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I. 要旨 

 

論文題目    腫瘍中に存在する間葉系前駆細胞のがん進展に及ぼす機能解明 

 

氏名    須田義上 

 

［序論］ 

 線維芽細胞は、組織間質を構成している生体内に広範に存在する細胞である。線維芽細胞は、

紡錘状の形態を共通の特徴とする一方で、その性質および機能が同一組織内においても不均一で

ある事が知られている。線維芽細胞の一種である間葉系幹細胞(MSCs)は、骨芽細胞、脂肪細胞、

軟骨細胞、などへの多分化能を示す。また、MSCsの分化が進行した間葉系前駆細胞（MPCs）は、

一つの細胞系列にのみ分化可能である。MSCsは、骨髄間質をはじめとした様々な組織に含有さ

れている為、組織を構成する線維芽細胞は、MSCs、MPCs、分化能を持たない線維芽細胞が混在

している事になる。MSCs/MPCsは、特異的な表面抗原マーカーが同定されていない為、細胞集

団が示した分化能がどちらに由来しているかは、判断できない。よって、それらの存在の同定に

は、単細胞単位で分化能を解析する必要がある。 

腫瘍間質において、線維芽細胞は主要な成分であり、がん関連線維芽細胞（CAFs）と呼ばれ

ている。CAFsは、腫瘍の形成や進展に対して影響を与える事が知られており(Cirri et al. 2012)、

その機能は様々である。MSCs/MPCsが腫瘍進展に寄与する細胞である事が報告されているが

(Spaeth et al. 2009; Bergfeld et al. 2014)、正常の骨髄間質や脂肪組織由来の細胞を用いており、腫

瘍中の環境を反映できていない。実際に卵巣や前立腺がんのCAFsには、MSCs/MPCsが含まれて

いる事が報告されているが (Karen et al. 2011; Ding et al. 2012)、これらの報告では、単細胞単位の

解析はなされていない。よって、MSCs/MPCsの存在の確証は得られておらず、CAFsがどのよう

な分化能を有する細胞によって構成されているかは不明である。また、CAFsの有する分化能に

よって、腫瘍形成と進展に対する機能に違いがあるかについても不明である。 

本研究では、ヒトの肺がん由来の CAFs における MSCs/MPCs の存在を検証する為、クローン

を作製する事により、単細胞単位での分化能の解析を行った。更に、作製された分化能が異なる

クローンを用いる事で、分化能が異なる CAFs の腫瘍進展に寄与する機能を、比較し同定する事

を目的とした。 

［本論］ 

1章：肺腫瘍由来のCAFsを構成する細胞の分化能の検討 

1.肺がん検体由来のCAFsの分化能 

9 人の肺がん患者より、CAFs の初代培養細胞株を樹立した。各細胞株は、線維芽細胞の特徴

である紡錘状の形態を示していた。CAFs の有する分化能を検討する為、骨細胞、脂肪細胞への

分化誘導を実施した。骨細胞への分化は、ALP 染色および、von Kossa 染色、脂肪細胞への分化

には、Oil red O 染色を用いた (Fig.1)。ALP 染色、von Kossa 染色においては、MSCs/MPCs のポ
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ジティブコントロールとして用いたヒト肺動脈外膜線維芽細胞(hVAFs)と同様に、CAFs は陽性の

染色像を示した。一方で、Oil red O 染色においては、脂肪分化の特徴である脂肪滴が見られな

かった。分化能を評価する為に、画像解析を用いて陽性面積比によって定量化を実施した結果、

CAFs は、hVAFs との間に有意差がみられなかった(Fig.2A-B)。一方、脂肪分化能は有していな

い事が分かった(Fig.2C)。これらの結果より、肺がん由来の CAFs には、MSCs、および脂肪分化

能を有する MPCs が含まれていない事が示唆された。 

 

Fig.1 分化誘導を実施した線維芽細胞の染色像 

 

Fig.2 線維芽細胞の分化能の定量値（非誘導群 vs. 誘導群 *:P<0.05、**: P<0.01） 

 

2.CAFs の単細胞由来クローンの作製 

脂肪への分化能を有する細胞が含まれていない事から、CAFs は、骨への分化能を有する細胞

と分化能を有さない細胞による細胞集団である事が予想された。その存在を確かめる為、単細胞

由来の CAFs のクローンの作製を実施した。 

単細胞から培養を行うにあたり、線維芽細胞の細胞寿命は短く、クローンの作成過程で増殖が

停止する恐れがあった。そこで、MSCs の細胞寿命延長が可能なヒトテロメラーゼ逆転写酵素

（hTERT）(Okamoto et al. 2002)を遺伝子導入することで、CAFs の細胞寿命の延長を図った。こ

の時、遺伝子導入細胞は、コントロールとの有意差を示さず、hTERT が骨分化能に影響しない

事を確認した(Fig. 3)。その後、限界希釈法を用いて、単細胞播種された CAFs を培養する事によ
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り 9 種のクローンを作製した。代表的なクローンの形態像を Fig.4 に示す。 

3.CAFs クローンの骨分化能解析 

作製したクローンに対して骨分化誘導を実施し、von Kossa 染色により骨分化能を評価した

（Fig.5）。定量化を実施すると、hVAFsと同等以上の値を示す骨分化能が高い 4つのクローンと、

全く骨分化を示さない 2 つのクローンが存在していた(Fig.6)。この結果により、肺腫瘍由来の

CAFs には、骨分化能を有する MPCs と分化能を有さない線維芽細胞が存在している事が、実証

された。 

 

 

 

Fig.4 単細胞由来CAFsクローンの形態像   Fig.5 単細胞由来CAFsクローンの 

von Kossa染色像 

 

 

2章：肺腫瘍中の間葉系前駆細胞が有する肺がんの進展に関与する機能の検討 

作製された CAFs のクローンの内、骨分化能の定量値が高いクローン（1、3、9）と低いクロ

ーン（2、8、9）を 3 種ずつ選出した。CAFs は、液性因子の分泌によって、がん細胞の表現型

に影響を与える事が知られている。そこで、これらのクローンから採取された培養上清を用いる

事で、A549 に与える影響を分化能が異なる群の間で比較検討した。 

Fig.3 hTERT 遺伝子導入

CAFs の骨分化能評価 

A :von Kossa 染色像 

B: 骨分化能の定量値 

（非誘導群 vs. 誘導群 

*:P<0.05、**: P<0.01） 

Fig.6 単細胞由来 

CAFs クローンの 

骨分化能の定量値 
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1.CAFs のクローンによる肺がん細胞の増殖能への影響 

最初に、がん細胞の増殖能への影響を検討する為、クローンの培養上清を添加した A549 の生

細胞数を、WST 法によって測定した。コントロールと培養上清を用いた群の間には、細胞数に

有意な変化はなかった(Fig.7A)。その為、CAFs は、骨分化能の高さに関わらず、がん細胞の増

殖能に影響を与えない事が分かった。 

2.CAFs のクローンによる肺がん細胞の幹細胞性への影響 

 腫瘍を形成する細胞の供給源として、高い自己複製能を有するがん幹細胞の存在が知られてい

る (Chen et al. 2014)。がん細胞の幹細胞性に与える影響を検討するためにスフェアの形成を培養

上清中で行い、その形成数を計測した。クローンの培養上清は、コントロールと比べて A549 の

スフェアの形成数を増加させたが、分化能が異なるクローン群間には有意差は見られなかった

(Fig.7B)。この事から、がん細胞の幹細胞性の促進効果に、CAFs の骨分化能は関係していない事

が示唆された。 

3.CAFs のクローンによる肺がん細胞の遊走能への影響 

 がん細胞の遊走能への影響を評価する為、スクラッチによる創傷治癒法を検討した (Fig.7C)。

クローンの培養上清処理により A549 は、創傷の面積を減少させていた。更には、骨分化能が高

いクローン群の方が、低いクローン群よりも創傷面積は有意に低下していた。その為、骨分化能

が高い CAFs は、がん細胞の遊走能をより促進する事が示された。 

 

 Fig.7 単細胞由来 CAFs クローンの培養上清によるがん細胞の表現型への影響の検討 

 A: WST 活性による増殖能評価 B: スフェア形成による幹細胞性評価  

C:創傷面積減少による遊走能評価  

（Higher clones: クローン 1、3、9 の平均値、Lower clones: クローン 2、7、8 の平均値） 

［結論］ 

本研究では、クローンを用いた分化能解析によって、肺腫瘍由来の CAF は、骨分化能を有する

MPCs と分化能を有さない線維芽細胞によって構成されている事を初めて示した。そして、肺腫

瘍中 MPCs は、がん細胞の遊走能の亢進を介して、腫瘍進展に寄与している可能性が示唆された。

クローンによる単細胞単位の解析は、腫瘍内の微小環境の実像を解明する上で有用な手法

であり、更なる解析の進展が、新規治療標的発見につながる事が期待される。 
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II. 略語表 

 

ALP  Alkaline phosphatase 

α-SMA  α-Smooth Muscle Actin 

bFGF  basic Fibroblast Growth Factor 

Bmi-1  B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog 

BMP2  Bone Morphogenetic Protein 2 

CAFs  Cancer Associated Fibroblasts 

CDK4  Cyclin-Dependent Kinase 4 

cDNA  complementary DNA 

CD13  Cluster of Differentiation 13 

CD14  Cluster of Differentiation 14 

CD29  Cluster of Differentiation 29 

CD34  Cluster of Differentiation 34 

CD45  Cluster of Differentiation 45 

CD90  Cluster of Differentiation 90 

CD105  Cluster of Differentiation 105 

CD146  Cluster of Differentiation 146 

CD166  Cluster of Differentiation 166 

CSCs  Cancer Stem Cells 

DDW  Deionized Distilled Water 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

EGF  Epidermal Growth Factor 
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EMT  Epithelial-Mesenchymal Transition 

ERK  Extracellular signal-Regulated Kinase 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

FACS  Fluorescence-Activated Cell Sorter 

FBS  Fetal Bovine Serum 

FGF9  Fibroblast Growth Factor 9 

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phospate dehydrogenase 

HGF  Hepatocyte Growth Factor 

hTERT  human Telomerase Reverse Transcriptase 

IL-6  Interleukin-6 

KLF4  Kruppel-like factor 4 

LCNEC  Large Cell Neuroendocrine Carcinoma 

MEM  Minimum Essential Medium 

MET  Mesenchymal-epithelial transition 

MPCs  Mesenchymal Progenitor Cells 

mRNA  messenger RNA 

MSCs  Mesenchymal Stem Cells 

MSX2  Msh homeobox 2 

Myo D  Myogenic differentiation 1 

OCT3/4  Octamer-binding transcription factor 3/4 

Osx  Osterix 

PBS  Phosphate-Buffered Saline 

PCR  Polymerase Chain Reaction 

PDGF-BB Platelet-Derived Growth Factor BB 
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PPARγ  Peroxisome Proliferator-Activated Receptor γ 

