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研究成果の概要（和文）：セマフォリン分子群とその受容体の免疫制御における役割を解析し、

Sema4A がマウスのアレルギー疾患の発症や病態に抑制的に働くことを示すとともに、

Sema3A とその受容体 Plexin-A1 が樹状細胞の末梢からリンパ組織への移動を制御しているこ

とを明らかにした．また、Tim-4 が T 細胞の初期活性相とエフェクター相における役割を明ら

かにした。更に、生理的機能不明であったキナーゼ分子 PKN１が B 細胞抗原受容体のシグナ

ル制御と高親和性 B 細胞の分化制御において重要な働きを有することを示した。

研究成果の概要（英文）：This study has been carried out to determine roles of semaphorins 
and their receptors in immune regulation. We showed that Sema4A and Sema3A play roles 
in negative regulation in allergic immune responses and in trafficking of dendritic cells 
from the periphery to lymph nodes, respectively. Tim-4 was also shown to play a regulatory 
role in T-cell mediated immunity. Furthermore, PKN1, a serine-threonine kinase, whose 
functions had been unknown, turned out to be necessary not only for regulation of B cell 
antigen receptor signals and but also for selection of high affinity antibody producing B 
cells. 
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１．研究開始当初の背景
セマフォリンは神経軸索の伸展に対して化
学反発活性或いは化学誘引活性を発揮する
分子群であり、神経ネットワークの構築に必

須な神経ガイダンス因子ファミリーを形成
している｡しかし､これらセマフォリン分子
の多くは、神経系以外の組織､臓器でも広範
に発現しており、神経系以外の発生にも関与
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している可能性が考えられていた｡事実､申
請者らの研究から、一部のセマフォリン分子
は心血管系の形成や免疫反応の制御にも関
わっていることが明らかになり、単なる神経
ガイダンス因子としてではなく、より広範な
組織・臓器形成から個体発生完了後のホメオ
スターシス維持において多機能な制御因子
としての役割を果たしている可能性が出て
きた｡特に免疫系では数種類のセマフォリン
分子が免疫反応の初期相からエフェクター
相までさまざまな局面で機能していること
が明らかになりつつあった。

２．研究の目的
これまでに研究代表者たちによって同定さ
れたセマフォリン以外にも多くのセマフォ
リン分子が免疫細胞上に発現していること
がわかっており、これらの分子の機能を明ら
かにして始めてセマフォリンによる免疫制
御機構の全容が明らかになると思われる。さ
らに、セマフォリンによる免疫制御の分子メ
カニズムについても一部の分子については
明らかになりつつあるが、セマフォリンによ
る免疫制御と神経軸索のガイダンスの間に
は共通の分子基盤があるのかなど、まだまだ
解決すべき問題点が残っている。また、各々
のセマフォリンがそれぞれ免疫反応の異な
った局面で機能していることが明らかにな
り、セマフォリンとその受容体が自己免疫疾
患などの免疫治療法開発の分子標的となる
可能性が出てきた。従って、本研究計画にお
いてはセマフォリン分子とその受容体群に
よる免疫制御の全容解明と免疫病の標的治
療への応用を目指して、１）免疫系で発現す
るセマフォリン分子とその受容体の遺伝子
欠損マウスなどを用いた免疫セマフォリン
の機能解析、２）免疫細胞に対するセマフォ
リンの生物活性発揮の分子機構とシグナル
伝達の解析、３）阻害抗体やリコンビナント
分子と疾患モデルを用いた分子治療標的と
してのセマフォリン分子の検証を行う。

３．研究の方法
（１）Th2 反応制御及びアレルギー疾患にお
ける Sema4A の役割： 
卵白アルブミン誘発型のアレルギー喘息（気
道過敏性）に対する感受性を Sema4A 欠損マ
ウスと野生型マウスを用いて比較解析する
と共に、リコンビナント Sema4A のマウスア
レルギー喘息に対する治療効果を検討する。
また、Sema4A 欠損下或はリコンビナント
Sema4A投与下におけるTh2細胞の分化を解析
する。 
（２）細胞傷害性 T細胞や NK 細胞の機能と
Sema7A 

活性化 CD4T 細胞上の Sema7A はマクロファー
ジを活性化し炎症性サイトカインの産生を
誘導する。活性化された CD8T 細胞や NK 細胞
にも発現することから、これら細胞の細胞障
害能における Sema7A の役割を、Sema7A 欠損
マウスを用いて解析する。 
（３）欠損マウス等を用いたセマフォリン受
容体の機能解析 
セマフォリン受容体として知られる Plexin
分子及び Tim2 やその関連分子の免疫系にお
ける機能を、それらの欠損マウスや阻害抗体
を用いて解析する。具体的には、Plexin-A1
欠損マウスにおける樹状細胞の生体内移動、
Plexin-A4におけるT細胞機能の解析を行う。
また、Sema4A の受容体 Tim2 の関連分子 Tim4
の機能を Tim4-Fc 分子や抗 Tim4 抗体を用い
て解析する。 
（４）セマフォリンシグナルの解析： 
免疫細胞の増殖、運動性、極性等に関わるセ
マフォリンのシグナルを解析する．特に、セ
マフォリン受容体の下流に存在すると考え
られている小分子Gタンパクの活性化や抗原
受容体シグナルとのクロストークを解析す
る． 

