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《研究の概要》 

 

癌の骨転移の研究は、乳癌、前立腺癌、及び肺癌など、高頻度に骨転移を来たす癌患者

の QOL の維持にとり重要であり、また基礎的にも、臓器特異的転移における細胞間相互作

用等の機構を解明する上で breakthrough をもたらす可能性がある。我々は骨転移におい

て、癌細胞・骨組織（骨基質、骨細胞系）・血管内皮系の相互作用による骨破壊の亢進およ

び骨形成の抑制の機序の解明、さらに臨床においてこれらを反映する骨代謝マーカーの利

用による担癌患者における骨転移の早期検出および骨転移患者の治療経過の評価、等の研

究をおこなった。1）癌細胞による破骨細胞形成誘導機序の解明とその抑制法の開発（竹

内）：マウス骨髄細胞と癌細胞の共存培養系において、癌細胞が骨髄細胞に直接接着するこ

とによって Receptor activator of NF k B ligand（ RANKL）の発現が誘導され

prostaglandins がこれに関与していること、同時に osteoprotegerin（OPG）分泌が抑制さ

れること、接着分子である VCAM-1 が RANKL とは異なる機序で癌細胞による破骨細胞形成

に関与していることを明かにした。また、in vitro で破骨細胞形成を抑制する物質として

知られているビタミン K2 が RANKL 発現を抑制することを明かにした。さらにマウス血管

内皮細胞より破骨細胞形成を抑制する液性因子が分泌され、その物質が TGF-β、IFN-γ、

IL-4、IL-18、endothelin とは異なることが明かとなった。2）骨転移の臨床的評価と治療

（小泉）：乳癌術後経過のデータベース解析により、乳癌骨転移の頻度は、腫瘍の大きさ、

リンパ節腫大に関連することが明らかになり、臨床病期により骨シンチ等の follow-up を

行うべき患者群と行わなくても良い患者群の選別が可能となった。骨代謝マーカーについ

ては、乳癌、前立腺癌、肺癌患者の骨転移診断の補助としての使用の有用性が証明されつ

つあり、特に骨転移に対する治療の経過観察においては骨代謝マーカーの有用性が明確に

なった。また、骨転移における骨吸収マーカー間（ICTP と DPD、TRAP 5b、NTx）あるいは

骨形成マーカー間（PINP、Bone Al-p と osteocalcin）の乖離が明らかになり、骨転移と骨

粗鬆症とで骨吸収において異なる酵素の関与が考えられること、骨転移による骨形成にお

いてはマトリックス形成とミネラリゼーションの間にギャップのあることが示された。3）

Bone morphogenetic protein（BMP）と乳癌骨転移との関係（高橋）：乳癌の骨転移と最も

強力な骨形成因子である BMP との関連について検討し、ほぼ全ての乳癌組織において複数

の BMPs の発現および BMP receptors の発現が認められ、乳癌原発巣の BMP-6 発現と骨転

移頻度との間に正の相関が認められた。さらに乳癌細胞株にたいする BMP-2 の影響を検討

し、estrogen receptor（ER）陽性株においてのみ増殖抑制効果が認められた。 

以上の研究により、骨転移の機序について新たな知見（癌細胞・骨髄細胞の接着による

RANKL 発現と骨吸収の促進、内皮細胞の関与、BMP の関与、正常な骨吸収・骨形成と異なる

酵素の関与等）が得られるとともに、骨転移の治療について新たな可能性（OPG、ビタミン

K、BMP、骨代謝マーカーの有用性等）が示唆された。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

乳癌、前立腺癌、及び肺癌は、高頻度で骨に転移を来たす。これらの癌は、転移し易い

という一般的な性質の他に、特に骨に転移を来すための特性を備えているはずである。本

研究計画は、次の 3 点の解明を目的とする。 

1）骨の転移巣にあっては、癌細胞・骨組織（骨基質、骨細胞系）・血管内皮系及び免疫系

細胞の相互作用のもとに、骨破壊の亢進および骨形成の抑制が起こる。これは最終的には、

破骨細胞の形成および機能の賦活、それに骨芽細胞の分化および機能の抑制によるものと

思われる。そこで、この間の機構、特に癌細胞を中心とするcell-cell interaction、humoral 

factor 等の関与の実態を明らかにする。 

2）骨転移にあっては、骨転移に特徴的な破骨細胞機能の賦活、骨芽細胞機能の抑制が見ら

れる。これらを反映する骨代謝マーカーを絞り出し、次いで、これら骨代謝マーカーの利

用が、担癌患者における骨転移の早期検出および骨転移患者の治療経過の評価に利用でき

ることを示す。 

3）骨転移においては、骨破壊の亢進と骨修復の低下が病態の中心となっている。これらの

過程を特異的に阻害する薬物の開発が、骨転移の予防および治療につながることを示す。 

意義 

1）臨床上の必要性 

骨転移は、疼痛・神経麻痺さらには骨折を来たし、癌患者の QOL を著しく低下させる。

一方で、乳癌を例にとると、例えば肝に転移した場合の平均生存期間が数力月であるのに

対し、骨転移の場合は 2 年弱である。すなわち、骨転移の病態が比較的長く持続するわけ

である。従って、骨転移の早期発見、適切なる治療法の開発および治療効果の正確なモニ

ター法の確立は、骨転移を来たし易い癌患者の管理にとって極めて重要である。 

2）基礎医学としての必要性 

癌の転移には、転移の場所に関係なく、転移という現象に共通の過程と、その転移が特

にある特定の臓器に起こるための過程とに分けて考えることができる。後者については、

seed and soil concept として、その存在が古くから知られているが、実態はなお明らか

でなかった。骨に特に転移をしやすい癌があり、一方、骨は硬組織として特徴的な細胞系

および細胞間質を有している。また、近年、骨をめぐる多くの細胞生物学的知見が得られ

た。そこで、癌転移の soil としての骨の関与が具体的な研究の対象となり、この問題の

breakthrough に繋がるものと期待される。またこのことから、他の臓器における seed and 

soil concept の理解へと発展する可能性がある。 
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Ⅱ 研究計画および材料と方法 