RANKL  Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand 

Rb  Retinoblastoma protein 

RNA  Ribonucleic acid 

ROS  Reactive Oxygen Species 

RUNX2  Runt related transcription factor 2 

hVAFs  human Vascular Adventitial Fibroblasts 

SDF-1  Stromal cell-derived factor 1 

SOX2  SRY-related HMG box2 

TGF-β1  Transforming Growth Factor β1 

TNF  Tumor Necrosis Factor 

UV  Ultra Violet 

VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor 

Wnt  Wingless Type Protein 
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III. 肺腫瘍由来がん関連線維芽細胞（CAFs）を構成する細胞の分化能の検討 

 

(i) 背景 

線維芽細胞は、紡錘状の形態を有する間質細胞であり、上皮細胞とともに、

臓器形態、機能維持に関与している。同じ組織内に存在する線維芽細胞でも、

増殖能や遊走能といった性質は不均一であるとされている[1]。間葉系幹細胞

(MSCs)は、線維芽細胞の一種であり、自己複製能と多分化能を持った成体にも

存在する体性幹細胞として知られる。骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞、心筋細

胞といった中胚葉系の細胞系列へ分化能する事により、組織の自己修復を担っ

ているとされる一方で[2]、人為的な分化転換を行えば神経細胞や肝細胞と言っ

た他の胚葉系への可塑的な分化能も示す。MSCs は、骨髄間質に豊富に存在する

ことが知られている他、脂肪組織、真皮、臍帯等の様々な組織の線維芽細胞集

団に含有されており[3-6]、免疫抑制能を有する[7]ことから、採取が容易かつ拒

絶反応の危険性が低い再生医療用の素材としても期待されている。また、骨髄

間質では、相互作用によって造血幹細胞の増殖/維持機構に深く関与している[8]。

多分化能を有する MSCs は、分化が進行する事により、細胞運命の決定が発

生し、分化可能な細胞系列が限定されるようになる。特に骨と脂肪へ

の分化誘導時に発現する遺伝子は、互いの分化を抑制する排他的な関

係であり [9-12]、細胞の生育している環境によって非可逆的な分化が

行われる。その結果、骨ならば骨芽細胞前駆体、脂肪ならば脂肪細胞
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前駆体として、１つの細胞系列にのみ分化可能な間葉系前駆細胞

（MPCs）となる。その為、組織内の線維芽細胞集団には、MSCs、MPCs、

その他の分化能を持たない線維芽細胞が混在し、分化能における不均

一性が生じている [13]。一方で、MSCs/MPCs と他の線維芽細胞の形態は同様

であり[14]、また、両細胞種を明確に判別できる表面抗原マーカーは特定されて

いない。現状では、MSCs/MPCs を取り扱う場合、Stro-1、CD13、CD29、CD90、

CD105、CD146、CD166 等が同時に陽性であり、CD14、CD45、CD34 等の血液

細胞のマーカーが陰性であることを指標とすることで、組織から細胞集団の濃

縮が行われている[15]。由来とする組織によっては、同じ分化能示す細胞

でも発現する表面マーカーに差異があることや [16, 17]、分化可能な細

胞系列が異なることが知られる [18-21]。よって、マーカーを用いた方法は

正確に MSCs/MPCs を分離できているとは言えず、分化能を検定する事によって

のみ、MSCs/MPCs を判別可能である。しかし、組織中の不均一な細胞集団が多

分化能を示したとしても、その分化能が MSCs と MPCs のどちらに由来してい

るかを判別出来ない。例えば、MSCs のみで構成された集団と、脂肪前駆細胞と

骨芽前駆細胞によって構成される集団のどちらも、見掛け上は同じ脂肪細胞と

骨芽細胞への多分化能を示す。MSCs、MPCs の存在を検証する為には、クロー

ンを用いた単細胞レベルでの解析によって、個々の細胞の分化能をみる必要が

ある。 

がんの腫瘍間質には、線維芽細胞、マクロファージ等の免疫細胞、血管を構
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成する細胞といった、がん細胞以外の細胞も存在している。これらはがん関連

細胞として、がん細胞を取り巻く微小環境を構築し、その生存、増殖、遊走に

影響を与える事が知られている[22-25]。これらの細胞の中でも、がん関連線維

芽細胞（CAFs）は、腫瘍間質を占める主要な成分であり、腫瘍の形成や進展に

寄与するとされる[26]。CAFs の起源としては、既存の組織由来線維芽細胞だけ

でなく[27]、血流に運ばれて骨髄細胞由来の線維芽細胞も動員されていると考え

られており[28]、性質も不均一な細胞集団である[29]。骨髄間質由来の MSCs が、

がん細胞が分泌する SDF-1α や TGF-β 等の液性因子によって、腫瘍間質に動員さ

れる事がマウスモデルにおいて報告されており[30, 31]、MSCs/MPCs はヒトの

CAFs の中にも含有されている事が予想される。また、MSCs によってもたらさ

れる、がん細胞への増殖能や生存性における促進効果は、他の線維芽細胞と比

較して高い事も報告されている[32, 33]。その為、MSCs/MPCs は、腫瘍進展に対

して特に影響を与え得る線維芽細胞であると考えられる。ただし、これらの報

告で用いられているのは、正常な骨髄間質や脂肪組織に由来する細胞であり、

臓器がんの腫瘍中における生理的な環境を反映しているとは言えない。実際に

ヒトの腫瘍由来の CAFs が、骨や脂肪への多分化能を示す報告は、卵巣、前立腺、

大腸、乳腺においてなされている[34-38]。しかし、これらの研究においては、

単細胞レベルの解析は行われておらず、MSCs/MPCs が CAFs 中に存在している

かは、未だに正確に検証されていない。  
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(ii) 目的 

 

本研究の目的は、肺腫瘍由来の CAFs を構成している線維芽細胞の

分化能の検討である。実験は以下のステップで進めた。  

 

1. ヒト肺腫瘍から採取された CAFs の初代培養を行い、骨、脂肪分化

を誘導によってその分化能を検定した。  

 

 

2. 分化能解析により、CAFs は骨へのみ分化能を示す事が判明した。

そこで、単細胞由来のクローンを作製し、単細胞レベルの分化能解

析によって、骨芽前駆細胞の存在を同定した。  
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(iii) 実験材料及び方法 

 

(1) 線維芽細胞の単離と初代培養  

ヒト肺がん関連線維芽細胞（ hCAFs）、ヒト非がん部肺組織由来線維

芽細胞（ hNCAFs）およびヒト肺動脈外膜線維芽細胞（ hVAFs）は、外

科的に切除された肺組織より分離培養した。具体的には、 hCAFs は、

肺腺がん腫瘍部を切り出し、 hNCAFs は、肺組織を切り取り、 hVAFs

は、肺組織とともに摘出された肺動脈の外膜を慎重に剥ぎ取り、それ

ぞれ滅菌したはさみで  2mm 以下に細かく切断したものを  6cm dish 

(日本  BD) に播種した。 hCAFs、 hNCAFs、および hVAFs は、調整し

た間葉系幹細胞増殖培地  (TOYOBO) を  2ml 添加し培養した。それぞ

れの組織片が線維芽細胞に取り囲まれるまで、 1 日に 1 回同量の間葉

系幹細胞増殖培地を交換した。組織周辺部の細胞密度がコンフルエン

トに達した場合、組織を取り除き、細胞を  0.05% Trypsin/ EDTA 

(SIGMA) で剥がして回収した。この細胞を 6cm dish に播いたものを  

Passage 0 とした。各細胞株を保存する場合は、 6 cm dish もしくは 10 

cm dish 1 枚分の細胞を、 1 ml のセルバンカー 3（十慈フィールド）に

懸濁し、-80℃中で凍結した。実験に使用する初代培養株は、Passage 3~7

とした。  
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(2) 線維芽細胞の骨芽分化誘導および脂肪分化誘導  

hCAFs、hNCAFs、および hVAFs の骨芽分化誘導は、8well の細胞培

養プレート（日本 BD）1well につき 2.2×10
3 個を播種し、骨芽分化誘

導キット（LONZA）のプロトコールに沿って行った。具体的には、播

種した翌日から骨芽分化誘導用培地（L-グルタミン、デキサメタゾン、

ペニシリン、ストレプトマイシ、アスコルビン酸、 β-グリセロリン酸

を含む）0.3ml で培養し、3 日間に一度同量の骨芽分化誘導用培地を交

換し、誘導を 2 週間行った。また、コントロールとして非誘導群は間

葉系幹細胞培地で培養を行った。分化の判定には、アルカリフォスフ

ァターゼ（ALP）染色と von Kossa 染色の両方を行った。ALP 染色は

ALP 染色キット（武藤科学）をキットのプロトコールに沿って行った。

また、von Kossa 染色は、10%ホルマリンリン酸緩衝液によって固定し、

5%の硝酸銀水溶液に細胞培養プレートを浸し、UV ランプ下に 2 時間

置き、純水で洗浄後、 5％チオ硫酸ナトリウム水溶液に 3 分浸した後、

ケルンエヒトロートを用いて細胞を染色した。  

hCAFs、hNCAFs、および hVAFs の脂肪分化誘導は、8well の細胞培

養プレート（日本 BD）に 1well につき 1.5×10
4 個を播種し、脂肪分化

誘導キット（LONZA）のプロトコールに沿って行った。具体的には、

播種した 3 日後から、脂肪分化誘導用培地（インスリン、L-グルタミ

ン、デキサメタゾン、アンホテリシン B、インドメタシン、 3-イソブ
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チル -1-メチルキサンチンを含む） 0.3ml で培養した 3 日後に同量の脂

肪細胞維持培地（L-グルタミン、アンホテリシン B を含む）に交換す

る操作を 3 度繰り返し、脂肪細胞維持培地で 1 週間培養することで誘

導を行った。また、コントロール群は間葉系幹細胞培地で培養を行っ

た。分化の判定のため、オイルレッド O 染色を行った。具体的には、

10%ホルマリンリン酸緩衝液によって固定し、オイルレッド O を溶解

した 60%イソプロパノール水溶液に 37℃、 15 分間浸し、マイヤーヘ

マトキシン染色を実施した。  

 

(3) 線維芽細胞の分化度の定量化  

染色を実施した 8well 細胞培養プレートを、スライドスキャナー

Nano Zoomer(浜松ホトニクス )を用いて画像データとして取り込み、

0.64cm
2 の四角形の範囲を各誘導群および非誘導群で無作為に 4 か所

以上選び出した。この範囲にある細胞の面積と染色陽性の面積を画像

解析ソフトウェア Win ROOF(三谷商事 )を用いて計測し、細胞全体に対

する染色陽性面積比を算出した。  

 

(4) レンチウイルスベクターによる Human TERT 遺伝子導入 

293T 細胞を  1.0×10
6
 個ずつ  6cm dish (日本  BD) に播種した。翌

日、レンチウイルスベクターCSII-CMV-RfA-IRES2-Venus（理化学研究
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所  バイオリソースセンター  三好浩之博士より提供）に LR 組換え反

