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研究成果の概要（和文）：乳がん、前立腺がん、肺がんなどは高率に骨に転移し、患者の転帰を悪化させる。骨
は骨転移ニッチと呼ばれる肥沃な環境の構築により、骨内でのがんの増大を左右する。本研究では骨転移ニッチ
に応答して乳がん細胞が発現を上昇させる遺伝子が骨転移の進展に寄与すること、また骨転移に高頻度に合併
し、患者および医師に多大の苦痛と困難を与える骨痛に関して、骨転移ニッチの構成要素の一つである骨細胞が
知覚神経を介して骨痛を制御すること、さらにがん細胞周囲の酸性環境が骨痛誘発に関与することを見出した。
これらの知見はがん患者の管理を円滑に進め、QOLの維持向上をめざす上で重要な指針となる。

研究成果の概要（英文）：Breast, prostate and lung cancer frequently metastasized to bone, leading to
 poor outcome of these cancer patients. Bone provides a fertile microenvironment, designated as bone
 metastatic niche, for cancer cells arrested in bone and modulate aggressiveness of these cancer 
cells. In the current study, we showed that a transcription factor that is up-regulated in breast 
cancer cells under the influences of bone metastatic niche promotes bone metastasis via increasing 
bone destruction. 
Majority of cancer patients with bone metastases demonstrate intractable bone pain at advanced or 
terminal stages. We found that osteocytes, which are one of the components of bone metastatic niche,
 modulate bone pain via establishing the interactions with sensory nerves innervating bone. Further,
 we also showed that an acidic microenvironment created by cancer cells plays a critical role in the
 induction of bone pain. These results will lead to better management and improved QOL in cancer 
patients.

研究分野：口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
近年，がんの悪性化や転移には，がん細胞
自体の特性だけでなく，がん細胞とそれを取
り巻く微小環境との相互関係が重要であると
する，がんを組織として大局的に捉える概念
が認識されている。腫瘍組織にはがん細胞に
加えて，ストローマ細胞，炎症免疫細胞など
様々な細胞が存在し，これらの細胞ががん細
胞の生存や増殖のニッチとして機能し，がん
細胞の特性をコントロールする。また微小環
境はがんの治療効果にも大きく影響しており，
がん細胞自体には強く作用する抗がん剤が，
がん細胞が生息し易い環境下においては無効
になることも明らかにされている。がん細胞
と微小環境の相互作用は転移において特に重
要視されており，遠隔転移臓器での生存・増
殖は，がん細胞の微小環境への適応と相互作
用により確立されるといえる。                                                                                                             
わが国において激増中の肺がん、乳がんお
よび前立腺がんは高頻度に骨転移を示す。骨
転移は激しい痛みと運動制限を伴い、患者の
QOLを大幅に低下させ、死期を早めるため、
効果的な治療法の開発が強く望まれている。 
 骨は血流が弱小であり、骨転移の成立には
がん細胞と骨微小環境との生物学的相互作用
（クロストーク）が特に重要と考えられ、
Pagetが提唱した“Seed and Soil説”の概念に
合致する。骨はユニークな組織であり，骨芽
細胞，破骨細胞、骨細胞および骨髄ストロー
マ細胞などの様々な細胞が，転移がん細胞と
直接的または間接的に相互作用し合うと推察
される。また骨は生体の中でもっとも多種，
かつ豊富に増殖因子を含む組織であり、がん
細胞の生存、増殖に好都合である。骨微小環
境と相互作用することにより，がん細胞は骨
破壊の促進，浸潤能の増加，上皮-間葉転換
(EMT)の進行および血管新生といったがん細
胞の特性を獲得すると予想される。一方研究
代表者らは骨転移の合併症状で最も問題視さ
れている骨痛誘発においても骨転移巣の酸性
環境が関与することを見出している。したが
って，骨転移メカニズムの解明と治療法の開
発には，骨微小環境下においてがん細胞がど
のような特性変化を獲得するのか，またその
変化が骨微小環境のダイナミズムにどのよう
に影響し骨転移を成立、進展させるのかを多
角的なアプローチで明らかにする必要がある。 
２．研究の目的 
本研究は，従来行われてきたがん細胞自身
の細胞特性にのみ焦点をおいた単一的なアプ
ローチではなく，骨転移を骨微小環境とがん
細胞の相互作用により形成される双方向性の
生物学的事象と捉え，包括的なアプローチで
骨転移メカニズムの解明を目指す。 
さらに、骨転移に高頻度に合併し、がん患
者の QOL と生命予後を著しく悪化させる骨

