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研究成果の概要（和文）：本研究では抗癌剤抵抗性乳癌に対する軸索誘導因子セマフォリン３F（SEMA3F）の効
果を検証した。その結果、SEMA3Fが乳癌細胞に対して薬剤抵抗性形成に関与するAkt-mTORシグナルを抑制するこ
とを確認した。また、SEMA3FはPTEN欠損細胞においてもAkt-mTORシグナルを抑制し、細胞浸潤能を阻害した。つ
まり薬剤耐性化を獲得した細胞においても効果を有している可能性が示唆された。さらにその効果は、in vivo
系においても同様に確認され、SEMA3Fが乳癌の増殖、転移、血管新生を阻害する新たな治療標的となりうること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Semaphorin 3F (SEMA3F), a member of class three semaphorin, is a potent 
inhibitor of angiogenesis and tumor progression in various tumors. In this study, we evaluated the 
function of SEMA3F using breast tumor cells in vitro and in vivo. As a result, SEMA3F inhibited 
phosphorylation of Akt and mTOR signaling in breast cancer cells. We also examined the effect of 
SEMA3F on breast tumor progression in vivo allograft model. We found that tumor volume was 
significantly inhibited in SEMA3Finjected mice compared to controls. Importantly, we observed that 
mice treated with SEMA3F had minimal metastasis into the liver and lung, compared to controls. We 
conclude that SEMA3F is a promising inhibitor of breast tumor growth, angiogenesis and metastasis.

研究分野： 乳腺外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　乳癌の罹患率は女性の癌の中で最も高く、現在でも増加の一途をたどっている。一方で、分子標的薬ハーセプ
チンの登場によって1年生存率が大きく改善したが、ハーセプチンへの元々の耐性や獲得耐性も大きな課題とな
っており、乳癌を克服するためには新たな治療薬の開発が必要である。本研究で着目したセマフォリン３Fは乳
癌細胞の浸潤能を抑制し、動物実験においても肝臓・肺への転移を抑制することが明らかとなった。この効果を
利用し、既存の抗癌剤と併用することによって、より効果的な治療が望めると考えており今後の研究で追及して
いく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでに我々は、軸索誘導因子に着目して研究を行ってきた。なかでも、分泌タンパク質で

ある『セマフォリン 3F (SEMA3F)』はもともと、軸索伸長を負に制御する因子として同定され
たが、その後の解析により肺小細胞癌で欠損する癌抑制因子としての機能が明らかとなり、様々
な癌種において腫瘍血管新生、転移抑制因子として機能することが明らかになってきた［1，2］。
その後の、脳腫瘍細胞を用いて SEMA3F による細胞内シグナル解析を行なったところ、
PI3K/Akt/mTOR 経路が抑制されることが明らかとなった。しかもこの SEMA3F の効果は脳腫
瘍細胞のみならず PTEN 欠損脳腫瘍細胞、メラノーマ、血管内皮細胞、T 細胞を含む様々な細
胞において観察された。さらに SEMA3F は mTOR 複合体 1(mTORC1)と mTORC2 の両方の
複合体形成を阻害して、両複合体の機能を阻害していることが分かったきた［3，4］。 
 
２．研究の目的 
以上の知見を基に我々は、乳癌における分子標的薬剤ハーセプチン耐性化問題を解決すべく

研究を開始した。これまでに、乳癌では PI3K/Akt/mTOR 経路の活性化がハーセプチン耐性化
形成に極めて重要であり、ハーセプチン処置に加えて PI3K/Akt/mTOR 経路の遮断が効果的で
あることが報告されている［5］。そこで私は、SEMA3F による PI3K/Akt/mTOR 抑制効果を利
用して、乳癌治療におけるハーセプチン耐性化問題を克服できるのではないかと考えた。また、
SEMA3F を用いた臨床応用を目指すためには in vivo 環境下で、より安定なペプチドを用いる
ことが求められる。そこで、より安定な構造を持つ『セマフォリンペプチド』開発を目指すため、
SEMA3F が持つ乳癌抑制効果の分子機構を解明して、より効果的・安全な新規乳癌治療薬開発
を目指すための礎を築くことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)乳癌モデル動物（異種移植）は、ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 をヌードマウス乳腺に移植する
ことで作成した。まず、MDA-MB-231細胞にヒトSEMA3F遺伝子を導入し過剰発現細胞を作成した。
さらに細胞にルシフェラーゼ遺伝子を導入して in vivo imaging に使用できるようにした。作
成した親株および SEMA3F 過剰発現細胞はヌードマウス（メス６週齢）乳腺に 1 x 106 個の細胞
を移植した。移植後、in vivo imaging によってサイズ、転移の状況をモニターした。移植後、
各マウスから腫瘍を摘出してパラフィン包埋したのちに、免疫組織染色によって評価を行なっ
た。 
 
(2)MDA-MB-231 細胞に対して、遺伝子編集技術である CRISPR/Cas9 を用いて PTEN ノックアウト
を行った。MDA-MB-231細胞に遺伝子導入試薬を用いて、PTEN遺伝子を標的とする2種類のCRISPR
ベクター（＃1、＃2）をそれぞれ導入した。その後、フローサイトメーターによって CRISPR 遺
伝子が導入された細胞（GFP 陽性細胞）を確認し、それぞれ単離して培養を行った。各クローン
は、ウエスタンブロット法により解析を行い、PTEN が欠損していることを確認した。 
 