応を用いてヒトテロメラーゼ逆転写酵素遺伝子 (hTERT)(cDNA は独立

行政法人国立がん研究センター研究所、増富健吉博士より供与 )をクロ

ーニングサイトへ組み込んだ CSII-CMV-IRES2-Venus-hTERT を 5μg 、

3μg の  pCMV-HIV (理化学研究所  バイオリソースセンター  三好浩

之博士より提供 ) 及び  pCMV- VSV-G-RSV-Rev  (理化学研究所  バイ

オリソースセンター  三好浩之博士より提供 ) と共に 500μl の  

Opt i-MEMⅠ  Reduced Serum Medium (Invit rogen) に加えて、 5 分間室

温でインキュベートした  (A 液 )。さらに、20μl の Lipofectamine 2000 

(Invit rogen) を 500μl の  Opt i-MEMⅠ  Reduced Serum Medium に加え

て 5 分間室温でインキュベートした  (B 液 )。A 液と  B 液を混合した

後、室温で 20 分間インキュベートした。この混合液を  293T 細胞に

添加して、37℃、5% CO2 の条件下で 24 時間培養した後、培地を交換

してさらに 24 時間培養した。培養上清を  0.45μm filter (Millipore) に

通してから、前日 10cm dish に  1×10
6
 個播種した線維芽細胞に添加し

た。 3 時間後に間葉系幹細胞増殖培地を加えて、 37℃、5% CO2 の条

件下で 48 時間培養した。遺伝子導入は、レンチウイルスベクターに組

み込まれた蛍光タンパク質 Venus の緑色蛍光を、蛍光顕微鏡を用いて

観察することで確認した。  
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(5) 線維芽細胞のクローン作製  

hTERT を遺伝子導入した線維芽細胞を限界濃度（ 10 個 /ml）で  96 

well スフェロイドプレート（住友ベークライト）へ播種し、4 時間後

に光学顕微鏡によって単一の細胞であることを確認した。その後 384 

well プレート（日本 BD）へ細胞を播種した。  

コンフルエントになった細胞を  0.25% Trypsin/ EDTA (SIGMA)によっ

て剥がして 96 well plate(日本 DB)へ播種し、以後コンフルエントとな

る度に、24 well plate(日本 DB)、12 well plate(日本 DB)、6 well plate(日

本 DB)、6 cm dish(日本 DB)へと順に継代していき、増殖能の継続が確

認されたものに対し分化誘導実験を実施した。  

 

(6) 定量的 RT-PCR 

6 cmまたは、10 cm Dish に播種した細胞に対し、1ml の TRIzol reagent 

(Invit rogen) を処理して、200µl のクロロホルム溶液  (Wako) を加え、

Vortex を用いて激しく懸濁した。遠心後、水層に溶解している  RNA 

を新しいチューブに移し、 500µl の 2-プロパノール  (Wako) を加えて

Vortex を用いて激しく懸濁後に再び遠心した。デカント後、500µl の

70%に DDW(Invitrogen)で調整したエタノール (Wako) を加えて遠心し

た。デカント後に沈殿を乾燥させ、DDW に溶解することで total RNA 

を抽出した。  
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RNA 溶液より、 PrimeScript RT reagent  Kit  with gDNA eraser (Takara) 

および PCR Thermal Cycler (Takara) を用いて  ((37℃  15 分 ,  85℃  5 秒 ) 

×1 cycles) の条件で cDNA を合成した。  

その後、 PrimeScript RT reagent Kit の SYBR Premix Ex TaqTM 

(Takara) を用いたプロトコールに沿って、Smart Cycler (Takara)を用い

て  ((95℃  10 秒 )×1cycles 、 (95℃  15 秒 , 60℃  30 秒 )×45 cycles) の条

件で定量的 PCR 反応を行った。標的遺伝子 (Table 1)の mRNA の発現

は、GAPDH（Forward primer  : 5′-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3′ 、

Reverce primer : 5′-ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3′（Takara））  で標準

化した。  

 

(7) 統計解析  

 2 サンプル間の比較については、t 検定を用いて統計解析を行い、両

側検定で P value が 0.05%未満であった場合を有意差があると見なし

た。  
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(iv) 結果 

 

(1) 肺腫瘍由来 CAFs の骨／脂肪分化能の検討 

線維芽細胞の分化能を検定する為、 9 検体のヒト肺腫瘍組織より

CAFs を単離、培養した。また、骨・脂肪の分化能を有するポジティ

ブコントロールとして、別の 9 検体の肺動脈血管外膜組織より、hVAFs

の初代培養株を樹立した。得られた各細胞は、プラスチック製 dish 上

に接着し、紡錘形の形態を示し、線維芽細胞であると確認された

（Figure 1）。  

 採取された線維芽細胞に対し、骨、脂肪への分化誘導を、各培養条

件下で実施した。その後、骨分化は、分化マーカーとして知られる ALP

の活性を青色に染める ALP 染色と、骨細胞により沈着されるカルシウ

ムに黒色に反応する von Kossa 染色を用いて可視化した（Figure 2）。

また、脂肪分化には、脂肪細胞が形成する中性脂肪滴を赤色に染色す

る Oil red O 染色を用いた（Figure 3）。hVAFs は、9 検体全てにおいて、

各染色法における陽性の染色像を示し、骨・脂肪分化が見られた。一

方で、CAFs は、ALP 染色と von Kossa 染色において陽性を示したが、

Oil red O 染色においては、陽性所見を示さなかった。  

次に、分化能を評価する為に、画像解析を用いて定量化を実施した。

定量値は、染色像の細胞全体の面積に対する、陽性の色面積の割合に
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よって算出した。ALP 染色の定量値は、 hVAFs が 21.2±1.7%に対し、

CAFs は 13.8±1.0%であり、 hVAFs に比べて低かったが、有意差は見

られなかった。von Kossa 染色では、hVAFs と CAFs は、同等の値を示

した（ 5.7±0.7% vs. 5.3±0.3%）（Figure 4）。一方、Oil red O において

は、CAFs の定量値は、0 であった（Figure 5）。よって、CAFs は、骨

へ分化可能な MPCs を含んでいることが判明した。一方 CAFs は、脂

肪への分化能を示さない事から、MSCs や脂肪細胞の MPCs を含んで

いない事が示唆された。  

 

(2) CAFs の単細胞由来クローンの作製 

CAFs を構成する線維芽細胞における骨芽前駆細胞の存在を同定す

る為に、単細胞由来のクローンを作製する事により、個々の細胞の分

化能を検定する事とした。この際に、細胞寿命が短い線維芽細胞にお

けるクローン作製が困難である事が予想された為、細胞寿命延長効果

が期待できるヒトテロメラーゼ逆転写酵素（ hTERT）の遺伝子導入を

実施した。導入はレンチウイルスベクターを用い、ベクター内に組み

込まれた蛍光タンパク質 Venus による緑色蛍光が、操作を実施した細

胞で確認された（Figure 6A）。また、 hTERT の mRNA 発現を RT-PCR

により確認した（ Figure 6B）。  

次に、hTERT 遺伝子によって骨分化能が変化しないかどうかを検討
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する為、hTERT 遺伝子導入を行った CAFs に骨分化誘導を実施し、ALP

染色および von Kossa 染色によって骨分化能を検定した（Figure 7A）。

hTERT を導入した CAFs の染色像は、コントロールベクターを導入し

た CAFs と同様に陽性の染色像を示した。分化能の定量値は、ALP 染

色については、hTERT を導入した CAFs の方が有意に低かったが（ 9.3

±0.9% vs. 1.7±0.2%, p<0.05）、von Kossa 染色においては、有意な変化

は見られなかった（ 3.0±0.4% vs. 2.4±0.2%） (Figure 7B)。 von Kossa

染色は、骨分化の指標の中でも分化の最終段階において行われる骨基

質の沈着を表すものであり、骨分化能を示す証拠としては十分である

と考えられた。よって、 hTERT の遺伝子導入後も、CAFs の中には骨

分化能を有する細胞が残存している事が示された為、この細胞はクロ

ーン作製に使用可能であると判断した。  

クローンの作製は、限界濃度に希釈した hTERT 遺伝子導入 CAFs を、

低吸着プレートに播種し、光学顕微鏡による目視で単一である事を確

認した細胞を、384 well plate から始め、 10 cm dish にコンフルエント

になるまで継代培養を実施した (Figure 8)。16 度の施行により、 2387

個の CAFs を播種した結果、 9 種のクローンが作製された (Figure 9)。

各クローンの形態および増殖速度には若干の違いが見られたが、紡錘

状の形態を示し、線維芽細胞の形質を維持していた。  
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(3) CAFs のクローンの骨分化能解析 

作製された CAFs のクローンに対し、骨分化誘導を実施し、von Kossa

染色によって骨分化能を検定した（ Figure 10）。各クローンの染色像は、

陽性を示すものと示さないものが存在した他、誘導条件下の増殖頻度

も異なっていた。更に骨分化能の定量化を実施した所（Figure 11）、ポ

ジティブコントロールである hVAFs と同等の、5%以上の値を示したク

ローンは、 4 種存在し（クローン 1、3、 5、9）、ほぼ 0%のクローンも

2 種認めた（クローン 7、8）。よって、骨分化能を有する MPCs と分化

能を有さない線維芽細胞が、共に CAFs に存在している事が証明され

た。  
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(v) 考察 

 

 本研究では、単細胞由来クローンの作製によって、ヒト肺腫瘍由来の CAFs

が、いかなる分化能を有する線維芽細胞によって構成されているかを検証した。

まず我々は、CAFs の有する分化能を組織レベルで解析し、脂肪分化能を有する

細胞が含まれていない事を見出した。続いて、クローンの作製を行い、単細胞

レベルで分化能を解析する事で、骨の MPCs が、CAFs 内に存在する事を証明し

た。この研究は、肺腫瘍の CAFs が、様々な骨分化能を有する細胞によって構成

されている事を示した最初の報告である。 

線維芽細胞は、組織間質を充填する細胞として、組織の恒常性を維持する役

目を果たしている。創傷により組織が損壊した場合には、速やかに創傷部へ動

員され、細胞外基質の分泌や、喪失した細胞への分化によって、間質成分の補

填を行う[39, 40]。MSCs や MPCs と言った分化能を有する線維芽細胞は、組織修

復において必要な細胞集団であり、生体中の様々な部位に存在しうる[41]。本研

究室では、hVAFs をモデルとした実験を行い[42]、分化誘導を行うことで、hVAFs

が骨芽細胞と脂肪細胞への分化能を示すことを報告してきた[43]。また、末梢血

中に存在する CD105 陽性血球細胞が、多分化能を有する線維芽細胞へ転換する

事を明らかにしてきている[44]。腫瘍組織では、慢性的な組織の改築が引き起こ

されている為、MSCs/MPCs が動員されている可能性が高いと考えられた。

Gottschling らは、肺においても、肺癌組織より採取した線維芽細胞は、骨および
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脂肪分化を示すことを報告している[45]。しかし、本研究において、実際の肺腫

