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研究成果の概要：マウスは 5 週齢の性ホルモン分泌急増に伴い皮膚近傍の膣末端部上皮細胞の

細胞死（アポトーシス）が誘導され、膣腔が皮膚に貫通（膣開口）する組織リモデリング現象

を経て生殖器発達が完成する。私共の解析から、セマフォリン分子群に属するセマフォリン

4D(Sema4D)の遺伝子欠損マウスでは、膣開口が起こらず膣閉鎖を発症し、5 週齢マウス膣末端

部におけるアポトーシス細胞の顕著な減尐が明らかになった。2007～2008 年度科学研究費研究

計画実施の結果、Sema4D のマウス膣上皮細胞に対するアポトーシス誘導作用が証明され、

Sema4D によるアポトーシス誘導には Plexin-B1 受容体が関与することが判った。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)セマフォリン(Semas)は、神経成長円錐の
伸長方向を決める軸索ガイダンス分子とし
て同定されてきた分子群であるが、免疫機能
の遂行ならびに骨形成や血管新生など多彩
な作用を発揮する。私共の解析から、セマフ
ォ リ ン 分 子 群 に 属 す る セ マ フ ォ リ ン
4D(Sema4D)の欠損マウスでは、膣閉鎖が発生
することが判明した。 
(2)マウスは５週齢で性ホルモン分泌の急増
する内部環境変化に伴い皮膚近傍の膣末端
部上皮にアポトーシスが誘導される結果、膣

腔が皮膚に貫通し（膣開口）、生殖器発達が
完成する(Rodriguez I et al. Dev Biol 184, 
115-121, 1997)。しかし性ホルモン作用から
アポトーシスに至るメカニズムの詳細につ
いては不明のままであり Sema4D が何らかの
関与をしている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1)マウスの膣開口という生後の組織リモデ
リング現象においてセマフォリンの Sema4D
が性ホルモン作用のメディエーターとして
生理機能を発揮することを証明するために、 
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Sema4D のマウス膣上皮細胞へのアポトーシ
ス誘導作用を証明する。 
(2)Sema4D のアポトーシス誘導作用に関与す
る受容体を同定する。さらに受容体からアポ
トーシスにいたる細胞内シグナル伝達経路
の解明を目的とする。 
(3)エストロジェン分泌増加に一致し Sema4D
のシグナルが ON となりアポトーシスから膣
開口に至るカスケードの詳細を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)Sema4D 欠損マウスの作製：ES 細胞を用い
る相同組換え法によりキメラ・マウスを得て
野生型 Balb/c マウスと１０代以上の戻し交
配を行いヘテロ・マウス間の交配により野生
型と Sema4D 欠損マウスを得た。 
(2)RNA 発現解析：マウス子宮、膣、卵巣より
RNA を抽出し RT-PCR 法にて Sema4D mRNA の発
現を解析した。次に P32 標識アンチセンス・
オリゴヌクレオチドをプローブとして in 
situ hybridization を行った。 
(3)ウェスタン・ブロット解析：野生型と
Sema4D 欠損マウスの脳、膣（２週、３週、４
週、５週、７週、８週、９週齢）、子宮、卵
巣よりタンパク抽出し坑 Sema4D 抗体(ベクト
ンディキンソン社)と坑 Plexin-B1抗体（H300,
サンタクルズ社）にてウェスタン解析を行っ
た。 
(4)免疫組織化学：５週齢マウス膣の凍結組
織切片を作製し坑 Sema4D 抗体(ベクトンディ
キンソン社)と坑 Plexin-B1 抗体（H300,サン
タクルズ社）にて免疫組織化学を行い Sema4D
と Plexin-B1 の局在を解析した。 
(5)アポトーシス・アッセイ（TUNEL）：５週
齢 マ ウ ス 膣 の 凍 結 組 織 切 片 に お い て
terminal deoxynucleotidyl transferase 
(TdT)反応にて 3’OH DNA 末端に digoxigenin
標識ヌクレオチドを付加し peroxidase 標識
抗 digoxigenin 抗体との反応により DNA 断片
化を可視化、検出する。培養膣上皮細胞につ
いては TdT 反応にて 3’OH DNA 末端に FITC
標識オリゴヌクレオチドを付加し DNA断片化
を蛍光顕微鏡にて可視化、検出する。 
(6)マウス膣上皮細胞培養：井口らの方法に
従い（Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol.80, 
3743-3747, 1983）、４週齢マウス膣組織をコ
ラゲナーゼ処理し膣上皮細胞シートを得る。
ハサミで細切しトリプシン処理とピペッテ
ィングの後、遠心にて細胞を集めコラーゲ
ン・コート dish 内で細胞培養を行う。Cell 
harvest の後、カバースリップ上に細胞を播
種し組換え Sema4D タンパクを添加しアポト
ーシス誘導を行った。 
(7)Plexin-B1特異的siRNA発現レンチウィル
スベクターは sigma 社委託にて作製した。ま
た Plexin-B1、Plexin-B2、Plexin-B3 に対す

