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研究成果の概要（和文）：骨転移を有する微小環境において発現制御される疼痛関連分子の同定を目的とし、ラット骨
転移モデルの後根神経節を用い遺伝子発現解析を行った。骨転移により発現が誘導される因子としてMatrix metallopr
oteinase (MMP)13ならびにP2x7受容体が同定された。骨転移巣に豊富に存在するIL-1やTNF-αは、神経節におけるMMP1
3発現を増加させ、骨融解を促進させることで腫瘍進展ならびに疼痛発現に関与すると考えられた。また、P2x7受容体
の発現を誘導する因子の１つとして、腫瘍巣において形成されるアシドーシスの影響が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Gene expression analysis was performed using by dorsal root ganglions (DRG) of 
rat bone metastasis model. It was revealed that matrix metalloproteinase (MMP) 13 and P2x7 receptor were 
up-regulated in DRG with bone metastatic microenvironment. Cytokines such as IL-1 and TNF-a, abundant in 
bone metastatic foci, increased the MMP13 mRNA expression in organ cultured DRG. It was considered that 
up-regulated MMP13 expression accelerate the osteolysis, which in turn contribute tumor progression and 
development of pain. In addition, it was suggested that acidic microenvironment in tumor is one of the 
factors, which induced the expression of P2x7 receptors in DRG.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
	
 
	
 骨は、癌性疼痛を引き起こす部位として最
も頻度が高く、そのほとんどが癌の骨転移に
起因することが知られている。しかしながら、
骨転移に伴う疼痛は、NSAIDs のような末梢性
鎮痛薬、あるいはモルヒネなどの中枢性鎮痛
薬による除痛効果が十分に得られない場合
が多い。一方、破骨細胞の特異的阻害剤が骨
痛を軽減するという報告（Kohno	
 et	
 al.,	
 J	
 
Clin	
 Oncol	
 2005）は、疼痛の誘発における
破骨細胞性骨融解の関与を強く示唆するも
のである。このように、「骨」という特殊な
微小環境における痛みの発生メカニズムは、
非常に複雑であることが推察される。	
 
	
 申請者はこれまで癌性骨痛の動物モデル
を確立し、その病態評価を行ってきた。その
結果、溶骨性の特徴を持つ腫瘍では、脛骨転
移モデルにおいて患側後肢の自発痛ならび
に刺激に対する痛覚過敏反応を経時的に検
出することを見出した。さらに、酸性領域に
集積する蛍光色素アクリジンオレンジを用
いた検討から、骨転移巣が酸性環境を呈して
いることを in	
 vivo で明らかにした。	
 
	
 そこで、疼痛の発現における酸性環境の影
響を明らかにするため、酸感受性受容体であ
る transient	
 receptor	
 potential	
 vanilloid	
 
subtype	
 1	
 (Trpv1)に着目した。知覚神経の
細胞体の集合である後根神経節	
 dorsal	
 root	
 
ganglion	
 (DRG)では、神経伝達物質の１つで
あ る calcitonin	
 gene	
 related	
 peptide	
 
(CGRP)と Trpv1 を共発現する神経細胞が多く
認められた。また、培養神経細胞ならびに DRG
器官培養系を用いた検討から、酸性刺激は、
知覚神経に発現している Trpv1 を活性化させ、
転写因子 CREB のリン酸化を介して CGRP の発
現を誘導していることが明らかとなった
（Nakanishi	
 et	
 al.,	
 Mol	
 Biol	
 Cell	
 2010）。	
 
	
 しかしながら、Trpv1 の発現や活性化の制
御メカニズムは未だ解明されておらず、骨転
移の微小環境と DRG の分子病態変化との関わ
りについても不明である。	
 
	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 
(1)	
 癌性骨痛の発生に関与する因子の同定	
 
知覚神経内において、骨転移巣の影響を受け
て発現が制御される因子を明らかにするた
め、骨転移モデル動物の後根神経節を用い、
遺伝子発現解析を行う。	
 
	
 