瘍の CAFs には MSCs は存在しない事が示唆された。同一検体より採取された非

がん部組織の線維芽細胞(NCAFs)は、CAFs と同様に骨分化能のみを示していた

（Supplemental figure 2、3）。正常組織との分化能の差異が見られない事から、１

つの可能性としては、実際の CAFs には MSCs が動員されていなかった事が考え

られる。一方で、がん細胞は、腫瘍組織内の細胞に対し、液性因子を分

泌する事により、それらの形質を変化させる事が知られている [46]。

実際に、肺がん細胞が分泌する液性因子が、MSCs/MPCs の分化能に影

響を与えるかどうかを検証する為、 hVAFs に対して肺腺がん細胞株

A549 の培養上清を 3 日間処理し、その後、骨と脂肪への分化誘導を実

施した。ALP 染色、 von Kossa 染色においては、A549 の培養上清処理

は、コントロールとの染色像の違いは見受けられず（Supplemental figure 

4A-B）、定量値も有意な変化を示さなかった（ALP: 31.3±4.7% vs.  32.1

±10.4%、von Kossa: 2.8±2.7% vs. 1.5±0.1%）（Supplemental figure 5A-B）。

一方で、Oil red O 染色では、培養上清処理群の脂肪滴の形成が減退し

ている事が観察され（Supplemental figure 4C）、定量値も有意に低下して

いた（ 31.9±5.3% vs. 17.7±3.3%、p<0.01）（Supplemental figure 5C）。  

肺腺がん細胞株 A549 の培養上清処理によって、hVAFs の脂肪分化能は低下して

おり、がん細胞の分泌する液性因子によって、組織中の MSCs を含む脂肪分化

能を有する細胞が減少する事も示唆された。TNF-α、IL-6 といった炎症性サイト
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カインは、MSCs の骨分化を促進させる事が報告されており、腫瘍内の線維芽細

胞の分化の方向性が骨分化に傾いている可能性がある。更に、煙草に含まれる

化学物質は、脂肪分化を阻害する事が知られている[47]。本研究で用いた CAFs

を採取した検体間の喫煙歴の有無を比較した場合、喫煙者の方が、有意に骨分

化能が高かった（Figure 18B）。また、ROS による酸化ストレスは、骨分化抑制

かつ脂肪分化促進に作用し[48]、検体の高齢化は分化能そのものを低下させるこ

とが知られている[49]。よって、生体中の線維芽細胞は、形成されている微小環

境によって異なる分化能を有すると考えられる。真皮の線維芽細胞の単細胞由

来クローンを作製した研究では、細胞外基質を構築する増殖型と分解するリモ

デリング型にクローンを分類可能であり、検体が高齢であるほど増殖型の存在

頻度が減少していた[50]。この報告は、線維芽細胞が有する性質の不均一性が、

検体の臨床病理学的な背景によって変化する事を示している。CAFs だけでなく

hVAFs においても、分化能には検体間差が存在しており（Supplemental figure 6）、

分化能を有する線維芽細胞の存在頻度も、検体の臨床像に左右されている可能

性がある。 

組織中の細胞が有する性質の不均一性を解析する場合、単細胞レベ

ルの解析は有効な手段である。しかし、線維芽細胞の細胞寿命は短いこと

が知られており、単細胞より培養を実施した場合、作製段階において細胞老化

による増殖停止が発生し、クローン樹立が困難となる可能性がある。ヒトテロ

メアーゼ逆転写酵素（ hTERT）は、細胞の分裂回数を規定するテロメ
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アを伸長させる活性を持った酵素であり、遺伝子導入を実施すること

で細胞の寿命延長を行うことが可能である。骨髄間質由来の MSCs の場合、

30 回程度であった分裂回数が 2 倍以上に延長されたことも報告されている

[51]。ただし、 hTERT のみの遺伝子導入によって線維芽細胞の不死化

が可能かどうかは組織によっても異なり [52]、Bmi-1 や E7、E6 および

C-MYC 等の遺伝子を併用する必要がある報告が挙がっている [53]。し

かし、Bmi-1 は、造血幹細胞や神経幹細胞の自己複製能の維持や分化

の制御を行うことが知られており、線維芽細胞の分化能にも干渉する

可能性が考えられた。また、E6 はがん抑制遺伝子産物である p53 を、

E7 は Rb タンパク質を阻害し、C-MYC 共々がん関連因子として知られ

る。これらによって遺伝子が変異する確率は低いという報告もあるが

[54]、線維芽細胞の性質を変えてしまう危険性を考慮すると、  MSCs

において分化能が損なわれない報告がなされている[19, 55] hTERT 単体の導入

が、細胞の性質を維持した状態で単細胞クローンを作製する上で適切であると

考えられた。実際に、骨分化能については、hTERT による変化は見られなかっ

た。しかしながら、クローンの樹立成功率は、0.4%程度と低く、作製可能であ

った検体も１つのみであった。また、組織レベルでの分化能の値である 5%に比

べて、骨分化能を示したクローンは、9 種中 7 種と割合が高かった。幹細胞マー

カーとして知られる SOX2 の発現は、MSCs の分化能の維持に作用し[56]、増殖

能を促進する報告がなされている[57]。逆に細胞老化を制御する p53 は、分化能
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を低下させる[58]。その為、分化能を有している細胞の方がより細胞寿命と増殖

性に優れ、クローンとして樹立しやすい可能性も考えられた。単細胞レベルの

解析を、組織全体の表現型や細胞種の普遍的な性質と結び付ける為には、偏り

の少ない多くのサンプルが必要である。CDK4 は、細胞の増殖のサイクルを、チ

ェックポイント制御する Rb タンパク質のリン酸化を行う事で動かし、細胞老化

マーカーとして知られる遺伝子である[59]。現在我々は、阻害分子である p16 と

の結合能を持たない事で、細胞増殖が停止されにくくする機能を持つ、CDK4

の R24C 変異体を[60]、hTERT と同時に導入する事による細胞寿命延長の検討を

行っている。この様な線維芽細胞のより長期の寿命延長法の開発が成功すれば、

詳細な解析が可能となる事が期待される。 
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(vi) 結論 

 

 肺腫瘍由来の CAFs は、肺由来 MSCs/MPCs と同等の骨分化能を有するが、

MSCs および脂肪の MPCs を含まない細胞集団である事が示された。CAFs を構

成している細胞は、分化能を有さない線維芽細胞と骨の MPCs であり、その分

化能も不均一であった。また、肺がん細胞の液性因子は、この様な細胞集団を

形成する原因である可能性がある。本研究は、腫瘍組織に構築された線維芽細

胞の分化能の不均一性を解析した最初の報告である。 
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IV. 肺腫瘍中の間葉系前駆細胞が有する肺がんの進展に関与する機能の検討 

 

(i) 背景 

 

 細胞は組織中に他の細胞種間と相互作用する微小環境を構築する。がんの腫

瘍組織中に形成されるがん微小環境もまた、がん細胞と非がん細胞との相互作

用によって成り立っており、腫瘍の形成・進展の過程に寄与する[61-63]。CAFs

は、間質の主要な構成成分として存在し、細胞外基質の分泌によって腫瘍構造

を支持しているだけでなく、分泌する種々の液性因子による相互作用が、がん

細胞の悪性像を変化させる[64-67]。CAFs は、がん細胞が分泌する TGF-β 等の作

用によって、エピジェネティックな変異を含む、正常とは異なる表現型を示す

事が知られており[68, 69]、その機能にも違いがあると考えられる。例えば、CAFs

中では、α-SMA の発現が上昇した筋線維芽細胞様に分化した細胞の頻度が増加

し、これらの細胞は正常組織の線維芽細胞よりも遊走能が高いことが知られて

いる[70]。 

 がん細胞の悪性像の一部は、腫瘍を形成し増大し続ける増殖能、周囲の組織

や脈管へ浸潤し腫瘍の転移を引き起こす為の遊走能によって規定され得る。ま

た、がん細胞の中でも未分化な幹細胞性が高い細胞集団は、がん幹細胞（CSCs）

と呼ばれる[71, 72]。CSCs は、自己複製能と高い生存性を有する為、転移先で新

たな腫瘍を形成する始原細胞として機能する。これらの性質は、主に液性因子
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によって直接的に惹起し得る為、がん微小環境中の非がん細胞が腫瘍進展に寄

与する機構にもなりえる。 CAFs に含まれる線維芽細胞の性質は不均一であり、

がん細胞に作用する液性因子の分泌能力についても同様に不均一であると予想

される。MSCs は、体性幹細胞として、他の幹細胞と特殊な微小環境であるニッ

チを形成する事が知られている。例えば、骨髄間質中の造血幹細胞に対する

MSCs は、その未分化状態を維持し、増殖/分化を制御している[8]。がん細胞に

対しても、増殖能の促進や幹細胞性を亢進する報告があがっている[73]。卵巣が

ん腫瘍においては、MSCs は、正常組織由来の細胞に比べて BMP2 をより多く分

泌し、幹細胞性を亢進するとされる[34]。一方で、分化した骨芽細胞も、乳がん

や卵巣がんの骨転移が生じた際に、RANKL の分泌による破骨細胞の活性化を介

して、腫瘍形成を促進するとされている[74]。この様に、がん微小環境中の CAFs

は、分化の段階によって分泌する液性因子が変化し、異なる機序によってがん

の悪性化に寄与していると考えられている。しかしながら、分化の途上に位置

する骨の MPCs が、がんの悪性度にいかなる影響を与えるかは、分かっていな

い。MPCs の分離は、分化能を単細胞レベルで検定しなければ、現状では不可能

である。更には、実際の腫瘍中に存在する細胞を採取しなければ、CAFs 特有の

表現型を反映できない。我々は、肺腫瘍から採取された CAFs の単細胞由来クロ

ーンの作製によって、骨の MPCs を分離した。そこで、このクローンを用いる

事で、腫瘍中の骨の MPCs が有する機能を解析できると考えた。 
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(ii) 目的 

本研究の目的は、肺腫瘍に存在する骨の MPCs が有する、がん進展

に寄与する機能の解明である。実験は以下のステップで進めた。  

 

1. 肺腫瘍の CAFs の単細胞クローンから、骨分化能が高いものと低い

ものをそれぞれ選出し、培養上清を採取した。  

 

2. 肺腺がん細胞 A549 のがん進展に関わる機能の解析実験に対し、

CAFs クローンの培養上清を用い、その影響を検討した。  
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(iii) 実験材料および方法 

(1) 肺腺がん細胞の培養 

肺腺がん細胞株 A549（理研）は、10%の FBS（Life technology）を添加した

DMEM F12 HAM 培地（Sigma-Aldrich）を用いて、37℃、5% CO2 の条

件下で培養し、実験に使用する 2 日前に 10cm dish に 1.0×10
6 個播種し

た。  

 