４．研究成果 
（１）Sema4A によるアレルギー性疾患の実験
的治療及びその分子機構の解析： 
Sema4A欠損マウスはTh1反応の低下にともな
い Th2 反応が亢進し、ピクリルクロリドで誘
導されるアトピー様皮膚炎に対する感受性
も亢進している。また、予備実験からピクリ
ルクロリド処理と同時にリコンビナント
Sema4Aを Sema4A欠損マウスやNC/Ngaマウス
に投与すると、アトピー様皮膚炎症状が改善
されることなどが明らかになっていた。しか

し、この疾患モデルにおいては Sema4A の感
作時投与による予防効果はみられたものの、
感作後投与による治療効果は認められなか

図 １. OVAのチャレンジと同時にSema4A-Fcを
投与すると、気道抵抗の亢進が軽減される。



った。そこで、よりヒトのアレルギー疾患に
近い疾患モデルとして知られている卵白ア
ルブミン(OVA)で誘導される気道過敏性を用
いてリコンビナント Sema4A の効果を検証し
た。まず Sema4A 欠損マウスは OVA で誘導さ
れる気道過敏性においても野生型マウスに
比して有意に亢進していることが確認でき
た。更に、OVA 感作マウスを経鼻的に OVA で
再刺激する際にリコンビナント Sema4A を投
与したところ、気道過敏性の低下や肺胞にお
ける好酸球数の減少が認められた。また、
Sema4A 投与マウスにおいては、肺胞中の IL4
等の Th2サイトカイン値の低下や所属リンパ
節細胞からの Th2サイトカイン産生の低下が
認められた。これらの結果から、リコンビナ
ント Sema4A が Th2 反応を抑制し、アレルギ
ー疾患の症状を軽減できることが明らかに
なり、Sema4A を用いたアレルギー疾患治療の
可能性が出てきた。 
Sema4A の免疫系における受容体として

Tim2 が同定されているが、Tim2 欠損マウス
に OVA で気道過敏性を誘導して Sema4A の効
果を解析したところ、リコンビナント Sema4A
は Tim2 欠損マウスの気道過敏性に対しても
抑制効果を発揮した。従って、Sema4A は Tim2
以外の受容体を介して Th2細胞の機能を抑制
していると考えられる。 
（２）Plexin-A1 の樹状細胞機能制御におけ
る役割の解析： 
 これまでに Plexin-A1欠損マウスの解析か
ら、Plexin-A1 非存在下では破骨細胞の分化
や T 細胞免疫反応の不全が認められること、
Sema6DがPlexin-A1を介して破骨細胞の分化
や樹状細胞の活性化を誘導することを明ら
かにしていた。しかし、Sema6D による樹状細
胞の活性化だけでは Plexin-A1欠損マウスの
T 細胞免疫不全を説明できず、本研究では樹
状細胞の体内移動に焦点を当てて樹状細胞
における Plexin-A1 の役割を解析した。まず、
皮膚への FITC 塗布後あるいは蛍光色素標識
樹状細胞の皮下移入後の樹状細胞の移動を
解析したところ、Plexin-A1 欠損マウスにお
いて樹状細胞は末梢の輸入リンパ管の外壁
付近まで移動できるが、そこからは進めず二
次リンパ組織に到達できないことが判った。
In vitro の実験系においても、Plexin-A1 欠
損樹状細胞がリンパ内皮細胞単層膜を貫通
出来ないことが確認できた。Plexin-A1 のリ
ガンドとしては膜型セマフォリン Sema6C や
Sema6D に加えて可溶性セマフォリン Sema3A
が知られているが、樹状細胞のリンパ管への
移動不全は Sema6C や Sema6D を欠損するマウ
スでは認められなかったが、Sema3A を欠損す
るマウスにおいては認められた。したがって、
樹状細胞がリンパ管の内皮細胞壁を通り抜
けるためには Sema3A と Plexin-A1 の相互作
用を介したシグナルが必要であると考えら

れた。また、Plexin-A1 の発現は、遊走中の
樹 状 細 胞 に お い て は 細 胞 の 後 縁 部 分
(trailing edge)に認められること、Sema3A
が樹状細胞のアクトミオシンを活性化し 3D
ゲル中での遊走を亢進させることも明らか
となった。樹状細胞のリンパ管への移行の分
子機構についてはこれまでほとんど知られ
ていなかったが、これらの結果は樹状細胞の
リンパ管への移行においては、Sema3A シグナ
ルによって樹状細胞後縁部分に生じるアク
トミオシンの駆動力が重要であることを示
している。 
（３）Tim4 による T 細胞免疫制御機構の解
析： 
 Sema4Aは免疫系の細胞においてはTimファ
ミリーに属する Tim2 に結合することを示し
てきたが、Tim ファミリーの他のメンバーも
免疫系で様々な機能を発揮することが知ら
れている。本研究においては、Tim ファミリ
ー分子のひとつ Tim4の機能の解析を行った。
まず、Tim4 に対するモノクローナル抗体を作
成し免疫細胞における発現を解析したとこ
ろ、T 細胞上に発現が認められる他の Tim 分
子とは異なり、樹状細胞やマクロファージ上
に強い発現が認められた。マウス T 細胞を抗
CD3＋抗 CD28 で刺激する際に、可溶性
Tim4(Tim4-Fc)或いは Tim4発現トランスフェ
クタントを共存させると、その活性化が著明
に抑制された。また、マウスの免疫と同時に
抗 Tim4 抗体を in vivo 投与したところ、抗
原特異的な T 細胞の出現がさらに増強され、
Tim4はT細胞の初期活性化に対しては抑制的
な働きを有していることが明らかになった。
一方、抗 Tim4 抗体を実験的自己免疫性脳脊
髄炎(EAE)等の T 細胞依存的炎症反応のエフ