1．癌細胞による破骨細胞形成誘導・骨芽細胞抑制機序 

1）癌細胞による破骨細胞形成誘導機序：Cell-cell interaction を介する癌細胞による破

骨細胞形成誘導の機序を明らかにするため、破骨細胞形成を直接指示する骨髄間質細胞と

癌細胞の表面に発現する細胞接着分子の関与を in vitro の細胞培養系で検討する。マウ

ス長管骨由来の骨髄細胞を骨転移能をもつ種々の癌細胞と共存培養し、形成される酒石酸

抵抗性多核細胞の数で破骨細胞形成能を評価する。この系にそれぞれの細胞接着分子の機

能を阻害する特異的抗体を添加することにより、各接着分子の関与を検討する。Cell-cell 

interaction を介する癌細胞による破骨細胞形成誘導には、最近クローニングされた骨髄

間質細胞に発現する Receptor activator of NF k B ligand（RANKL）が重要な役割を果た

す可能性がある。そこで、癌細胞の接着により骨髄間質細胞での RANKL 発現が誘導・促進

される可能性を、northern blot 法や western blot 法を用いて検討するとともに、RANKL

発現を抑制しうる薬剤を検索する。また osteoprotegerin（OPG）は、骨転移における骨融

解の主役である破骨細胞活性を抑制することが知られている。この OPG の骨転移における

役割を解明することにより骨転移の治療薬としての OPG の可能性を検討する。 

2）癌細胞による破骨細胞形成における血管内皮細胞の役割：破骨細胞の形成は血管の侵入

に伴って起こる。また、転移において標的臓器に到達した癌細胞が最初に接するのは血管

内皮細胞である。そこで、マウス骨髄および骨皮質から樹立された血管内皮細胞株を用い、

血管内皮細胞と癌細胞との cell-cell interaction が破骨細胞形成に及ぼす影響を、細胞

培養系を用いて検討する。 

2．骨転移の臨床的評価と治療   （小泉） 

1）骨転移の頻度の高い乳癌、前立腺癌、肺癌患者において種々の骨吸収および骨形成の骨

代謝マーカーを測定する。骨転移の有無、骨転移のタイプ（骨硬化型、骨溶解型、混合型）、

骨転移の程度で分類し、骨代謝マーカーの動きを検討する。また、各々のマーカーのもつ

特性と生物学的意義を勘案し、骨転移巣での骨代謝異常の実態を明らかにする。 

2）骨転移を有する患者での治療経過中に骨代謝マーカーを測定し、治療の効果と骨代謝

マーカーと動きとを対比検討する。 

3）乳癌患者で骨転移の高リスク患者群で骨代謝マーカーを定期的に測定することにより

骨代謝マーカーでの骨転移の早期検出の可能性を検討する。 

3．Bone morphogenetic protein（BMP）と乳癌骨転移との関係   （高橋） 

乳癌の造骨性転移と最も強力な骨形成因子である BMP との関連について検討するととも

に、乳癌細胞に対する BMP の効果を増殖、分化、形態、遺伝子発現レベルについて詳細に

検討する。 

1）乳癌手術材料における BMP の発現：乳癌組織における BMPs 及び BMP-receptor の発現

を RT-PCR を用いて多数例で検討し、臨床的な骨転移および微小石灰化との相関を検討す

る。また、骨転移患者の手術または剖検サンプルを用い免疫組織染色により、骨転移巣に

おける BMP、BMP-receptor の発現とその腫瘍細胞、破骨細胞との関係を明らかにする。 

2）乳癌細胞株に対する BMP の影響：乳癌細胞株に対する BMP の効果を詳細に検討する。ま

ず BMP-2 による増殖抑制の有無を TGF-β、Activin と比較して検討し、また BMP による分
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化、形態変化等につき検討する。さらに PTHrP、TGF-β receptor 等、骨転移に影響を及ぼ

すことが知られている遺伝子発現レベルについて検討する。 

3）in vivo 骨転移モデルでの BMP と骨転移形成能との関係：マウス左心室に乳癌細胞株を

注入する骨転移モデルを用い、BMP 発現レベルの違いによる骨転移能の差、BMP 発現抑制に

よる骨転移抑制の有無を検討する。 

4）ヒト乳癌による risk factor としての意義：乳癌における BMPs の発現が再発率、骨転

移の発生率に影響を与える risk factor となりうるかを検討する。 

 