(2) 線維芽細胞クローンの培養上清の採取  

樹立後 3 継代以内の線維芽細胞クローンを、 37℃、 5% CO2 の条件

下で、 10 cm dish 上で培養を行い、セミコンフルエントになった段階

で、無血清の DMEM F12 HAM 培地に交換した。その 24 時間後に培養

上清を回収し、0.45μm 低吸着  filter (Millipore) に通してから回収した。

即時使用しない場合は、液体窒素中に浸して凍結した後、-20℃中で保

存した。  

 

(3) WST 法  

 A549 を 96 well plate(日本 DB)に 5.0×10
3
 /well 個播種し、 37℃、 5% 

CO2 の条件下で 24 時間培養した後、培地を無血清の DMEM F12 HAM

培地、もしくは線維芽細胞の培養上清と交換した。その後更に 2 日間

培養を行い、Cell counting kit-8（同仁科学研究所）を 10 µl / well を添加。
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37℃で 1 時間インキュベートし、プレートリーダー  Spectra MAX 190

（Molecular Devices）を用いて 450 nm の波長の吸光度を測定した。 

 

(4) スフェア形成法  

 DMEM F12 HAM 培地に対し、EGF（PROSPEC）、bFGF（PROSPEC）、

HGF（PROSPEC）を 20 ng /ml 添加したものを、コントロールのスフ

ェア形成培地とした。A549 を 6 well low-attachment plate(Corning)に、

スフェア形成培地、もしくは線維芽細胞の培養上清を用いて 1.0×10
4
 

/well 個播種し、37℃、5% CO2 の条件下で 10 日間培養した。その後、

光学顕微鏡システム Keyence(KEYENCE)により、 1 well 中から 5 つの

視野を、 4 倍率で撮影した。  

画像中の直径 100 µm 相当の細胞塊を画像解析ソフトウェア Image J を

用いて計測し、コントロールに対する割合を算出した。  

 

(5) 創傷治癒法  

 A549 を  96 well plate(ESSEN)に 5.0×10
3
 /well 個播種し、37℃、 5% 

CO2 の条件下で 2 日間培養した後、コンフルエントになった事を確認

した。Wound maker（ESSEN）により培養器中央にスクラッチを行い、

PBS による洗浄を行った後、無血清の DMEM F12 HAM 培地もしくは、

線維芽細胞の培養上清を添加した。更に Incucyte（ESSEN）で 37℃、
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5% CO2 の条件下で 24 時間インキュベーションし、その開始時および

6 時間毎に容器内の撮影を行った。その後、画像解析ソフトウェア Win 

ROOF(三谷商事 )を用いて、撮影された画像中の創傷面積を計測し、開

始時間に対する比を算出した。  

 

(6) 定量的 RT-PCR 

Total RNA の抽出、 cDNA の合成、PCR 反応の方法については、 p

にて記述した。使用した標的遺伝子および、発現標準化に使用した

GAPDH のプライマー配列については Table 1 に記載した。  

 

(7) 統計解析  

 2 サンプル間の比較については、t 検定を用いて統計解析を行い、両

側検定で P value が 0.05%未満であった場合を有意差があると見なし

た。  

 

  



37 

 

(iv) 結果 

 

 腫瘍中の骨の MPCs の機能を解析する為、単細胞由来クローン 9 種の中で、

実験に使用するクローンの選出を行った。定量化された骨分化能（Figure 11）が、

hVAFs と同等である 5%以上を示したものの中で、増殖性を示さなかったクロー

ン（5）を除いた 3 つ（1、3、9）を骨分化能が高いクローンとして選び出した。

また、比較対象として、分化能を有さない線維芽細胞に相当するクローンを、

最も値が低い 3 つ(2、7、8)を骨分化能が低いクローンとして選び出した。その

後、培養上清を採取し、以後の実験に用いた。 

 

(1) CAFs の液性因子による肺がん細胞 A549 の増殖能への影響 

 肺がん細胞の増殖能に対して、CAFs の液性因子が与える影響を調べる為、生

細胞数を測定するWST法を用いて、クローンの培養上清下で培養した際のA549

の細胞数を検討した（Figure 12A）。各クローンの値は、Clone-1: 0.69 ± 0.08、

Clone-3: 0.71 ± 0.02、Clone-9: 0.76 ± 0.05、Clone-2: 0.67 ± 0.07、Clone-7: 0.67 

± 0.14、Clone-8: 0.69 ± 0.7 であった。更に骨分化能が高いクローン群と低い

クローン群の平均値を算出すると、コントロールの値に比べ、それぞれ高い値

を示したが（0.67 ±0.3 vs. 0.72 ± 0.02 vs. 0.69 ± 0.03）、有意差は見られなか

った（Figure 12B）。よって、CAFs の培養上清は、どちらの群も増殖能へ影響し

ない事が示された。 
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(2) CAFs の液性因子による肺がん細胞の幹細胞性への影響 

 幹細胞は、自己複製能と高い生存性を有する為、低密度の浮遊状態でも増殖

し、細胞塊スフェアを形成する事が知られている。そこで、肺がん細胞の幹細

胞性に対して、CAFs の液性因子が与える影響を調べる為、スフェアの形成能力

を評価した。CAFs クローンの培養上清中で A459 のスフェア形成を実施した所

（Figure 13）、リコンビナントの成長因子で調整されたコントロール培地に対す

る比を算出すると、各クローンの値は、Clone-1: 3.25 ± 0.51、Clone-3: 4.25 ± 

0.51、Clone-9: 2.25 ± 0.51、Clone-2: 1.25 ± 0.38、Clone-7: 2.00 ± 0.51、Clone-8: 

3.75 ± 0.33 となり、増加していた（Figure 14A）。クローンの骨分化能の高い群

と低い群の平均を算出した場合も、コントロールよりも有意に増加していた

（p<0.01）が、一方で、骨分化能の高い群と低い群の間には、有意な違いは見ら

れなかった（3.7 ± 0.3 vs. 3.0 ± 0.3）（Figure 14B）。この為、CAFs の液性因子

はがん細胞のスフェア形成を促進するが、その効果に骨分化能は相関しない事

が示唆された。 

 

(3) CAFs の液性因子による肺がん細胞の遊走能への影響 

 CAFs の液性因子が与える肺がん細胞の遊走能に対する影響を調べる為、創傷

部への細胞の移動を評価する創傷治癒法を実施した（Figure 15）。18 時間後の

A549 は、コントロールである無血清培地下では殆ど遊走を示さなかった(98.3±
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0.8%)。クローンの培養上清下で遊走を行わせた場合、創傷部への移動が見られ、

各クローンの創傷面積は、Clone-1: 89.6 ± 0.2%、Clone-3: 87.7 ± 1.0%、Clone-9: 

89.2 ± 1.2%、Clone-2: 91.8 ± 1.4%、Clone-7: 92.8 ± 0.2%、Clone-8: 91.5 ± 0%

に減少していた（Figure 16A）。更にクローンの骨分化能の高い群と低い群の平

均値を算出し、比較すると、有意に骨分化能が高い群が、創傷面積を減少させ

た(88.7±0.3% vs. 92.0±0.2%、p<0.01)（Figure 16B）。この結果により、骨分化能

の高い CAFs は、肺がんの遊走能を亢進させる作用が強い事が示唆された。 

 そこで、遊走促進に関わる液性因子を同定する為、実験に使用した 6 種のク

ローンに対し、がん細胞の遊走を促進させる液性因子として、TGF-β1、SDF-1、

HGF、EGF、PDGF-BB、VEGF-Aの発現を、PCR によって測定した。EGF と

PDGF-BB については、検出限度以下の発現であった（データ非表示）。また、

残りの 4 遺伝子については発現が検出されたが、骨分化能が高いクローン群に

特異的に発現が高い遺伝子は、認められなかった（Figure 17）。 

 

(4) CAFs の骨分化能と臨床病理学的項目との相関の検討 

CAFs を採取した 9 検体において、骨分化能(von Kossa 染色の定量値)と臨床病

理学的因子（Table 2）の相関を検討した（Figure 18）。性別と骨分化能に関して

は、von Kossa 染色の定量値は男性:7.4 ± 0.6% に対して女性: 4.1 ± 0.3%であ

り、男性の方が高い値を示したが、有意な差ではなかった。喫煙歴との関係で

は、有意な差を持って喫煙歴を有する方が高い von Kossa 染色の定量値を示した
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（3.8 ± 0.2% vs. 7.0 ± 0.5%、p < 0.05）。更に、がんの進行度（リンパ節転移

の有無）によって、早期がん（リンパ節転移なし）5 検体、進行がん（リンパ節

転移あり）4 検体を比較すると、6.6 ± 0.7% vs. 5.0 ± 0.4% であり、有意な差

を認めなかった。肺がんの組織学的種類によっても分類を行い、腺癌 7 検体と

大細胞神経内分泌癌（LCNEC）2 検体を比較した結果、4.7 ± 0.2% vs. 10.1 ± 

0.8%となり、LCNEC の方が高い値を示したが、有意差は示さなかった。最後に

脈管浸潤なし 3 検体と有り 6 検体を比較した。両群の間には有意差は検出され

なかったが、浸潤を呈していた方が高い値が示された（4.3 ± 0.2% vs. 6.7 ± 

0.5%）。 
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(v) 考察 

 本研究では、Ⅲ章で作製されたヒト肺腫瘍由来の CAFs から分離された骨の

MPCs クローンを用い、その液性因子が A549 の幹細胞性と遊走能を亢進する事

を示した。更に、遊走能の促進効果は、CAFs の有する骨分化能が高い方がより

強く、骨の MPCs が、がん細胞の遊走亢進を介して腫瘍進展に寄与する機能を

有する可能性を初めて示した。 

 線維芽細胞は、様々な機構でがんの進展に関与している。MSCs は、VEGF や

PDGF によって内皮細胞の血管新生を引き起こし[2]、腫瘍の栄養状態を改善し

たり、がん細胞を殺傷する免疫細胞に対し、TGF-β による免疫抑制を惹起した

りすることで、その生存を補助しているとされる[75]。このような間接的な作用

を起こす液性因子は、がん細胞にも直接的な作用をもたらす。がん細胞に対し

て、VEGF は遊走能、PDGF は増殖能をそれぞれ亢進する[76, 77]。また、SDF-1

は、MSCs が腫瘍間質中において発現が上昇する因子の１つであり、がん細胞の

遊走能の促進に作用する[78]。TGF-β もまた、上皮間葉転換（EMT）と呼ばれる

形質転換を引き起こす事により、がん細胞の幹細胞性や遊走能向上に寄与する

とされる[79]。他にもHGFおよびEGFは、増殖能と遊走能の促進に寄与する[80]。 

 骨分化能がより高いクローンの方が肺がん細胞の遊走能を亢進した結果によ

り、我々は、分化能を有さない CAFs よりも、より未分化で MSCs に性状が近い

MPCs は、MSCs と同様に、これら遊走能を促進するサイトカインの発現が高い

と予想した。しかしながら、検索した 6つの遺伝子、VEGF-A、PDGF-BB、TGF-β1、
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SDF-1、HGF、EGF の中で、分化能が低いクローンよりも骨の MPCs のクローン

