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研究成果の概要（和文）：癌性骨痛の新たな治療標的の解明により、難渋する疼痛緩和や個別化医療実現への貢
献が期待される。癌性骨痛モデルマウスのマイクロアレイ解析の結果より、腫瘍細胞由来の骨痛発現分子として
のセマフォリン3A（Sema3A）を見出した。Sema3A遺伝子のノックダウンやSema3A細胞内シグナルの阻害により、
腫瘍細胞の増殖や癌性骨痛の形成が抑えられた。本研究成果は、Sema3Aが難治性の骨転移痛に対する治療標的に
なりうることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of potential therapeutic targets for bone cancer pain would 
contribute to relief of the intractable and unbearable pain. We used microarray analysis to reveal 
upregulation of semaphorin 3A (Sema3A) in the model mice for bone cancer pain. Knockdown of Sema3A 
and inhibition of Sema3A cellular signaling attenuated the tumor growth and the development of the 
pain. These results suggest that Sema3A is a potential therapeutic target molecule for the 
development of bone cancer pain.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
がん性疼痛は、QOL の著しい低下を招く。

痛みの原発部位の多くは骨組織であり、その
ほとんどが骨転移に起因する。現在、オピオ
イドを中心とする疼痛治療がWHO方式に従い
行われてきたが、疼痛緩和が不十分な症例が
報告されている。さらに、骨転移痛の存在が
生存率の低下と相関するという臨床成績も
あり、緩和療法の質のさらなる向上が急務と
されている。がん性骨痛は、国内外の基礎研
究の成果から、腫瘍由来発痛物質や破骨細胞
による骨破壊が侵害受容器を刺激すること
により生じるとされている。しかし、骨微小
環境においていかなる細胞種が、どの疼痛惹
起分子の産生を介して細胞間相互作用を生
じ、痛みが発生するのか、その全容は解明さ
れていない。さらに、転移の進行、腫瘍の増
殖、そして骨痛を含む骨関連事象の包括的治
療は十分とはいえない。 
セマフォリンファミリーは神経軸索伸長

のガイダンス因子として同定され、その後、
免疫、がん、骨代謝への関与が示されてきた。
Sema3A はがん抑制分子として考えられてき
たが、最近は、むしろがんを進行させる補助
因子としての報告もある。一方、疼痛分野の
研究においては、sema3A の機能的役割につい
て 1件のみ報告されている。しかし、末梢神
経障害性疼痛モデルを用いたものであり、が
ん性骨痛への関与についての報告は全くな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが見出した sema3A

によるがん性骨痛の制御機構を解明する。
『溶骨性骨がん痛において、腫瘍細胞由来
sema3A は疼痛形成分子としてはたらき、その
シグナルの賦活は骨痛を進展させる』とする
仮説を提唱し、がん性骨痛モデルを用いた以
下の実験により検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)がん性骨痛モデルを用いたsema3Aシグナ
ルの機能的関与の解明 
① C57/Bl6 マウスにマウス肺癌由来腫瘍細
胞 LLC を大腿骨骨髄腔に移植して、癌性骨痛
モデルマウスを作製した。腫瘍の増殖と
Sema3A 発現量について解析し、骨痛強度との
相関性を調べた（図 1）。 
② Sema3A の発現細胞種を免疫組織化学的染
色により決定した（図 2）。 
(2)培養細胞を用いたsema3Aシグナルの細胞
表現型に及ぼす影響の解明 
① loss of function の視点から、Sema3A 産
生細胞の表現型変化における sema3A の機能
的役割を決定した。具体的には、レンチウイ
ルスベクターを用いた RNAi 法にて、Sema3A

遺 伝 子 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た LLC 株
（shSema3A-LLC）を樹立し、マウスに移植す
ることにより腫瘍形成能ならびに疼痛行動
の発現について解析した。対照群として、
scramble shRNA を 導 入 し た LLC 株
（scramble-LLC）を使用した。（図 3） 
② sema3A 細胞内シグナル伝達を解析するた
めに、sema3Aおよびその受容体であるPlxnA1
をノックダウンした LLC 細胞を用いて、その
増殖および mTOR 阻害剤の効果を検討した。 
③  LLC 腫瘍細胞の悪性度評価の観点から、
抗癌剤感受性及び幹細胞生存に及ぼす
Sema3A ノックダウンの影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）骨がん性疼痛モデルにおける腫瘍細胞
増殖と Sema3A の上方調節 
 マウス肺癌細胞由来LLC細胞をマウス大腿
骨に移植すると、進行性に増殖し（図 1A）、
大腿骨における Sema3A mRNA の発現上昇が見
られた（図 1B）。これに伴い、移植側後肢へ
の体重負荷が減少した（図 1C）。 

大腿骨組織切片の免疫組織化学的染色実験
により、抗 Sema3A 抗体免疫陽性反応が骨皮
質および骨髄腔内にみとめられた。このうち、
移植 LLC 細胞における発現が顕著であった
（図 2）。 



(2)移植腫瘍細胞の増殖に及ぼすSema3A遺伝
子ノックダウンの影響 
 レンチウイルスベクターを用いた RNAi 法
にて、Sema3A 遺伝子をノックダウンした LLC
株（shSema3A-LLC）を樹立し、腫瘍増殖に及
ぼす影響を調べた。shSema3A ベクターを導入
した LLC 細胞のうち、Sema3A mRNA ノックダ
ウンが 2 つのクローンでみとめられた
（shSema3A #1 および shSema3A #2；図 3A）。
これらを移植したところ、対照群である
Scramble ベクターを導入した細胞の移植群
に比べて、骨髄腔内における増殖は減弱して
いた（図 3B-E）。移植マウスについて、weight 
bearing 法による疼痛測定を行ったところ、
scramble 群における体重負荷重量の低下は、
shSema3A #1 移植群および shSema3A #2 移植
群の何れにおいても、減弱していた。 

 
（3）腫瘍細胞増殖における Sema3A シグナル
の関与 
 培養実験における細胞増殖曲線の検討か
ら、shSema3A#1 および#2 群は scramble 群と
比較して、増殖の速度が低下していた（図 4A）。
Sema3A ノックダウン株の樹立と同様の方法
で、Sema3A の膜受容体である PlxnA1 のノッ
クダウン LLC 細胞株を樹立し（shPlxnA1#1 お
よび shPlxnA1#2）、Sema3A の細胞シグナルの
関与を検討した。 
増殖曲線の結果より、PlxnA1 のノックダウン
は増殖速度が低下した（図 4B）。続いて、
Sema3A が自己分泌により細胞増殖を促進性

に制御し、その細胞内シグナル伝達系として
mTOR 経路を介するという仮説を考案し、これ
を検証した。組換え型 Sema3A の培養液中へ
の添加は、細胞増殖の低下を減弱した。さら
に mTOR 阻害剤の rapamycin の添加は組換え
型 Sema3A による細胞増殖能の回復を抑制し
た（図 4C）。 
 
（4）抗がん薬感受性および癌幹細胞増殖能
に対する Sema3A ノックダウンの影響 
 LLC細胞の悪性度におけるSema3Aの関与を
調べるために、チロシンキナーゼ阻害薬ゲフ
ィチニブの毒性及びLLC癌幹細胞のスフィア
形成能に及ぼす影響を検討した。ゲフィチニ
ブの毒性は shSema3A#1 および#2 何れのクロ
ーンにおいても低下していた（図 5A）。浮遊
培養法により形成するLLC癌幹細胞のスフィ
アの数を評価したところ、shSema3A#1 および
#2 何れのクローンにおいても、scramble 群
に比べてスフィア数は減少していた（図 5B）。 
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