Ⅲ 研究成果 

1．癌細胞による破骨細胞形成誘導機序の解明とその抑制法の開発（竹内） 

1）癌細胞と骨髄細胞の共存が、RANKL の発現および OPG の分泌におよぼす影響と、接着分

子の関与について明らかにすることを目的に、まずマウスより骨髄細胞を採取し、マウス

B16 黒色腫細胞と Balb/c-MC 乳癌細胞を骨髄細胞と 7 日間共存培養して破骨細胞の形成数

を測定した。同様に癌細胞を transwell 上にまいて共存させた場合の破骨細胞形成を検討

した。B16 および Balb/c と骨髄細胞との共存により破骨細胞形成が直接接着依存性に誘導

された。この時、骨髄細胞または癌細胞単独ではほとんど RANKL mRNA の発現は認められな

いのに対し、共存培養により RANKL の発現が著しく誘導され、また培養液中の OPG のレベ

ルは有意に低下した。以上の結果から、癌の骨転移による骨病変の発生、進展に RANKL-OPG

が密接に関与する可能性があると考えられた。 

続いて、この過程にかかわる局所因子を明らかにするために、プロスタグランジン合成

阻害薬や NO 合成阻害薬、あるいは VCAM-1 抗体が破骨細胞形成や RANKL 発現に及ぼす効果

を検討した。プロスタグランジン（PGs）合成阻害薬処理により癌細胞による破骨細胞形成

の誘導及び RANKL 発現が阻害され、NO 合成阻害薬では同様の阻害は認められなかった。ま

た、抗 VCAM-1 抗体により破骨細胞形成は抑制されるが RANKL の発現および OPG 濃度は有

意な変化を示さなかった。さらに、抗 VCAM-1 抗体下での破骨細胞形成は可溶性 RANKL にて

回復しなかった。以上より、癌細胞による RANKL 発現の誘導は PGs により媒介され、NO は

この過程に関与しないこと、VCAM-1 は RANKL とは異なる機序で癌細胞による破骨細胞形成

に関与している可能性が示された。 

続いて、骨髄細胞における RANKL の発現を制御する薬物の探索を行った。骨髄細胞とし

てはマウス長管骨より採取した初代培養細胞およびマウス骨髄間質細胞株 ST2 を用い、

RANKL mRNA の発現を抑制する物質を検討した。ビタミン K2（VK）は破骨細胞形成を抑制す

ることが今までに報告されているがその機序は不明であった。VK が骨髄間質細胞に直接作

用し、その RANKL 発現を抑制することを明らかになった。VK には有害な作用がないことか

ら、その関連薬剤が癌による骨病変に対する併用療法のひとつとなる可能性が明かとなっ

た。 

2）癌転移巣の周辺には血管新生が認められる。これまでの研究から血管内皮細胞が破骨細

胞形成を抑制する因子を分泌する可能性が明らかにされている。そこで、マウス血管内皮

細胞を用い、内皮細胞より分泌される破骨細胞形成を抑制する液性因子の同定を試みた。

血管内皮細胞の培養上清に破骨細胞形成抑制作用の知られている各種生理活性物質に対す

る中和抗体を添加した後に、その培養上清を 1-10％の濃度でマウス骨髄細胞培養系に添加
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し、破骨細胞形成に対する影響を検討した。マウス血管内皮細胞から分泌される破骨細胞

形成抑制因子は TGF-β、IFN-γ、IL-4、IL-18、endothelin とは異なることが明かとなっ

た。 

2．骨転移の臨床的評価と治療   （小泉） 

1）新規骨吸収マーカーである酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ（TRAP）5b および血清 NTx