群で発現の高いものは無かった。少なくとも、PDGF と EGF は、増殖能の亢進

にも作用するサイトカインである為、発現がほぼ見られなかった事は、CAFs の

培養上清が増殖能に影響しなかった結果（Figure 12）と、合致している。一方で、

SDF-1 や TGF-β、HGF については、MSCs 以外の CAFs においても分泌される

液性因子として知られている[81]。ただし、スフェアの形成数に差が見られなか

った為、分化能を有さない CAFs と同等の幹細胞性亢進作用がある事が示された。

こちらの作用に差が無いにも関わらず、遊走能への作用が異なった現象につい

ては、１つの因子が強く発現しているのではなく、複数の遊走促進因子の微細

な発現量の違いが複合した可能性と、サイトカイン以外の機構を有している可

能性が考えられる。例えば、細胞から放出される輸送小胞は、分泌に適したタ

ンパク質以外の分子を細胞間で伝達する事が可能である。中でも 40 ~ 100 nm 程

度のエクソソームは、miRNA の様な機能性の核酸を内包しており[82]、MSCs

やがん細胞もこのシステムを利用して他の細胞への情報伝達を行っている事が

知られている[83-85]。MSCs からの分化の過渡期として、MPCs が共通の機能を

残しているとすれば、エクソソームを利用している可能性は考えられる。その

場合、遺伝子の発現量のみでは、MPCs と MSCs や分化能を有さない線維芽細胞

との性質の違いを検出する事が困難である事が予想される。MPCs 特異的な機能

を詳細に同定する為には、サイトカイン以外の機序を視野に入れて検討を行う

必要もあると考える。 
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 臨床病理学的な検討を行い、性別、喫煙歴、がんの進行度および分類、脈管

浸潤の所見に基づいて検体間の骨分化能を比較したが、喫煙歴以外に明確な有

意差を示した項目は無かった。Ⅲ章にて述べた通り、喫煙は MSCs/MPCs の脂肪

分化を阻害する他、骨分化促進に作用する TNF-α に起因する炎症反応を惹起す

る為[86]、骨の MPCs の存在頻度を CAFs 中で増加させる可能性がある。また、

肺腺癌患者において、重度の喫煙者には、有意に血管浸潤所見が多い事が報告

されている[87]。脈管浸潤所見による CAFs の骨分化能の高さには、有意性はな

く、傾向に留まったが、この報告は、がん細胞の遊走能を促進させる骨の MPCs

の増加によって、血管浸潤が誘発される可能性を示唆している。性ホルモンは、

MSCs の分化能に影響を与える事が知られる。しかし、男性ホルモンであるテス

トステロンは、脂肪分化を抑制し[88, 89]、女性ホルモンであるエストロゲンは

骨分化を促進に作用する為[89]、結果的に骨分化促進的になる事には変わりなく、

性別による有意差が生じなかったと考えられる。LCNEC は、悪性度が高く、全

肺がん中の約 3％を占める、比較的希少な組織型であり[90]、その生物像はあま

り明らかではない。リンパ節転移や脈管浸潤の頻度が多く、男性の喫煙者に多

い事が知られており[91]、骨分化能が対照群よりも高い値を示した 3 つの因子と

相関している。実際に、検討した 2 検体についても男性の喫煙者かつ脈管浸潤

所見を示していた。LCNEC 自体もまた、骨分化能と有意に相関を示した因子で

はないが、その悪性の病態の機序に、骨の MPCs が寄与している可能性も考え

られる。  
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(vi) 結論 

 

 肺腫瘍由来の CAFs は、液性因子の分泌によって、A549 細胞の幹細胞性の亢

進と遊走能促進を行う機能を有する事を示した。更に骨分化能が高い CAFs は、

分化能を有さない CAFs よりも、遊走能の促進効果が高く、骨の MPCs は、遊走

能亢進を介した腫瘍進展機能を有する事が示された。本研究の成果は、有する

分化能によって、がん細胞の悪性化に対する機能が異なるという、新たな知見

を提供し、単細胞レベルの解析によって、がん微小環境の実像を明らかに出来

る事を提案するものである。 
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V. 総合考察 

  

(i) CAFs を構成する線維芽細胞が有する分化能の不均一性 

線維芽細胞は、広範な臓器に存在する細胞であり、解剖学的部位による性質

に違いがある事が分かっている[92, 93]。これらの差異は、器官発生時の転写調

節や、臓器機能の特異性に根差したものである事が示唆されている。一方で、

同一組織中の不均一性は、細胞外基質生産や分化能といった細胞機能を有する

かどうかに起因する[94]。これらの機能は、組織の恒常性維持に関与しており、

創傷に応じて、肝臓の星細胞は活性化型に形態変化し、心臓の線維芽細胞の一

部は内皮細胞へ転換する等、細胞応答の違いとして表れる。しかしながら、腫

瘍組織に存在する線維芽細胞には、個々の細胞機能の違いだけでなく、骨髄間

質組織由来の線維芽細胞が動員される事による臓器の違いに加え、ファイブロ

サイトや血球細胞等の細胞種から転換する事による、起源となる細胞種の違い

も存在し得る。更には、CAFs に特有な表現型を与えるがん細胞は、遺伝子の不

安定性によって不均一なゲノタイプを有している。幹細胞性が高い CSCs の様な

特殊なポピュレーションの存在、EMT およびその逆の現象である間葉上皮転換

（MET）等の形質変化を含めれば、がん細胞の性質も多様性に富んでいる。よ

って、CAFs の不均一性の形成には、正常組織よりも非常に多様な因子が関与し

ている。一定のマーカー発現に基づいた判別や濃縮は、CAFs が内包する複雑な

背景を排除し、本来の生物像から逸脱してしまう恐れがある。本研究では、我々
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は、クローンの作製による単細胞レベルの機能解析を、この問題を解決可能な

手法として用い、肺腫瘍由来の CAFs を構成している線維芽細胞の分化能を明ら

かにした。更にその中でも、骨分化能を有する MPCs は、がん細胞の遊走能亢

進によって腫瘍進展に寄与する可能性を示した。 

 個々の細胞の表現型を解析できる単細胞由来のクローンは、組織の生物像を

明らかにする上で有用なツールである。ただし本研究においては、この手法を

活用する上で、いくつかの課題が示された。 

まず 1 つは、クローンを作製する際に、ポピュレーションの偏りが生じる可

能性である。単一の細胞から長期培養を行うにあたり、線維芽細胞の細胞寿命

は短く、延長措置を行わなければクローン作製は困難であり、その操作によっ

て分化能に影響が及んではならない。hTERT は、細胞寿命の延長作用を持つ遺

伝子の中では、過剰発現によるがん化の危険が低い為に用いられたが、CAFs の

不死化には至らなかった。MSCs は、体細胞の中では未分化な細胞であり、生存

性が高い事が知られている。よってより終末分化の段階にある細胞の方が、ク

ローン作製中に死滅しやすく、分化能を有する CAFs がクローン内に濃縮されて

しまう事が考えられる。その場合、得られたクローンにおける特定の表現型の

存在頻度は、生体中の状態を反映できていない。CAFs のクローン 9 種の内、骨

分化能を示したものは 7 種であり、hVAFs において同様にクローンの作製を行

った際にも、48 種中と 25 種と、骨分化を示す細胞頻度は高くなっていた。また、

遺伝子導入操作を実施した時点で、クローン作製に使用した検体は脂肪分化能
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を示さなくなっていた。その為、hTERT の遺伝子導入による寿命延長では、骨

の MPCs 以外の線維芽細胞のクローン化が十分に出来ていないと考えられる。

存在頻度を含めた生物像を解明する為には、分化能に影響を与えず、より長期

の寿命延長が可能な手法の開発が必要となる。 

2 つ目の問題は、分化能の評価方法である。本研究では、骨分化能の指標とし

て、ALP 染色と von Kossa 染色の 2 つを用いたが、ALP 染色を指標とした場合

の定量値は、hTERT を遺伝子導入した際に、von Kossa の値に変化が見られなか

ったのに対して、低下していた。ALP は、分化初期段階における発現が見

られる他に [95]、胚性幹細胞等が発現する多能性マーカーとして用い

られる事もあり [96]、骨分化マーカーとしての特異性は高くない。一

方で、von Kossa 染色が可視化するカルシウム等の骨基質沈着は、分化

の後期段階に獲得する骨細胞に特異な機能である為 [97-99]、指標とし

ては確実である。この理由から、クローンの骨分化能の評価には、von 

Kossa 染色を用いた。一方で興味深い事に CAFs クローンでは、 von 

Kossa 染色と、ALP 染色の値が共に高いクローンは見られなかった

（Supplemental figure 7A）。また、hVAFs においても 48 種のクローン作製

を行ったが、こちらも同様に、クローンが高い値を示すのは、ALP 染

色と von Kossa 染色のどちらか一方であった（Supplemental figure 7B）。よ

って、CAFs 特有の現象ではないと判断できる。ALP 陽性と骨基質沈

着が、骨分化の初期と後期を示す事から、各染色法で高い値を示した
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クローンは、進行可能な分化段階が異なっていた可能性が考えられる。

骨分化は、転写因子 RUNX2 がマスターレギュレーターとして作用し

て分化が開始される [100]。培養上清を実験に使用した 6 種の CAFs ク

ローンにおいて、RUNX2 の発現を検討した結果（Supplemental figure 8A）、

ALP 染色と von Kossa 染色の定量値とは相関が見られなかった。また、

幹細胞マーカーとして知られる SOX2、OCT3/4、C-MYC、KLF4[101, 102]

の発現も同様であった（Supplemental figure 8B-E）。よって、クローンが、

骨分化における初期、後期段階のどちらの指標を示すかには、定常時

の RUNX2 発現や、細胞の未分化性は関与していない事になる。考え

られる要因としては、RUNX2 の発現亢進に関わるシグナル経路には、

BMP/Smads や Wnt/β カテニンによる複数の機序が知られており [103]、

それらの上流経路の発現による違いが挙げられる。また、骨分化が後

期段階に移行する為には、RUNX2 の発現低下に伴う Osx 遺伝子の発

現上昇が必要であり [104-106]、ALP 染色のみ陽性のクローンは、この

機構が働いていない可能性がある。ALP を骨分化マーカーとして見た

場合に、どのような意義を示しているかどうかを明らかにする為には、

分化機構の経路や段階に着目した解析が必要になる。  

 最後に挙げられる課題は、MSCs/MPCs の判定基準として用いる分化

系列である。RUNX2 は、軟骨分化の初期段階においても必要とされる

因子である [107]。脂肪分化の機構において、マスターレギュレーター
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である PPARγ は [108]、骨分化を抑制する。逆に骨分化促進に作用する

