
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年４月１８日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
骨細胞の細胞株について，semaphorinの受容体である plexinのmRNA発現を RT-PCR法
を用いて調べたところ，plexin受容体については A1, A2, A3, B1, B2, C1の発現が認められ，こ
れらの受容体のうち，A1,A2の経時的な発現上昇が認められた．骨細胞株が semaphorin 3Aを
産生しており，骨細胞に semaphorin 3A のリコンビナントタンパク質を作用させたところ，
細胞突起の伸張や分化において重要なE11, connexin43, DMP1のmRNAおよびタンパク質発
現も上昇していた．マウス大腿骨欠損部に対して semaphorin 3A のゼラチンハイドロゲルを
用いた組織内徐放による顎骨再生の組織学的解析を行ったところ，骨塩濃の上昇，石灰化領域
の増加が認められた．本研究の結果，in vitroにおいて，semaphorin 3Aは骨細胞に作用し，分
化および細胞突起伸長に関与することが明らかとなった．また，in vivoおいても骨の成熟を促
進する可能性が示唆された． 
研究成果の概要（英文）： 
We have found that osteocytes express plexin A1, A2, A3, B1, B2, C1 and both plexin A1 and 

plexin A2 increase mRNA expression sequentially. Osteocytes produce semaphorin 3A protein. 
Semaphorin 3A induces the expression of E11, connexin 43 and DMP1 in osteocyte. Using 
soft x-ray analysis, we detected high bone mineral in mice whose femur effected with 
hydrogel with semaphorin 3A in comparison with the control. Taken together, we 
discovered that semaphorin 3A regulates differentiation and dendrite extension on 
osteocytes in vitro and also promotes maturation of bone in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこれまでに，骨代謝と神経系
との相互作用の解析に従事してきた．そのよ
うな研究を行う中で，神経系において回路形
成に重要な役割を担う分子として知られて
いる semaphorinファミリーの骨代謝における
役割に着目した．semaphorinファミリーは，
最近の研究により血管系における血管形成

の制御，免疫系における免疫応答の制御など
の役割を担っていることが明らかとなって
おり（Serini 2003, Kikutani & Kumanogoh 
2003），骨格系での重要性を示唆する知見も
報告されている． 
 
２．研究の目的 
上記の学術的背景を理由に，研究代表者は
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骨再生に関して，semaphorinファミリーが重
要な役割を果たしているのではないかと推
測した．骨再生に重要なファクターとして，
骨細胞への分化および骨細胞間のネットワ
ーク構築があげられる．そこで，研究代表者
は骨細胞への分化および骨細胞間のネット
ワーク構築に関して，semaphorin ファミリ
ーが重要な役割を果たしているのではない
かという仮説をたてた． 
 
３．研究の方法 

semaphorin 3サブファミリー
(3A/B/C/D/E/F)および 7Aを骨細胞に作用さ
せた場合の骨細胞への分化，骨細胞の細胞突
起ネットワークの構築について生化学的解
析および形態学的解析を行う．骨細胞につい
てはMLO-Y4の細胞株を用いる（Kato 1997）。
semaphorin 3A・3Cおよび semaphorin 7Aにつ
いてはリコンビナントタンパク質が購入可
能である（R&D, neuromics）．他のリコンビナ
ントタンパク質については，供与してもらう
ことが可能な場合はそれを使用する． 
細胞間ネットワークすなわち骨細胞突起

伸長（dendrite outgrowth）についてのアッセ
イは transwell assayを行う（Karagiosis 2007）．
FluoroBlok 24-Multiwell Insert System 
(pore=1.0μm) （BD Falcon）を用いて，calcein
などで蛍光標識した MLO-Y4 を semaphorin
存在下に FluoroBlok 24-Multiwell Insertに入
れる．semaphorinにより突起伸長が起こるな
らば，poreを通り chamber下部に伸長した突
起を蛍光検出が可能である（図３）．検出に
は CytoFluor 4000 (Applied Biosystem)を用い
る．以上の方法により，細胞間ネットワーク
に関与する semaphorin が明らかとなる（図
１）． 
＜図１＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
骨再生過程での semaphorin 3Aの局在を確認
する．ウサギの片側の下顎骨下縁の一部に骨
欠損を作製する．顎骨欠損部に対して
semaphorinのゼラチンハイドロゲルを用いた
組織内徐放による顎骨再生の組織学的解析
を行う．Yamamotoらの方法を用いて，ゼラ
チンハイドロゲルを作製する（Yamamoto 

2006）．ゲルの徐放期間は２週間・４週間・
６週間とする．骨欠損部の再生評価は soft 
x-rayによる観察を行う．また，６週後に組織
切片を作製し骨組織の評価を行う． 
 