(2)	
 神経細胞内におけるシグナル伝達経路
の解析	
 
発現解析により得られた候補遺伝子につい
て、培養神経細胞に過剰発現させ、これらの
遺伝子を介した神経細胞の活性化を評価す
る。その際に、神経活動に重要とされる転写
因子や神経伝達物質の発現などを指標に検
討を行う。	
 

(3)	
 酸感受性受容体との相互作用の検討	
 
疼痛の発生には、神経細胞内において複数の
分子がネットワークを形成し、相互に発現を
制御している可能性が考えられる。そこで、
既に癌性骨痛への関与が示唆されている酸
感受性受容体の発現および機能において、発
現解析により得られた分子による調節機構
の有無を検討する。	
 
	
 	
 
３．研究の方法 
 
(1)	
 骨転移巣により制御される疼痛関連分
子の同定	
 
	
 ラット肺腺癌細胞株(IP-B12)を F344 ラッ
トの脛骨骨髄内へ移植し、骨転移モデルを作
製した。対照として反対側の脛骨に PBS を注
入した。このモデルにおいて溶骨性病変と疼
痛行動の発現を確認した後、左右の後根神経
節から mRNA を採取し、網羅的な遺伝子発現
解析を行った。得られた結果をもとに疼痛発
現に関与する遺伝子を同定し、後根神経節に
おける発現についてリアルタイム PCR 法なら
びに免疫染色法により検討した。	
 
	
 
(2)	
 疼痛関連分子の発現制御機構の解析	
 
	
 (1)で得られた分子の発現誘導に関わる因
子を明らかにするため、神経系細胞株 F11 な
らびにラット後根神経節の器官培養系を用
いて in	
 vitro での検討を行った。転移を有
する骨微小環境において豊富に存在すると
考えられるサイトカインに着目し、培養液に
添加後、神経節あるいは F11 での疼痛関連分
子の発現をリアルタイム PCR により解析した。	
 
	
 
(3)	
 酸感受性受容体との相互作用の検討	
 
	
 骨転移モデルラットの後根神経節におけ
る酸感受性受容体（Trpv1、ASIC1-4、OGR1、
TDAG8、Gpr4、Gpr132）の発現をリアルタイ
ム PCR により検討した。また、乳酸で pH 調
整を行った培地により酸刺激を行い、酸感受
性受容体を介した疼痛関連分子の発現誘導
の有無について解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1)	
 癌性骨痛の発生に関与する因子の同定	
 
	
 骨転移モデルラットの後根神経節を用い
たマイクロアレイ解析の結果、患側において
発現上昇が認められる遺伝子の候補として
Matrix	
 metalloproteinase	
 (MMP)13、P2x7 受
容体が挙げられた。健側と比較し、MMP13 の
発現は 4.067 倍、P2x7 受容体の発現は 2.377
倍であった。そこで、骨転移モデルの各ラッ
トにおける MMP13	
 mRNA ならびに P2x7	
 mRNA
発現をリアルタイム PCR により検討したとこ
ろ、いずれも患側において発現が増加する傾
向が認められた（図 1）。後根神経節の免疫染
色では、MMP13 は神経細胞、P2x7 受容体は神
経周囲の satellite	
 glia において陽性像が
確認された（図 2）。	
 



図 1	
 
MMP13	
 mRNA の発現	
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 （n=7,	
 それぞれ L は健側,R は患側）	
 
	
 

図 2	
 
ラット後根神経節の
MMP13 免疫染色	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
(2)	
 神経節における MMP13 の発現制御機構	
 
	
 
	
 骨転移巣では、腫瘍細胞や炎症細胞ならび
に破骨細胞性骨吸収により様々なサイトカ
インが豊富に存在することが示唆されてい
る。PTHrP ならびに TGF-βはその代表的因子
とされているが、神経節においても受容体と
ともにその発現が確認された（図 3）。	
 
	
 
図 3	
 神経節(D)および F11 細胞(F)における	
 
	
 	