ERK シグナルは、PPARγ のリン酸化によって脂肪分化を抑制する [109]。

同様に骨分化を促進し、脂肪分化を抑制する Msx2 遺伝子は [110, 111]、

軟骨分化の成熟に作用し [112]、骨格筋への分化に抑制的に作用する

[113]。更には、筋分化の制御因子である MyoD は、PPARγ との間に拮

抗的な作用を有し、互いの分化を抑制する [114]。この様に、骨、脂肪、

筋肉、軟骨の分化機構は、それぞれの分化系列との共通性や排他性を

有しており、分化進行によってどの系列への分化能が喪失されていく

かは、ある程度の傾向があると予想される。CAFs という細胞集団が

いかにして形成されているかを詳細に解明する為には、骨と脂肪以外

の細胞系列への分化能についても、検討が必要になると考えられる。  

 

(ii) がん進展における分化能を有する CAFs の機能 

腫瘍の微小環境および、それを構築する細胞の相互作用は、がんの進展や治 

療に対する応答性に影響を与える。よって、悪性化したがんは、がん進展へ促

進的な細胞によって構成された微小環境を有している可能性が高い。乳がんに

おいては、がん細胞の生存促進につながるAkt シグナルの基質であるGirdinが、

CAFs においても発現・活性化し、腫瘍進展を補助している事が知られている

[115]。また、肺がんにおいても、CSCs のマーカーとしての報告がなされている

Podoplanin の発現が、CAFs でも見受けられ、そのポピュレーションが、より腫
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瘍進展に促進的である事を、当研究室では報告してきた[116-118]。この様に、が

ん細胞は、CAFs に対してある種の教育や同調を行い、がん進展促進的なポピュ

レーションを選別している事が考えられる。本研究では、肺腫瘍由来の CAFs

には脂肪分化能を示す細胞が含まれておらず、分化能を有さない CAFs よりも遊

走能亢進に働く骨の MPCs が存在する事を明らかにした。更に、A549 の培養上

清を処理した hVAFs は、脂肪への分化が減退する事を示した。これは、肺がん

細胞が液性因子を介して、脂肪分化能を有する細胞の頻度を減少させる事で、

骨の MPCs を選択的に CAFs 内に残している可能性を示している。 

A549 に対して、hVAFs の培養上清を用いて、WST 法、スフェア形成法、創傷

治癒法を実施した場合、増殖能に関してはコントロールに比べて有意に増加さ

せた（Supplemental figure 9A）。一方で hVAFs の培養上清のスフェア形成促進作

用は骨分化能が低いクローン群と同等であるが（Supplemental figure 9B）、遊走

能には影響を与えなかった（Supplemental figure 9C）。 hVAFs と CAFs の骨分化

能は同等である為、同様の遊走能促進効果が期待できる筈である。この結果に

対しては、hVAFs に含まれる骨の MPCs 以外のポピュレーションには、増殖能

を促進させる細胞、遊走能に影響しない、もしくは抑制する細胞も存在してい

る事も考えられた。一方、クローンの作製に用いた CAFs の検体の初代培養株の

培養上清を用いてスフェア形成と創傷治癒を行わせた場合、スフェア形成はク

ローン 6 種より若干強く促進され（Supplemental figure 9B）、遊走能促進は低分

化能群と同等であった（Supplemental figure 9C）。CAFs の初代培養株中では、骨
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分化能を有さない線維芽細胞が支配的であるとすれば、スフェア形成や、遊走

能促進の効果が、それらのクローンと同等である事は矛盾せず、hVAFs と比較

して、既に遊走能促進的でないポピュレーションが含有されていない事も予想

できる。但し、hVAFs が A549 の培養上清によって影響を受けた事により、遊走

能促進的な細胞集団となるかどうかについては、培養上清処理された hVAFs や、

脂肪の MPCs を含む hVAFs クローンによる検討を行い、確かめる必要がある。 

肺がんは骨転移を引き起こしやすい事で知られる。Paget が唱えた「種と土壌

説」に従えば[119]、転移先の微小環境は、腫瘍の形成と進展にとって優位性を

持ち、骨に存在する細胞は、がん進展に促進的な表現型を有する事になる。骨

転移性の前立腺がん細胞は、FGF9 の分泌を介して、MSCs の骨分化を促進する

事が報告されている[120]。更に、肺がんにおいては、実際に異所性骨化を引き

起こす事例が報告され、骨分化を誘導する BMP2 の発現が、がん細胞において

高い事が知られる[121]。よって、骨形成環境は、それを好むがん細胞によって

腫瘍中に誘導され、がん進展を促進していると考えられる。特に BMP2 はがん

細胞の遊走能と幹細胞性を亢進する液性因子としても知られ[122, 123]、骨分化

促進的な微小環境と、我々が示したがん進展作用は相関していると見られる。

現状では、肺がん細胞による脂肪分化能の低下、および骨の MPCs が有する遊

走能促進作用が、どのような液性因子に因るかは、不明である。BMP2 は、MSCs

自身も産生する分子であり[124]、このような、骨形成環境を促進させる因子を

相互に分泌している可能性は十分に考えられる。今後、がん細胞側についても、
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骨形成環境を好むかどうかに着目して検討を行うことが、解明の糸口になるか

もしれず、その分子は、骨転移性がんの治療標的となる事が期待される。 
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VI. 結論 

 

 ヒト肺腫瘍由来の CAFs は、MSCs を含有せず、様々な骨分化能を有する MPCs

と分化能を有さない線維芽細胞で構成される細胞集団である事を示した。この

中で、骨の MPCs は、肺がん細胞の遊走能促進を介して、がん進展に寄与する

可能性を示した。本研究で得られた成果は、単細胞レベルの解析によって、が

ん微小環境を構成する分化能の異なる線維芽細胞は、それぞれにがん進展に対

する機能が異なる事を示す知見である。 
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IX. 図表の説明 

 

Table 1. 定量的 RT-PCR に用いたプライマーの配列情報 

 

 

Table 2. CAFs を採取した検体の臨床病理学的因子の情報 

 

 

Figure 1. 線維芽細胞の採取と形態像  

(A) 各線維芽細胞の採取部位を示す。（左: CAFs、右: hVAFs） 

(B) 各 9 検体の肺がん患者より採取された線維芽細胞の初代培養株の形態像を

示す。（左: CAFs、右: hVAFs） （Scale bar = 100 μm） 

 

 

Figure 2. 骨分化誘導した線維芽細胞の染色像  

(A) CAFs/hVAFs 初代培養株の骨分化誘導後の ALP 染色像（青色陽性）。 

(B) CAFs/hVAFs 初代培養株の骨分化誘導後の von Kossa 染色（黒色陽性）。 

（Scale bar = 100 μm） 
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Figure 3. 脂肪分化誘導した線維芽細胞の染色像  

CAFs/hVAFs 初代培養株の脂肪分化誘導後の Oil red O 染色像（赤色陽性）。 

（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Figure 4. 線維芽細胞初代培養株の骨分化能の定量値  

(A)  CAFs/hVAFs 初代培養株の ALP 染色に基づいた骨分化能の定量値。 

(B)  CAFs/hVAFs 初代培養株の von Kossa 染色に基づいた骨分化能の定量値。 

(mean±SEM, N=9, * : P<0.05, ** : P<0.01) 

 

 

Figure 5. 線維芽細胞初代培養株の脂肪分化能の定量値  

CAFs/hVAFs 初代培養株の脂肪分化誘導後の Oil red O 染色に基づいた脂肪分化

能の定量値 

(mean±SEM, N=9, * : P<0.05, ** : P<0.01) 

 

 

Figure 6. CAFs への hTERT 遺伝子導入の確認  

(A) Control（左）および hTERT（右）のレンチウイルスベクターの遺伝子操作

実施後の CAFs(検体 2)の形態像。 
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（Scale bar = 100 μm） 

(B)  CAFs(検体 2)の hTERT 遺伝子導入細胞は hTERT の mRNA 発現が初代培

養株よりも上昇している。 

 

 

Figure 7. hTERT 遺伝子導入した CAFs は骨分化能を維持する  

(A) Controlベクターおよび hTERTを遺伝子導入した CAFs(検体 2)のALP染色像

（左：青色陽性）と von Kossa 染色像（右：黒色陽性）。（Scale bar = 100 μm） 

(B) Control ベクターおよび hTERT を遺伝子導入した CAFs(検体 2)の ALP 染色

（左）と von Kossa 染色（右）に基づいた骨分化能定量値。 (mean±SEM, N=3, * : 

P<0.05, ** : P<0.01) 

 

 

Figure 8. 単細胞由来クローンの作製手順  

CAFs を限界濃度で 96 well plate に播種し、単一の細胞（*で記す）である事を光

学顕微鏡によって確認した細胞を、384 well plate に再播種し、以後コンフルエン

トになる度に、より大きな容器に継代を続けた。最終的に 10 cm dish でコンフル

エントとなった細胞をクローンとして扱った。 
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Figure 9. 単細胞由来 CAFs のクローンの形態像  

単細胞由来の CAFs クローンを 9 種作製した。 

（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Figure 10. 骨分化誘導された単細胞由来 CAFs クローンの染色像  

単細胞由来 CAFs クローンの von Kossa 染色像の代表例（左:clone 1、右:clone 7）。

（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Figure 11.単細胞由来 CAFs クローンの骨分化能 の定量値 

単細胞由来 CAFs クローンの von Kossa 染色に基づいた骨分化能定量値。(mean

±SEM) 

 

 

Figure 12. 単細胞由来 CAFs クローン培養上清による A549 の増殖能への影響  

(A)各クローンの培養上清下における A549 の増殖能を WST 法により測定。 

(B)A549 の増殖能の骨分化能が高いクローン群と低いクローンによる平均値。

(mean±SEM, n=12) 
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Figure 13. 単細胞由来 CAFs クローン培養上清下における A549 のスフェア形成  

単細胞由来 CAFsクローン培養上清下で A549 のスフェア形成を実施した際の光

学顕微鏡像（上：4 倍率、下：10 倍率）。（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Figure 14. 単細胞由来 CAFs クローン培養上清による A549 の幹細胞性への影響  

(A)各クローンの培養上清下における A549 のコントロール培地（EGF、bFGF、

HGF:20 ng/ml）に対するスフェア形成割合。 

(B)A549 のスフェア形成割合の骨分化能が高いクローン群と低いクローンによ

る平均値。(mean±SEM, N=3) 

 

 

Figure 15.単細胞由来 CAFs クローン培養上清下における A549 の遊走能  

単細胞由来 CAFsクローン培養上清下で A549 の創傷治癒を実施した際の光学顕

微鏡像（左：開始時、右：18 時間後）。（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Figure 16. 単細胞由来 CAFs クローン培養上清による A549 の遊走能への影響  

 (A)各クローンの培養上清下における A549 の各時間（開始時、6、12、18 時間
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後）の創傷面積割合。 

(B) 18時間後におけるA549の創傷面積割合の骨分化能が高いクローン群と低い

クローンによる平均値。(mean±SEM) 

 

 

Figure 17. 単細胞由来 CAFs クローンの各種遊走因子の発現  

単細胞由来 CAFs クローン 6 種における A:VEGF-A、B:TGF-β1、C:SDF-1、D: 