(3)セマフォリンペプチドの合成は、小麦胚芽を利用した無細胞タンパク質合成システムによっ
て行った。合成したタンパク質はアクリルアミドゲル電気泳動にて、分子量や精製度を確認した。 
 
４．研究成果 
(1)SEMA3F が乳癌細胞に与える影響を細胞レベ
ルおよび移植モデルで評価する 
 
まず SEMA3F の乳癌細胞に対する効果を in 

vitro 系で評価を行った。乳癌細胞株 MCF7 と
MDA-MB-231 細胞に SEMA3F (640 ng/ml)を処理し
て 15、30 分後に細胞を回収した。その後、ウエ
スタンブロットによって細胞内シグナルを観察
した。その結果、Akt と mTOR 下流分子である S6K
のリン酸化が抑制されることが分かった。これ
は、これまで脳腫瘍細胞、血管内皮細胞で観察さ
れたのと同様に乳癌細胞においても SEMA3F が
Akt-mTOR シグナルを抑制することが明らかにな
った。 
 次に、SEMA3F の効果をマウス乳癌細胞移植モ
デルによって検討した。まず、マウス乳癌細胞株
4T1 を用いる同種移植モデル（allograft model）
によって検討を行った。4T1 細胞にヒト SEMA3F
遺伝子を導入して安定発現株を樹立した。親株
4T1 あるいは作成した SEMA3F-4T1 細胞をそれぞ
れ、Balb/c マウスの乳腺に移植し経時的に腫瘍
サイズを計測した。その結果、SEMA3F-4T1 移植



群で有意に腫瘍サイズが低下していることが明
らかとなった。さらに、移植 24 日後に腫瘍およ
び各種臓器を摘出して細胞内シグナル、転移の
有無を検討した。乳癌の転移好発部位として肺
と肝臓が知られているため、これらの臓器にお
ける結節（nodule）の数を評価した。その結果、
SEMA3F-4T1 移植群では肺、および肝臓ともに転
移が抑制されていることが明らかとなった（図
１）。また腫瘍における細胞内シグナルを見る
と、in vitro 系で確認した結果と同様に Akt-
mTOR シグナルのリン酸化が抑制されていること
を確認した。 
さらに私はヒト乳癌細胞 MDA-MB-231をヌード

マウスに移植し、SEMA3F の腫瘍抑制効果を検討
した（xenograft model）。MDA-MB-231 細胞にヒ
ト SEMA3F遺伝子を導入して安定発現株を作成し
た。親株あるいは SEMA3F 発現細胞をヌードマウ
ス乳腺に移植し経時的に腫瘍サイズを測定し
た。移植後 10週まで計測したが、両群に有意な
差は認められなかった（図２A）。さらに MDA-MB-
231 細胞にルシフェラーゼ遺伝子を導入して in 
vivo imaging の手法を用いて腫瘍サイズを測定
したが、上記と同様に両群に差は認められなか
った（図２B）。一方で、MDA-MB-231 細胞をヌー
ドマウス尾静脈より投与して肺への生着を in 
vivo imaging で観察した。その結果、コントロ
ールでは肺への生着が確認されたが、SEMA3F-
MDA-MB-231 細胞では肺への生着が抑制されるこ
とが明らかとなった（図２C）。 
以上の検討から、SEMA3F は乳癌細胞の転移を抑制する効果を有していることが明らかとなっ

た。この時、腫瘍の細胞内シグナル解析結果から Akt-mTOR シグナルのリン酸化が抑制されてい
ることから、この現象は SEMA3F の Akt-mTOR シグナル抑制効果が関与していることが示唆され
た。 
 
(2)SEMA3F がハーセプチン耐性 HER2 陽性乳癌に対する効果を評価する 
 
まずはハーセプチン耐性形成に重要である

PI3K/Akt/mTOR シグナルを活性化するため、
CRISPR-Cas9 技術を用いて PTEN ノックアウト
細胞を作成した。その結果、Akt と S6K のリン
酸化が親株に比べて上昇していることを確認
した（図３A）。この細胞に SEMA3F を処理した
ところ、Akt および S6K のリン酸化を抑制する
ことが明らかとなった（図３A）。つまり、乳癌
細胞において SEMA3F が PTEN 非依存的に Akt-
mTOR シグナルを阻害することを示唆してい
る。さらに細胞浸潤能を評価するためにトラン
スウェルを用いて SEMA3F の効果を検討した。
その結果、SEMA3F は親株と PTEN ノックアウト
細胞の細胞浸潤を抑制していることが明らか
となった（図３B）。つまり、SEMA3F は PTEN 欠
損乳癌細胞においても効果を有していること
が分かった。 
 
以上の検討結果から、SEMA3F が乳癌細胞に

対して Akt-mTOR シグナルを抑制する効果を有
することを確認した。さらにその効果は、in 
vivo 系においても同様に確認され、SEMA3F が
乳癌の増殖、転移、血管新生を阻害する新たな
治療標的となりうることが示唆された。 
一方で、本研究の目的であるハーセプチン耐性
化に関する実験は現在進行中である。図３に示
すように SEMA3F は PTEN 欠損細胞においても



Akt-mTOR シグナルを抑制し、細胞浸潤能を阻害した。つまりハーセプチン耐性化を獲得した細
胞においても効果を有している可能性が示唆される。今後は、HER2 を過剰発現した SKBR3 細胞
を用いて同様な検証を行い、薬剤耐性乳癌に対する SEMA3F の効果を詳細に検討したい。さらな
るデータの蓄積を目指し、国際雑誌への投稿および学会発表を検討している。 
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