の女性において発生

率が第１位となっており、骨転移の治療は今

後その重要性が増すと予測される。 
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骨は血流という観点からすると必ずしも転

移が好発する部位とは考えにくく、骨転移は

癌細胞と転移先臓器である骨微小環境との相

互作用（クロストーク）の上に成立する病変

と捉えることができる。実際、最近では骨吸

収抑制剤であるビスフォスフォネートが骨転

移治療に用いられ良好な治療効果を得ている

が、ビスフォスフォネートは抗腫瘍効果をほ

とんど有しない。したがって、骨転移の病態

メカニズムの解明と治療・創薬への応用には、

癌細胞と骨微小環境との生物学的相互作用を

分子レベルで理解する必要がある。 

 骨微小環境には骨芽細胞や破骨細胞に加え

て、血液細胞、骨髄ストローマ細胞、脂肪細

胞が存在しており、細胞接着因子を介した直

接的相互作用、または分泌タンパクを介した

間接的相互作用の存在が推察される（図参照）。

さらに、生理的条件下において骨は生体の中

でもっとも多様、かつ豊富に増殖因子を含む

組織であり、特に破骨細胞が骨を吸収するこ

とにより骨に放出される IGFや TGF-・の量は

他の組織と比べて抜きん出て多い。骨微小環

境下に存在する転移癌細胞は、このような骨

特異的な環境とのクロストークにより、骨選

択的転移能を獲得していると予測されるその

一つのモデルとして、TGF-・を介した転移癌

細胞と破骨細胞の悪性サイクルモデルが提唱

されている。しかし複雑な骨微小環境の生物

学的特性を考慮した場合、この悪性サイクル

のみが骨転移の進展に関与していると考える

のは不可能であり、他の経路を介したクロス

トークの存在が強く推察される。そして、そ

ういった骨微小環境を理解するには試験管内

の情報だけではなく、生体内において分子が

時間的・空間的にどのような機能動態を取っ

ているかを知る必要がある。 

２．研究の目的 
本研究においては生体内で転移癌細胞と

骨微小環境が形成するクロストークの詳細
を分子レベルで解明することを最大の目的
に、まず生体内の骨微小環境下における転移
癌細胞のみを FACS を用いて直接分離する実
験系の確立を行う。得られたサンプルを、In 
Vitro での細胞培養ステップを経ることなく
その遺伝子動態を解析し、癌細胞と骨の直接
的ならびに間接的相互作用の全貌を明らか
にする。そして、転移好発臓器の一つである
骨とはどのような環境であり、その環境を転
移癌細胞がどのように利用し、変化、適応す
るのか、一方変化した転移癌細胞は骨環境を
どのようにコントロールするのかを In Vivo

で解明する。 

３．研究の方法 

本研究はまず、①骨転移巣ならびに原発巣

から癌細胞を直接分離し細胞培養を経ずに

解析を行った。そして、②骨微小環境により

発現が変動する遺伝子を骨微小環境クロス

トーク遺伝子として同定し、骨転移における

その機能的役割を In Vitro、In Vivo の両面

から解析した。 

①骨転移巣ならびに原発巣からの癌細胞の直

接分離とその遺伝子プロファイリング 

 GFP ラベルした骨転移能を有するヒト乳癌

細胞株 MDA-MB-231 細胞をヌードマウス脛骨

髄腔内に接種し骨環境に癌細胞を定住させた

（脛骨接種群）。また、骨指向性 MDA-MB-231

細胞クローンを GFP ラベルした後、ヌードマ

ウス左心室に接種し骨転移巣を形成させた

（骨転移群）。コントロールとして GFP ラベ

ルした MDA-MB-231 細胞を乳腺接種した皮下

腫瘍を形成させた（皮下接種群）。皮下接種

群、脛骨接種群および骨転移群のそれぞれか

ら、GFP 陽性のがん細胞のみを BD 社製 FACS 

Aria を用いて分離し、通法に従って RNA を回

収しマイクロアレイ解析を行った。本研究で

は骨微小環境を保ったままの遺伝子発現を解

析するために、In Vitro での細胞培養を行わ

ない。 

骨微小環境で発現が上昇する遺伝子を絞り

込んだ後、骨転移過程におけるこれら遺伝子

の機能的役割について検討を行った。具体的

には、免疫染色法による発現の確認、レンチ

ウィルスによる過剰発現または shRNA による

遺伝子ノックダウンが骨転移に及ぼす影響、

また癌細胞特性への影響などについて検討し

た。本研究では、可能な限り In Vivo での解

析を行うために、骨転移の定量的評価はルシ

フェラーゼ遺伝子を用いた in vivo 発光イメ

ージングにより行った。 

４．研究成果 

遺伝子プロファイリングを行った結果皮下

接種群と比較して発現量が 2 倍以上に上昇し

た遺伝子が脛骨接種群で 381 個、骨転移群で

1540 個同定され、両群に重複する 158 個の遺

伝子を骨微小環境クロストーク遺伝子として

同定された。（図参照） 



158 遺伝子の中にはすでに骨転移への関与

が報告されている PTHrP、COX-2 および SMAD7

が含まれており、我々のクローニングシステ

ムが有効であることを意味する。 

 遺伝子プロファイリングにより同定され
た遺伝子群を発現上昇率の高さおよび機能
別分類から、①細胞接着因子としてプロトカ
ドヘ リン・10(PCDHB10) およ び Integrin 
・5(ITB5)、②分泌タンパクとして EGF ファ
ミリーに属する Epiregulin(EREG)、③転写因
子として DEC1 および核内受容体 NR4A3、④細
胞遊走に関与する因子として NEDD9を絞り込
んだ。 

免疫染色により骨転移巣において NEDD9 の強

い発現が認められたが、乳腺部の腫瘍には

NEDD9 の発現は見られなかった。shRNA による

NEDD9 のノックダウンは骨転移を有意に減少

させる一方で、NEDD9 の過剰発現は骨転移巣

における破骨細胞数を増加させ骨転移を促進

した。NEDD9 は TGFにより著明な発現誘導が

見られ、またその過剰発現は乳がん細胞の細

胞遊走能を亢進したことから、NEDD9 はがん

細 胞 の 上 皮 間 葉 転 換

(EMT:Epitherial-Mesenchymal Transition)

に関与していると推察された。ヒト乳がん細

胞 MCF-7 に NEDD9 を過剰発現させたところ、

MCF-7 細胞の上皮細胞形態は間葉系細胞形態

へ と 変 化 し 、 ま た 上 皮 系 マ ー カ ー の

E-Cadherin の発現も抑制された。さらに興味

深いことに、最も強力なビスホスネートであ

るゾレドロン酸投与は、骨内で増殖する

MDA-MB-231乳がん細胞での NEDD9 発現を減少

させた。以上の結果より骨微小環境下におい

て TGFにより発現誘導される NEDD9は乳がん

細胞の EMT を促進することにより乳がん細胞

の転移能を高めることが示唆された。 

本研究は骨微小環境と転移癌細胞の相互作

用をより生体に近い状態で解析することが可

能となり、新たな治療法の開発においても臨

床に近い有用な基礎的知見となることが期待

される。 
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