の測定を癌患者で行い、既存のマーカーと比較し、骨転移での有用性を検討した。骨吸収

マーカーの中で、ICTP は閉経で上昇せず骨転移で上昇し、他の骨吸収マーカー（DPD、TRAP 

5b、NTx）は閉経および骨転移で上昇した。 

2）骨転移の治療効果判定は主に画像診断法により行われているが、判定は困難なことが多

い。乳癌骨転移患者に於いて、化学療法を行った患者の治療前および治療開始後経時的に

骨吸収マーカーおよび腫瘍マーカーの測定を行い、治療効果判定に有用なマーカーの同定

をおこなった。乳癌骨転移の治療効果判定において、増悪例は骨吸収マーカーの上昇によ

り明らかに分離する事が可能で、治療法の早期変更の重要な参考データとなることが示さ

れた。 

3）骨形成マーカーである PINP、Bone Al-p、osteocalcin を新鮮例、増悪例、改善例、完

全寛解例の様々な状態の前立腺癌骨転移患者で測定し、増悪例では PINP、Bone Al-p は著

明に上昇するも osteocalcin は上昇せず、骨形成マーカーの乖離が認められたが、著明改

善例の早期には総てのマーカーが軽度上昇し、正常・悪性の造骨過程の差異が示唆された。

これを利用し治療効果をしることが可能と考えられた。また、前立腺癌での発現や、骨転

移動物モデルでの造骨性骨転移との関連が報告されているエンドセリン 1（ET-1）につい

て、骨転移の患者の血漿中の濃度を測定した。ET-1 は検討した範囲では造骨性骨転移との

関連は認められなかった。 

4）乳癌骨転移の統計的解析の研究を開始し、乳癌患者初診時の骨転移の頻度と病期、腫瘍

の大きさ、リンパ節、病理組織との関連を明らかにした。このデータベースを基に乳癌骨

転移高リスク群のプロスペクテイブ研究を開始した。 

5）骨転移の治療法であるストロンチウム療法の排水基準の妥当性について検討し、アイソ

トープ施設の排水基準は現行では 1/100 が混入するとされるが、1/1000 が妥当と考えられ

た。 

3．Bone morphogenetic protein（BMP）と乳癌骨転移との関係   （高橋） 

1）乳癌組織における BMPs 及び BMP-receptor mRNA の発現を RT-PCR を用いて多数例で検

討し、臨床的な骨転移および微小石灰化との相関を検討した。ほぼ全ての乳癌組織におい

て RT-PCR による検討で複数の BMPs の発現および BMP receptors の発現が認められた。臨

床的な骨転移との相関の検討では、乳癌原発巣の BMP-6 発現と骨転移頻度との間に正の相

関が認められた。石灰化との相関は認められなかった。 

2）乳癌細胞株 6 株について、BMP-2 による増殖制御の有無を TGF-β、Activin と比較して

検討し、骨転移に影響を及ぼす遺伝子の発現レベルに対する検討を開始した。BMP-receptor

は全ての乳癌細胞株に発現しているが、BMP-2 は estrogen receptor（ER）陽性株において

のみ増殖抑制効果が認められた。BMP-2 の乳癌細胞株における PTHrP 発現への影響は明か

ではなかった。 

3）マウス左心室に乳癌細胞株を注入する、あるいはマウス乳房に乳癌細胞株を注入する骨
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転移モデルを確立し、BMP または BMP receptor 発現レベルの違いによる骨転移能の差、BMP