る各 siRNA は invitrogen 社にて作製した。
siRNA 発現レンチウィルスベクターあるいは
siRNA を膣上皮細胞に導入しターゲット遺伝
子のノックダウンを行った。 
 
４．研究成果 
(1)Sema4D 欠損マウスは膣閉鎖を発症する：
10 週齢を超える雌の Sema4D 欠損マウスの下
腹部は腫脹し陰嚢様概観を呈した。視診では
皮膚に膣口が無く膣閉鎖であることが判っ
た。解剖により子宮が大きく膨張し内部に多
量の血液性液体を含むことが判った。膣閉鎖
発症の頻度は、野生型(0%, n=80)と比較し
Sema4D欠損マウス(59.5%, n=279)において有
意に高いことが判明した。そのため Sema4D
欠損マウスは Balb/c の遺伝的背景において
膣閉鎖を高率に発症することが明らかとな
った。 
(2)マウス膣上皮内の Sema4D mRNA の発現：
Sema4D mRNA のマウス膣内の発現を解析する
ために膣 RNA を用いて RT-PCR を行った。そ
の結果、Sema4D 欠損マウス膣 RNA から増幅の
起こらない条件下で野生型マウス膣におい
て Sema4D mRNA が検出された。アンチセン
ス・オリゴヌクレオチドをプローブとした in 
situ hybridization 解析では Sema4D mRNA は
野生型膣で検出され Sema4D 欠損マウス膣で
は検出されなかった。さらにエマルジョン・
オートラジオグラフィーの結果、Sema4D mRNA
の膣上皮内局在が明らかになった。 
(3)Sema4D と Plexin-B1 のマウス膣上皮内局
在：マウス膣内の Sema4D タンパクの存在を
確認するため、野生型マウス膣と Sema4D 欠
損マウス膣からのタンパク抽出物を用いて
ウェスタン・ブロット解析を行った結果、
Sema4D 欠損マウス膣に Sema4D は検出されず
野生型マウスの膣において Sema4D タンパク
が検出された。Sema4D 受容体のひとつとして
知られる Plexin-B1 に対する抗体を用いたウ
ェスタン・ブロット解析では、野生型膣と
Sema4D欠損マウス膣の両者でPlexin-B1を検
出した。マウス膣内の Sema4D と Plexin-B1
の局在を知るために、野生型膣と Sema4D 欠
損マウス膣組織について免疫組織化学を行
った。抗 Sema4D 抗体にて Sema4D 欠損マウス
膣で陰性となり、野生型膣の基底上層に陽性
シグナルを検出した。抗 Plexin-B1 抗体は野
生型と Sema4D 欠損マウス両者の膣上皮全層
にわたり陽性シグナルを示した。 
(4)組織リモデリングにおける Plexin-B1 受
容体の再構成：膣組織のリモデリング過程に
おいて Sema4D と Plexin-B1 が何らかの変化
を示すかどうかを確かめるために、各発達段
階にある子宮、膣、卵巣から組織抽出物を得
てウェスタン・ブロット解析を行った。
Sema4D は４〜８週齢の膣で検出されたが膣
組織のリモデリング過程で大きな変化は認



 

 