ェクター相で投与した場合は、逆に炎症反応
が抑制された。Tim4 の T 細胞に対する機能に
ついては、幾つかの研究者から相反する報告
がなされてきたが、本研究の結果から、Tim4

図 2. 野生型(open bar) 及びPlexin-A1-/- 
(solid bar) 樹状細胞をマウスの皮下に投与

した後、所属リンパ節に移動した樹状細胞数

を解析した。



は T細胞の活性化段階に依存して二相性の機
能を発揮することが明らかになった。 
（４）Protein kinase N1 (PKN1)による胚中
心 B細胞の品質管理機構の解析： 
 Sema4D や Sema6D 等のセマフォリンは樹状
細胞やマクロファージに炎症性サイトカイ
ンの産生を誘導する。神経細胞において、多
くのセマフォリン分子は RhoGTPaseなどの小
分子 Gタンパク質の活性制御を介して細胞骨
格の再構成を誘導することが知られている。
一方、炎症性サイトカインの産生誘導にかか
わる主要なシグナルは NFkB 経路である。本
研究では、免疫細胞ではこの二つのシグナル
経路を共役する機構が存在する可能性を検
討した。残念ながらこれまでのところ小分子
Gタンパク質経路とNFkB経路を共役する機構
が存在するとの証拠は得られていないが、こ
の過程で RhoGTPase と NFkB の上流に位置す
る TRAF 分子のいずれとも結合することが知
られている PKN1 が、これまで全く知られて
いない分子機構で液性免疫の制御にかかわ
っていることが明らかとなった。免疫細胞内
における PKN1 の蛋白間相互作用を検討した
ところ、PKN1 はプロトオンコジーン産物であ
り PI3 キナーゼ経路の下流で細胞の生存維持
を担う分子として知られている Aktと選択的
に結合すること、特に B細胞においては抗原
受容体(BCR)の刺激によってこの結合はさら
に増強されることが判った。さらに、PKN1 は
Akt のキナーゼ活性のみならず形質転換活性
をも抑制できることから、Akt の細胞内抑制
因子として機能していることが明らかとな
った。つぎに、PKN1 の生体内における機能を
明らかにするために、PKN1 欠損マウスを作成
しその形質の解析を行った。まず予想される
ように、PKN1 欠損 B 細胞においては Akt の恒
常的な活性化が認められ、BCR 刺激に対する
反応性が亢進していた。更に特筆すべき形質
は、免疫や感染のない状態でも胚中心の過形
成が認められ、加齢とともに自己抗体の産生
など自己免疫様の症状を呈することであっ
た。しかし、PKN1 欠損マウスを抗原で免疫し
た場合は、野生型マウスに比して大きな胚中
心が形成されるにもかかわらず、抗体遺伝子
への体細胞変異や高親和性抗体産生細胞数
は著明に減少していた。これらの結果は、
PKN1によるAkt活性の制御がB細胞の生存維
持の調節だけでなく、胚中心における高親和
性 B細胞選択のための BCR シグナル閾値の設
定においても必須であることを示している。 
（５）EB ウイルス LMP2a の胚中心 B細胞分化
に対する影響： 
PKN1 欠損マウスの解析から、BCR シグナル強
度の調節が高親和性胚中心 B細胞の選択に必
須であることが明らかになった。一方、胚中
心 B細胞やメモリーB細胞に潜伏感染する EB
ウイルス（EBV）の遺伝子産物、LMP2a が BCR

シグナルを模倣することが知られおり、
LMP2a が EBV 感染 B 細胞の抗原非依存的な分
化を誘導することにより EBVの潜伏感染成立
に寄与している可能性が考えられている。
LMP2a の胚中心 B 細胞分化への影響を解析す
るために、LMP2a を胚中心 B 細胞特異的に発
現するマウス（LMP2agc マウス）を作成した。

LMP2agcマウスを抗原で免疫したところ、野生
型マウスと同様に胚中心が形成されたが、抗
原特異的抗体価の低下や高親和性 B細胞数の
減少が認められた。この結果は、LMP2a が胚
中心 B細胞の抗原非依存的な分化、選択を誘
導し EBVの潜伏感染に寄与していることを示
唆している。 
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