痛に着目し、骨転移がん細胞が骨痛を誘発す
るメカニズムの解明を目指す。 
３．研究の方法 
研究代表者は平成 23-24 年度の挑戦的萌芽
研「がん細胞が発現する骨微小環境クロスト
ーク遺伝子の同定」において骨微小環境クロ
ーニング遺伝子の同定に成功している。本研
究ではクローニングされた遺伝子の役割につ
いて検討を行った。 
 がんの骨転移による骨痛のメカニズムを解
明するために、ヒト多発性骨髄腫モデルを用
いて、骨細胞や酸性環境などの骨微小環境が、
痛覚神経細胞の興奮による骨痛発生において
どのような役割を演じているかについて検討
を行った。 
４．研究成果 
①骨微小環境クロストーク遺伝子に関する研
究 
 MDA-MB-231細胞をマウス心腔内に注射し
骨転移モデルを用いて、骨微小環境において
発現が増加する遺伝子を1524遺伝子クロー
ニングした。これら遺伝子の中から転写因子
FOXC1に着目しその役割の検討を行った。そ
の結果、FOXC1は破骨細胞の活性化による骨
吸収促進に関与するPTHrPの発現を顕著に増
加させた。また、FOXC1を過剰発現させた乳
がん細胞は癌幹細胞様の特徴を示すことが明
らかとなった。FOXC1以外にも細胞増殖を促
進するNR4A3やKLF10、細胞遊走に関するケ
モカインCXCL2の発現も、骨微小環境によっ
て増加することを見出した。以上の結果より
骨微小環境は乳がん細胞の細胞増殖を亢進さ
せるのみならず、骨破壊を促進することによ
り骨転移の成立に関与することが明らかとな
った。 
②骨転移がん細胞による骨痛のメカニズム解
明 
（１）骨細胞の役割の解明 
骨細胞は骨に存在する細胞の95％を占める。
骨細胞が形態的に神経細胞に類似し、神経と
同様のネットワークを形成すること、また骨
細胞が多数存在する皮質骨に痛覚神経が分布
することに着目し、骨細胞が痛覚神経の興奮、
そして骨痛の誘発過程において果たす役割に
ついて検討した。共焦点レーザー顕微鏡によ
る観察から、骨において痛覚神経と骨細胞と
が密接に連絡し合い、骨細胞と痛覚神経細胞
との共培養により両者の間に機能的連携が存
在することが確認された。痛覚神経細胞興奮
の指標である細胞内イオン化カルシウム流入
は酸刺激により上昇し、骨細胞との共培養で
カルシウム流入は増強されたが、コネキシン
43の活性阻害、あるいは遺伝子発現抑制によ
り増強効果は消失した。ヒト多発性骨髄腫に
よる骨痛モデルにおいて、コネキシン43阻害
剤は骨痛を有意に抑制した。 