めなかった。抗 Plexin-B1 抗体は陽性コント
ロ ー ル の マ ウ ス 脳 に お い て 前 駆 体 と
protease 切断の結果、小さくなった活性型の
両型を検出した。興味深いことにマウス膣開
口の直前から直後の間に一致する４〜６週
齢のマウス膣では活性型の Plexin-B1のみが
検出された。８週齢の膣では、活性型が消失
し前駆体が出現した。組織リモデリングを起
こさない４〜８週齢の子宮と卵巣では
Plexin-B1 の前駆体のみが検出された。した
がって組織リモデリングの起こる４〜６週
齢の膣では Plexin-B1 は活性型として存在し
８週齢になると前駆体に戻ることが判明し
た。このように Sema4D の膣上皮における恒
常的発現とマウスの膣開口時期に一致した
Plexin-B１受容体のシグナル増強型への変
換は、エストロジェン分泌に応答し Plexin-B
１受容体を切断することにより Plexin-B１
受容体のシグナル増強型への変換から
Sema4D のアポトーシス誘導作用を ON にする
proprotein convertase の存在を示唆してい
る。そのためエストロジェン急増によって誘
導される膣開口という組織リモデリング機
構とその鍵となる未知分子の実体を明らか
にするためのシステムを構築できた意義は
大きい。したがって、本実験結果は性ホルモ
ン変化依存性組織リモデリング現象におけ
るセマフォリン分子群の作用という新たな
研究分野の開拓に発展する可能性を見いだ
した。 
(5)Sema4D 欠損膣上皮におけるアポトーシス
細胞の減尐：５週齢の野生型と Sema4D 欠損
マウスの膣上皮におけるアポトーシスの程
度を比較・解析するために in situ でアポト
ーシスを検出する TUNEL 法を行った。野生型
マウスの膣上皮ではアポトーシス細胞が検
出されたが Sema4D 欠損マウスの膣上皮では
アポトーシス細胞はほとんど検出できなか
った。統計解析により野生型と比較し Sema4D
欠損マウス膣上皮におけるアポトーシス細
胞の有意な減尐が明らかになった。そのため
今まで不明のことが多かった性ホルモン分
泌急増から膣末端部上皮細胞のアポトーシ
スを経て膣開口にいたるまでの過程に軸索
ガイダンス分子の Sema4D が関与する事実を
示したインパクトは大きく、この分野での注
目が期待される。 
(6)Sema4DはSema4D欠損マウス由来膣上皮細
胞にアポトーシスを誘導する：Sema4D がマウ
ス膣上皮細胞にアポトーシスを誘導するか
どうかを直接的に検討するため、Sema4D 欠損
マウス由来の初代培養膣上皮細胞にレコン
ビナント Sema4D タンパクを添加しアポトー
シスが誘導されるかどうか解析した。その結
果、Sema4D は TUNEL 陽性膣上皮細胞の有意な
増加を誘導することが判明した。活性型
caspase 3 に対する抗体を用いる免疫組織化

学にても Sema4D 無しの培養と比較し Sema4D
添加の培養では活性型 caspase 3 陽性の膣上
皮細胞が有意に増加することが示された。し
たがって Sema4D は培養下の Sema4D 欠損膣上
皮細胞のアポトーシスを実際に誘導できる
ことが明らかとなった。このように軸索ガイ
ダンス分子である Sema4D が膣上皮細胞に直
接働きかけてアポトーシスを誘導するとい
う軸索ガイダンス作用以外の作用を証明し
たことはインパクトがあり高い評価が期待
される。 
(7) Sema4Dで誘導される膣上皮細胞のアポト
ーシスは Plexin-B1 受容体を介して起こる：
培養膣上皮細胞の Sema4D で誘導されるアポ
トーシスに Plexin-B1受容体が関与するかど
うかを検討するために、Plexin-B1 をノック
ダウンするための shRNAを有するレンチウィ
ルスを培養下の Sema4D 欠損膣上皮細胞に接
種し２日後に Sema4D を添加しアポトーシス
誘導を行った。その結果、コントロールのレ
ンチウィルス接種の培養と比較し Plexin-B1
のノックダウンされた膣上皮細胞では有意
に TUNEL陽性細胞が減尐することが判明した。
したがってマウス膣上皮細胞における
Plexin-B1受容体のノックダウンはSema4Dで
誘導されるアポトーシスを抑制することが
判り、膣上皮細胞のアポトーシスを完遂する
た め に Sema4D は Plexin-B1 に 結 合 し
Plexin-B1 を介した細胞内情報伝達機構を用
いることが示唆された。アポトーシスをとも
なう膣の形態形成に作用する Sema4D の役割
は、軸索ガイダンスの概念からは予想外のこ
とであり、その作用メカニズムを探る研究は
独創性を有する。軸索ガイダンスにおいては
Plexin-B１に Sema4D が結合すると Plexin-B
１の GTPase activating protein (R-Ras GAP)
活性が促進し R-Ras 機能低下からインテグ
リン活性が抑制される結果、成長円錐と細胞
外マトリックスとの接着が弱まり軸索の反
発作用が誘導される。Plexin-B１の活性化に
続く R-Ras機能低下がアポトーシス誘導にも
必要かという問いかけは、アポトーシス・シ
グナル経路への分岐点を探るための最重要
課題であるが、予備的データでは R-Ras 機能
低下はアポトーシス誘導に必須ではなく、
Rho キナーゼの活性化が必要なことが示唆さ
れている。そのため、同じ受容体でありなが
らアポトーシス誘導に特化したシグナル伝
達経路の存在の可能性が高く、このアポトー
シス誘導システムの詳細を解明する意義は
大きくシグナル伝達研究の発展に大きく貢
献することが期待される。 
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