４．研究成果 
＜平成２０年度＞ 
骨細胞の細胞株について，semaphorin の

受容体である plexin の mRNA 発現を
RT-PCR法を用いて調べた．細胞株は骨芽細
胞株 MC3T3-E1 および骨細胞様細胞株
MLO-Y4を用いた．MLO-Y4はMissouri大
学のBonewald教授よりを分与していただい
た．その結果，骨芽細胞株に plexin A1,A2,A3, 
B2,C1が発現していることがわかった．また，
骨芽細胞株に ascorbic acid(50μg/ml)および
β-glycerophosphate(10mM)を添加して 14
日間培養し分化させた細胞において，plexin 
B1 が誘導されることが明らかとなった．
plexin A1,A2,A3は semaphorin 3Aの受容体
であるので，semaphorin 3Aを骨細胞株に作
用させる実験を行った．semaphorin 3Aは市
販のマウスリコンビナント semaphorin 3A
を用いた．MLO-Y4に semaphorin 3Aを作
用させて，細胞の形態的変化を観察した．形
態的変化は細胞骨格であるアクチンを染色
する方法により蛍光顕微鏡を用いて観察し
た．その結果，骨細胞の突起の伸長は認めら
れなかった．また，骨細胞株が semaphorin 
3A を産生しているかどうか，Western Blot
法で調べたところ，産生していることが明ら
かとなった（図２）． 
＜図２＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜平成２１年度＞ 
昨年度の実験結果より，骨芽細胞の分化過

程においてにplexin B1が誘導されたため，
semaphorin 4Dのリコンビナントタンパク
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図３．骨細胞のdendrite outgrowthを調べる transwell assay
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質を購入し骨細胞に作用させたが，石灰化の

亢進は認められなかった．in vivoでの検討を
行うため，マウスを用いた実験で皮下に

semaphorin 4Dのリコンビナントタンパク質
を含有したペレットを埋め込み３ヵ月後に骨

量測定，骨形態計測をおこなったが有意差は

認められなかった．骨細胞におけるplexin受
容体および補助受容体の発現について

RT-PCRで調べた．補助受容体に関しては，
Neuropilin-1, Neuropilin-2, Met, L1CAM, ErbB2, 
CD72についてプライマーを作製した．その結
果，plexin受容体についてはA1, A2, A3, B1, B2, 
C1の発現が認められ，これらの受容体のうち
，A1,A2の経時的な発現上昇が認められた．一
方で，B3, A4, D1は骨細胞には発現していなか
った．また，補助受容体のうちNeuropilin-1, 
Neuropilin-2, Met の発現上昇が認められたが
，L1CAM, ErbB2, CD72は骨細胞には発現して
いなかった（図３）．一方でsemaphorin 3Aの骨
細胞に対する作用を詳細に解析するために，

in vitroにおいて細胞を２４時間無血清の状態
で培養したところ，オステオカルシンの誘導

が確認された． 

＜図３＞ 

plexinA1

plexinA2

plexinA3

plexinA4

Nrp-2

L1CAM

1 3

MLO-Y4

plexinD1

1 3

MLO-Y4

days days

Η-actin

Nrp-1

VEGFR2

 
＜平成２２年度＞ 
骨細胞にsemaphorin 3Aのリコンビナント

タンパク質を作用させたところ，細胞突起の
伸張において重要なE11, コネキシン４３な
どのマーカーの発現誘導が起こっていた．ま
た，骨細胞のマーカーであるDMP1のmRNA
およびタンパク質発現も上昇していた．しか
しながら，FGF23, SOSTについては発現に変
化はなかった．さらに、骨分化の転写因子で
あるRunx2, osterixについてmRNAの発現誘
導を調べたところ，発現が上昇していた（図
３）．骨細胞突起伸長（dendrite outgrowth）に
ついてのアッセイは transwell assay を試みた
が，検出が困難でありうまくいかなかった．   
つぎに、semaphorin 3Aがin vivoで作用す

るかどうかを調べるために，当初ウサギを用
いる計画であったが，費用の面で困難である
ことから，マウスを用いて解析を行った．マ
ウス大腿骨欠損部に対してsemaphorin 3Aの
ゼラチンハイドロゲルを用いた組織内徐放に
よる顎骨再生の組織学的解析を行った．吸入

麻酔下にて，大腿骨の一部に骨欠損を作製し
欠損部にゲルを置いた．対照としてゼラチン
ハイドロゲルのみを使用した群を反対側の大
腿骨に設定した．ゲルの徐放期間は６週間と
した．骨欠損部の再生評価はsoft x-rayによる
観察を行ったところ，骨塩濃の上昇，石灰化
領域の増加が認められた（図４）． 
＜図４＞ 
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