 	
 骨転移関連分子の発現	
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そこで、MMP13 の発現誘導におけるこれら因
子の関与を検討した。神経系細胞株 F11 では
MMP13	
 mRNAの発現が非常に微量であったため、
ラット後根神経節の器官培養系を用いた。	
 
	
 培養下の神経節に TGF-βを添加したところ、
MMP13	
 mRNAの発現が増加する傾向が得られた。
また、溶骨に関与する IL-1βならびに TNF-α
によっても同様の効果が認められた（図 4）。	
 
	
 
図 4	
 	
 
	
 サイトカインによる MMP13	
 mRNA 発現誘導	
 

	
 
	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
これらの結果から、骨転移巣の微小環境は、
末梢へ分布している知覚神経に受容され、神
経節における MMP13 発現の誘導に関与してい

ると考えられた。	
 
	
 そこで、ラット MMP13 遺伝子を組み込んだ
GFP ベクターを作製し、F11 細胞株での MMP13
過剰発現系の樹立を目指した。しかし、非神
経系細胞での遺伝子発現は確認できたが、
F11 細胞における遺伝子導入効率は非常に低
く、様々な手法を試みたが十分な細胞系を得
ることが困難であった。今後はさらに遺伝子
導入法の改良や、リコンビナントタンパクを
用いた検討が必要である。	
 
	
 MMP13 はコラーゲン分解酵素であり、特に
軟骨分化において重要な役割を果たすこと
が知られているが、神経系での働きについて
はほとんど報告がない。近年、MMP13 の作用
としてIL-1βやMMP9の活性化が報告されてい
ることから(Nannuru	
 et	
 al.,	
 Cancer	
 Res	
 
2010)、神経節あるいは脊髄においてこれら
因子を介した疼痛発生への関与が示唆され
る。また、MMP13 は血管新生作用が報告され
ていることから、末梢で分泌された MMP13 が
骨転移巣の病態悪化に関与している可能性
も推察される。	
 
	
 
(3)	
 酸感受性受容体との相互作用	
 
	
 
	
 骨転移巣の特徴であるアシドーシスの関
与を検討したところ、酸刺激により神経節に
おける P2x7	
 mRNA の発現が増加することが示
された。他のサイトカインによる刺激では
P2x7	
 mRNA 発現に変化は認められなかった。
また、MMP13 の発現は酸刺激の影響を受けな
いことが確認された。神経節における P2x7
受容体の発現は satellite	
 glia が主体であ
ることから、神経細胞と glia の相互作用を
介した疼痛発生機序についても今後さらな
る検討が必要である。	
 
	
 今回、神経節において PTHrP ならびにその
受容体である PTH1R の発現が認められた。
PTHrP は腫瘍細胞から産生され、破骨細胞の
活性化を誘導して骨融解を引き起こすこと
が知られているが、神経系における作用は明
らかになっていない。興味深いことに、酸性
刺激は神経節における PTHrP の発現を増加す
ることが示された（図 5）。	
 
	
 

図 5	
 酸刺激によ
る PTHrP	
 mRNA 発現
の増加	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

同様に、F11 細胞に酸刺激を行った場合も
PTHrP	
 mRNAの発現が増加する傾向が認められ
た。最近、培養神経細胞において PTHrP は
Trpv1 の機能促進を介して疼痛に関与するこ
とが見出されている（Mickle	
 et	
 al.,	
 Pain	
 
2015）。知覚神経における Trpv1 の活性化は、
神経伝達物質の発現増加を誘導して疼痛伝
達に関与している。したがって、疼痛制御の



メカニズムを明らかにする上で、PTHrP は新
たな標的因子となり得ると思われる。	
 
	
 
	
 以上の結果より、骨転移巣で産生される
様々な因子は、知覚神経を直接刺激するだけ
でなく、知覚神経内における MMP13 などの分
泌タンパクの発現誘導を介して病態形成の
悪循環に関与していることが示唆された。	
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