骨細胞は隣在する痛覚神経と細胞間コミュ
ニケーションを確立することにより神経細胞
の興奮を増強し、骨痛を増悪することが示唆
された。骨細胞と痛覚神経との細胞間コミュ
ニケーションはがん患者の骨痛を管理する上
で重要な治療ターゲットになると期待される。 
（２）酸性環境の役割の解明 
がん細胞は嫌気的解糖系が活性化しており、
その代謝産物である乳酸が恒常的に分泌され
ていることから、腫瘍は酸性環境を作り出す
ことが知られている。そこで転移がん細胞が
作り出す酸性環境と、骨内の知覚神経との相
互作用が骨転移に関与するとの仮説を立てそ
のメカニズムの解明を行った。マウス乳がん
細胞4T1細胞を脛骨骨髄内に注入すると溶骨
性の腫瘍増大が見られるとともに、骨内の腫
瘍辺縁にカルシトニン遺伝子関連ペプチド陽
性痛覚神経の増成が見られた。ラット後根神
経節（ＤＲＧ）から採取した初代培養知覚神
経細胞を用いた解析により、腫瘍存在下にお
いてHGF(hepatocyte growth factor)の発現が
増加することを見出した。さらに乳がん細胞
においてHGF受容体c-Metをノックダウンす
ると、骨内での腫瘍増大が抑制された。 
骨転移に合併する骨痛のメカニズムをさら
に明らかにするために、骨転移がん細胞の影
響によって知覚神経細胞で発現が上昇する遺
伝子の検索を行った。骨転移能を有するヒト
多発性骨髄腫細胞株JJN3をマウスに接種し
た後、知覚神経細胞体である後根神経節(ＤＲ
Ｇ)からRNAを採取し、偽手術を施したマウス
をコントロールとしてマイクロアレイ解析を
行った。その結果、骨転移を有するマウスの
ＤＲＧにおいて発現が上昇した遺伝子を複数
クローニングした。 
以上の結果より、骨転移がん細胞は酸性環境
の構築や液性因子を介して、骨に存在する知
覚神経細胞において、HGFのような増殖因子
の産生を高め、傍分泌的に腫瘍をさらに増大
させ、同時に骨痛の発現にも関与しているこ
とが示唆された。 
（３）多発性骨髄腫(Multiple Myeloma、以下
MM)動物モデルを用いた解析 

MM は骨髄に原発し、ほぼ骨髄でのみ増大
する血液がんである。MM の特徴として骨髄
での増大に伴い骨を破壊し、同時に耐え難い
骨痛を誘発する。このような骨病変を合併す
ることが他の血液がんと比べて MMの治癒を
きわめて困難とし、MM 患者の死亡率を高め
る大きな要因となっている。したがって MM
の骨病変の制御は MM患者の管理を向上させ
る上で重要なゴールの一つであり、乳がん、
肺がん、あるいは前立腺がんなどの固形がん
の骨転移治療にも応用し得ると考えられる。 
ヒト MM細胞株 JJN3 を免疫不全マウスの
脛骨骨髄内に接種すると、接種 7 日目ごろよ

り JJN3 細胞は旺盛に増殖し、激しい骨破壊
とマウスに骨痛を誘発した。JJN3細胞は細胞
膜上に液胞性プロトンポンプを強く発現し、
プロトンを細胞外に放出することにより骨内
環境を酸性化した。プロトンポンプ阻害剤、
バフィロマイシン A1、あるいは shRNAを用
いた JJN3 細胞の液胞性プロトンポンプのノ
ックダウにより JJN3 細胞からのプロトン放
出を低下させ骨内環境の酸性化を阻害し、
JJN3 の骨内での増大および骨破壊は減少し
た。これらの結果から、がん細胞の細胞外環
境の酸性化の抑制によりがん細胞の骨内での
増殖が阻害されることが明らかとなり、プロ
トンポンプ阻害剤が抗腫瘍効果を有すること
が示された。 
プロトンは発痛因子としても知られており、

JJN3担がんマウスに見られる骨痛は JJN3細
胞から放出されるプロトンが誘因の一つと推
察される。この考えに一致して、バフィロマ
シン A1 により JJN3 細胞からのプロトン放
出を阻害すると担がんマウスの骨痛は著明に
緩和された。また知覚神経に発現する酸感受
性受容体 ASIC3(Acid-sensing ion channel 3) 
が JJN3 細胞が放出するプロトンにより活性
化され、ASIC3の選択的阻害剤 APETx2投与
により担がんマウスの骨痛が緩和することが
示された。これらの結果より、がん細胞が造
り上げる酸生環境によりASIC3を介して知覚
神経が興奮し、骨痛が誘発されることが示唆
された。 
破骨細胞もプロトンを産出することにより
骨を破壊する。その特異的阻害剤、ビスホス
ホネートはがん患者の骨痛をがんの初期にお
いては抑制するが、がんが進展するとその鎮
痛効果は減弱する。JJN3モデルにおいてもそ
の進展に伴いビスホスホネートの鎮痛効果は
消失したが、バフィロマイシン A1 と併用す
ることにより MMが進展した場合でもより強
い持続的な骨痛抑制効果が得られた。したが
ってがんの骨痛の抑制には破骨細胞と MM 
細胞の液胞性プロトンポンプの阻害が効果的
であることが示唆された。 
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