HGF の mRNA 発現。PDGF-BB および EGF の検討も実施したが、検出されなか

った。 

 

 

Figure 18.臨床病理学的因子と骨分化能の相関  

9 検体の CAFs を、5 つの臨床病理学的因子 A:性別（男性=5 vs. 女性=4）、B:喫

煙歴（無= 3vs.有 =6）、C: リンパ節転移に基づく進行度（早期=5 vs. 進行=4）、

D: 組織型（腺がん=7 vs. LCNEC=2）、E:脈管浸潤所見（VI : Vascular Invasion 

） （無=3 vs. 有=6）に基づいて分類し von Kossa 染色に基づいた骨分化能定量

値を比較した。(mean±SEM, * : P<0.05, ** : P<0.01) 

 

 

Supplemental figure 1. NCAFs の形態像  
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検体より採取された NCAFs の形態像。 

（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Supplemental figure 2. 骨/脂肪分化誘導した NCAFs の染色像  

(A) NCAFs の骨分化誘導後の ALP 染色像（青色陽性）。 

(B) NCAFs の骨分化誘導後の von Kossa 染色像（黒色陽性）。 

(C) NCAFs の脂肪分化誘導後の Oil red O 染色像（赤色陽性）。 

（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Supplemental figure 3. NCAFs の骨/脂肪分化能  

(A) NCAFs の ALP 染色に基づいた骨分化能の定量値。 

(B) NCAFs の von Kossa 染色に基づいた骨分化能の定量値。 

(C) NCAFs の Oil red O 染色に基づいた脂肪分化能の定量値。 

(mean±SE, N=9, ** : P<0.01) 

 

 

Supplemental figure 4. A549 の培養上清処理は hVAFs の脂肪を減退させる  

1.0×10
6個を 10 cm dish に播種後 2 日目に MF 培地に交換し、1 日培養後に回収
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された hVAFs（コントロール）、A549 の培養上清を、hVAFs に 3 日間処理し、

分化誘導を実施した。 

(A)A549 培養上清処理後の hVAFs の ALP 染色像（青色陽性）。 

(B) A549 培養上清処理後の hVAFs の von Kossa 染色像（黒色陽性）。 

(C) A549 培養上清処理後の hVAFs の Oil red O 染色像（赤色陽性）。 

（Scale bar = 100 μm） 

 

 

Supplemental figure 5. A549 の培養上清処理は hVAFs の脂肪分化能を低下させる  

(A) A549 培養上清処理後の hVAFs の ALP 染色に基づいた骨分化能の定量値。 

(B) A549 培養上清処理後の hVAFs の von Kossa 染色に基づいた骨分化能の定量

値。 

 (C) A549 培養上清処理後の hVAFs の Oil red O 染色に基づいた脂肪分化能の定

量値。 

 (mean±SE, N=3, * : P<0.05, ** : P<0.01) 

 

 

Supplemental figure 6. CAFs/hVAFs の検体毎の骨/脂肪分化能  

(A) CAFs/hVAFs の ALP 染色に基づいた骨分化能定量値の散布図。 

(B) CAFs/hVAFs の von Kossa 染色に基づいた骨分化能定量値の散布図。 
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(C) CAFs/hVAFs の Oil red O 染色に基づいた脂肪分化能定量値の散布図。 

 

 

Supplemental figure 7. CAFs/hVAFs のクローン毎の ALP、von Kossa 定量値 

(A)単細胞由来 CAFs クローン 9 種の ALP 染色と von Kossa 染色に基づいた骨分

化能定量値の散布図。 

(B) hTERT 遺伝子を導入し、FACS による single sorting により作製された単細胞

由来 hVAFsクローン 48種の ALP染色と von Kossa染色に基づいた骨分化能定量

値の散布図。 

 

 

Supplemental figure 8. CAFs クローンの骨分化制御因子と幹細胞マーカーの 

発現  

単細胞由来 CAFs クローン 6 種における A:RUNX2、B:SOX2、C:OCT3/4、D: 

KLF4、E:C-MYC の mRNA 発現。 

 

 

Supplemental figure 9. CAFs/hVAFs 初代培養株由来の培養上清による A549 の 

増殖能、幹細胞性、遊走能への影響  

(A) hVAFs 初代培養株由来の培養上清下における A549 の増殖能を WST 法によ
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り測定。(mean±SEM, n=12) 

(B) CAFs/hVAFs 初代培養株由来の培養上清下における A549 のコントロール培

地（EGF、bFGF、HGF:20 ng/ml）に対するスフェア形成割合。(mean±SEM, N=3) 

(C) CAFs/hVAFs 初代培養株由来の培養上清下における 18 時間後の A549 の創傷

面積割合。(mean±SEM) 
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X. 図表 

 

Table 1. 定量的 RT-PCR に用いたプライマーの配列情報 

 

Primers for qRT-PCR   

Gene  Forward  Reverse  

hTERT  5’-ACGGTGTGCACCAACATCTACAA-3’  5’-TCAGAGATGACGCGCAGGA-3’  

GAPDH  5’- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’  5’- ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3’  

HGF 5’- ACTGCAGACCAATGTGCTAATAGA -3’ 5’- CACTCCACTTGACATGCTATTGA -3’ 

EGF 5’- TCAGCCAGCAGATGGGAATG -3’ 5’- TTCAGGGCTGTATGGGCAAAGTA -3’ 

VEGF-A 5’- CATCCAATCGAGACCCTGGTG -3’ 5’- TTGGTGAGGTTTGATCCGCATA -3’ 

PDGF-BB 5’-GTGGCTGGACTGGCCAAATAG -3’ 5’-ATGGAGGTCATGTGGACAGCA -3’ 

TGF-β1 5’-AGCGACTCGCCAGAGTGGTTA -3’ 5’-GCAGTGTGTTATCCCTGCTGTCA -3’  

SDF-1 5’- TGTGCATTGACCCGAAGCTAA-3’ 5’- GGTTTCAGAGCTGGGCTCCTAC-3’ 

RUNX2 5’-CACTGGCGCTGCAACAAGA -3’ 5’-CATTCCGGAGCTCAGCAGAATAA -3’ 

SOX2 5’-CCAAGATGCACAACTCGGAGA -3’ 5’-CCGGTATTTATAATCCGGGTGCT -3’ 

OCT3/4 5’- GTGCCGTGAAGCTGGAGAA-3’ 5’-TGGTCGTTTGGCTGAATACCTT -3’ 

KLF4 5’-AAGAGTTCCCATCTCAAGGCACA -3’ 5’- GGGCGAATTTCCATCCACAG-3’ 

C-MYC 5’-GGAGGCTATTCTGCCCATTTG -3’ 5’-CGAGGTCATAGTTCCTGTTGGTG -3’ 

 

 



Table 2.  

 

Clinicopathological characteristics  

検体 組織型 性別 喫煙歴 脈管浸潤 ステージ 

1  Adenocarcinoma 女性 無 有 pT2aN2M0,  Stage IIIA  

2  Adenocarcinoma 男性 無 無 pT2N0M0,   Stage IB  

3  LCNEC  男性 有 有 pT2N0M0,   Stage IB  

4  LCNEC  男性 有 有 pT2N0M0,   Stage IB  

5  Adenocarcinoma 女性 有 有 pT1bN2M0,  Stage IIIA  

6  Adenocarcinoma 女性 無 有 pT1aN2M0,  Stage IIIA  

7  Adenocarcinoma 女性 有 無 pT1bN0M0,  Stage IA  

8  Adenocarcinoma 男性 有 無 pT1aN0M0,  Stage IA  

9  Adenocarcinoma 男性 有 有 pT1aN1M0,  Stage IIA  

LCNEC; Large cell neuroendocrine carcinoma 

 

Suda Y et al., J Cancer Res Clin Oncol. 2016, Supplementary Table 1 (Modified) 

doi: 10.1007/s00432-016-2171-y. MOESM8  

 



Figure 1. 線維芽細胞の採取と形態像  
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Figure 2 . 骨分化誘導した線維芽細胞の染色像 
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Figure 3. 脂肪分化誘導した線維芽細胞の染色像 
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Figure 4. 線維芽細胞初代培養株の骨分化能の定量値 
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Figure 5. 線維芽細胞初代培養株の脂肪分化能の定量値 

Suda Y et al., J Cancer Res Clin Oncol. 2016, Fig1 (Modified) 
doi: 10.1007/s00432-016-2171-y. Fig1 
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Figure 6. CAFsへのhTERT遺伝子導入の確認  
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Figure 7. hTERT遺伝子導入したCAFsは骨分化能を維持する 
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Figure 8. 単細胞由来クローンの作製手順 
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Figure 9. 単細胞由来CAFsのクローンの形態像 

Clone 1 

Clone 7 

Clone 2 Clone 3 

Clone 4 Clone 5 Clone 6 

Clone 8 Clone 9 

Suda Y et al., J Cancer Res Clin Oncol. 2016, SFig3 (Modified) 
doi: 10.1007/s00432-016-2171-y. MOESM3 



Figure 10. 骨分化誘導した単細胞由来CAFsクローンの染色像 
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Figure 11. 単細胞由来CAFsクローンの骨分化能の定量値 
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Figure 12. 単細胞由来CAFsクローン培養上清による 

                  A549の増殖能への影響 
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Figure 13. 単細胞由来CAFsクローン培養上清下における 

                  A549のスフェア形成 
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Figure 14. 単細胞由来CAFsクローン培養上清による 

                  A549の幹細胞性への影響 
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Figure 15.単細胞由来CAFsクローン培養上清下における 

                  A549の遊走能 
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Figure 16. 単細胞由来CAFsクローン培養上清による 

                  A549の遊走能への影響 
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Figure 17. 単細胞由来CAFsクローンの各種遊走因子の発現 
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Figure 18. 臨床病理学的因子と骨分化能の相関 
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Supplemental figure 1. NCAFsの形態像 

NCAFs 

Suda Y et al., J Cancer Res Clin Oncol. 2016, SFig1 (Modified) 
doi: 10.1007/s00432-016-2171-y. MOESM1 



Supplemental figure 2. 骨/脂肪分化誘導したNCAFsの染色像 
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Supplemental figure 3. NCAFsの骨/脂肪分化能 

Suda Y et al., J Cancer Res Clin Oncol. 2016, SFig5 (Modified) 
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Supplemental figure 4. A549の培養上清処理はhVAFsの      

                                        脂肪を減退させる 
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Supplemental figure 5. A549の培養上清処理はhVAFsの 

                 脂肪分化能を低下させる 
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Supplemental figure 6. CAFs/hVAFsの検体毎の骨/脂肪分化能 
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Supplemental figure 7. CAFs/hVAFsのクローン毎の 

                 ALP、von Kossa定量値 
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Supplemental figure 8. CAFsクローンの骨分化制御因子と 

                 幹細胞マーカーの発現 
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Supplemental figure 9. CAFs/hVAFs初代培養株由来の 

                  培養上清によるA549の増殖能、 

                 幹細胞性、遊走能への影響 
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