発現抑制による骨転移抑制の有無の検討を開始した。 

 

Ⅳ 考察 

1．癌細胞による破骨細胞形成誘導機序の解明とその抑制法の開発   （竹内） 

1）癌細胞により破骨細胞形成が誘導されることが骨転移病巣形成にとって必須の過程で

あるが、破骨細胞の形成には、骨髄間質細胞における RANKL の発現が重要であることが示

唆されている。本研究では、PTHrP などの骨吸収促進に作用する生理活性物質を癌細胞が

分泌する場合のみならず、癌細胞が骨髄細胞に直接接着することによっても RANKL の発現

が誘導されることを明かとした。従って、その発現誘導の機序は多様であっても、RANKL が

骨転移病巣形成の鍵となる分子であり、その作用を阻害することにより、骨転移の成立や

骨破壊を阻害できる可能性が明かとなった。本年になり RANKL の decoy 受容体である OPG

が実験的骨転移を抑制することが報告されており、我々の仮説を裏付けるものである。 

骨髄間質細胞における RANKL の発現を抑制する因子にはエストロゲンなどが知られてい

る。本研究では、in vitro で破骨細胞形成を抑制する物質として知られているビタミン K2

が RANKL 発現を抑制することを明かにした。ビタミン K2 の作用における構造・活性相関の

検討を進めることにより、経口投与可能で毒性の少ない破骨細胞形成抑制薬の開発が可能

となることが期待される。 

2）癌転移巣の周辺には血管新生が認められる。本研究では、マウスの血管内皮細胞から破

骨細胞形成抑制因子が分泌されていることを見出し、血管内皮細胞が骨転移治療の新たな

ターゲットとなる可能性を明かにした。 

2．骨転移の臨床的評価と治療   （小泉） 

1）骨転移の臨床例において、乳癌骨転移の頻度を明らかにした。乳癌骨転移の頻度は、腫

瘍の大きさ、リンパ節腫大に関連することが明らかになった。臨床病期により画像診断法

を行うべき患者群と行わなくても良い患者群の選別が可能となった。 

2）乳癌、前立腺癌、肺癌患者の骨転移診断の補助として骨代謝マーカーの使用の有用性が

証明されつつあると考えられる。特に、骨転移に対する治療の経過観察においては骨代謝

マーカーの有用性が証明されてきたと考える。スクリーニング検査としては現在データを

集積しつつある。 

3）癌の骨転移における骨代謝異常は、骨粗鬆症などの過程と異なる機序で行われることが

判明してきた。すなわち、骨吸収においては、骨転移の骨吸収では異なる酵素の関与が考

えられる。骨形成においても、骨転移による骨造成はマトリックス形成とミネラリゼーショ

ンの間にギャップのあることが示された。今後の骨転移巣における骨代謝異常の解明に寄

与すると考えられる。 

3．Bone morphogenetic protein（BMP）と乳癌骨転移との関係   （高橋） 

1）前立腺癌、乳癌などにみとめられる造骨性転移の機序については未だ明らかになってい

ない。最近乳癌の造骨性転移のモデルが開発されつつあり、endothelin や PDGF-B などが

原因物質として提唱されているが、実際の臨床での骨転移との関係は明かでない。我々の

研究で初めて乳癌における BMP の発現と骨転移との相関を認め、状況証拠ではあるが実際

の骨転移との関係を示唆するデータを明らかにした。さらに骨転移モデルにおける検討を
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施行中である。 

2）一方乳癌細胞に対する直接作用では、BMP は ER 陽性乳癌細胞の増殖を抑制することが

明らかになった。同様の増殖抑制は前立腺癌、多発性骨髄腫細胞でも認められており、骨

特異的な治療の一つとして BMP の直接投与、あるいは骨における BMP 産生を刺激する薬物

による治療の開発が期待される。 
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