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研究成果の概要（和文）：「免疫細胞が直接的に骨芽細胞および軟骨細胞に作用し、その組織破壊を誘導する」
という仮説を提唱し、神経軸索誘導因子であるセマフォリン4Dが、可溶型分子として切断され、炎症性サイトカ
インとして機能することを明らかにした。また、セマフォリン4Dが関節軟骨細胞の受容体複合体であるPlexinB2
とc-Metに結合し、Traf2―NF-κB経路およびras―MEK―Erk1/2経路を活性化し、Mmp3、Mmp13、Adamts4および
Admats5の発現を顕著に誘導することを見出した。さらにこれらの細胞内シグナルを受けて、転写因子IκBζお
よびC/EBPδの活性化が必要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We proposed the hypothesis that "immune cells act directly on osteoblasts 
and chondrocytes to induce their tissue destruction," and demonstrated that semaphorin 4D, a 
neuroaxon guidance factor, is cleaved as a soluble molecule and functions as a proinflammatory 
cytokine. We also demonstrated that semaphorin 4D binds to the receptor complexes PlexinB2 and c-Met
 in articular chondrocytes, activates the Traf2-NF-kB pathway and the ras-MEK-Erk1/2 pathway, and 
activates Mmp3, Mmp 13, Adamts4 and Adams5 by activating the Traf2-NF-κB and ras-MEK-Erk1/2 
pathways. We further found that activation of the transcription factors IkBz and C/EBPd is required 
for these intracellular signals.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 軟骨代謝　骨免疫学　細胞内シグナル　関節リウマチ　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セマフォリン4Dが新たな非古典的シグナル伝達経路を介して、転写制御を行うことを見出し、ノックアウトマウ
スおよびその細胞を用いて、実証した。さらにCRISPR/Cas9ゲノム編集技術を用いて作製した、Mmp3ノックイン
マウスを用いたハイスループットスクリーニングシステ厶を完成させた。このシステムにより、細胞株より生理
学的あるいは病理学的に適切な初代関節軟骨細胞を用いて、内在性のMmp3の発現上昇を抑制する低分子化合物を
探索できることも確認できた。またSARS-CoV-2ウイルスのワクチンで開発されたmRNAベクターを改良して、関節
内に目的分子を導入できるシステムを完成した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
未曾有の超高齢社会を迎え、歯周疾患、骨粗鬆症、関節リウマチ、悪性腫瘍の骨転移などの骨

および軟骨組織の破壊性疾患が増加しており、臨床的にも医療経済的にも大きな問題として顕
在化している。これらの疾患に対しては、破骨細胞による骨吸収を阻害する第一世代の治療薬、
骨芽細胞による骨形成を促進する第二世代の治療薬が開発され、一定の効果を上げている。特に
骨吸収、軟骨破壊や骨形成の分子メカニズムに基づく抗体治療法やサイトカイン療法の開発、臨
床応用も進んでいる。しかし未だこれらの疾患を完全に制御するには至っておらず、これら治療
薬の副作用や医療費増大による国家財政圧迫などの課題も山積している。したがって、従来と異
なる観点から、骨および軟骨の組織破壊に関与するメカニズムを解明し、新たなコンセプトに基
づく第三の治療薬の開発が急務である。 
炎症・免疫反応が、歯周疾患および関節リウマチの発症過程に深く関与しており、近年、骨粗

鬆症の発症あるいは病態の進展にも関わっていることが明らかにされつつある。特に骨粗鬆症
の進展に伴って関節リウマチを併発することもしばしば認められる。骨組織および軟骨組織は
骨髄あるいは関節腔と接しているため、骨芽細胞および軟骨細胞が免疫細胞と細胞間相互作用
を有していると想定される。この考えに基づいて、骨生物学と免疫学の融合、いわゆる“骨免疫
学”が創出され新たな学問領域として脚光を浴びている。しかしこれまでの骨免疫学は、破骨細
胞と免疫細胞の連関を中心に展開されてきたが、骨組織および軟骨組織の破壊過程に対する免
疫細胞の直接的関与は、探索されていない。したがって、新たな作用機序に基づく骨・軟骨破壊
性疾患治療薬の開発には、斬新な切り口から骨免疫学に取り組み、骨・軟骨破壊性疾患に潜む未
知の発症メカニズムの解明が必要である。 

 
２．研究の目的 
上記１．の状況を鑑みて、研究代表者は、"免疫細胞が直接的に骨芽細胞および軟骨細胞に作

用し、その組織破壊を誘導する"という仮説を提唱し、この仮説を検証することにより骨免疫学
の新機軸を切り拓くとともに、"その研究結果に基づき、免疫細胞による骨組織および軟骨組織
の破壊を抑止する第三世代の治療薬の開発に貢献する"ことを目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）マウス骨髄より、骨髄細胞を分離し、M-CSF を含む培地で培養し、マクロファージへの分
化を誘導した。このマクロファージに LPS を添加し、その培養上清を回収した。この培養上清を
マウス関節軟骨表層細胞、マウス成長軟骨細胞およびマウス骨芽細胞に添加し、各種、炎症性サ
イトカインや骨および軟骨組織分解酵素の遺伝子発現を RT-qPCR 法にて検索した。 
（２）LPS 刺激マクロファージの培養上清を分子量カラムでの粗精製による分画による解析なら
びにショットガン法による質量分析を行った。 
（３）LPS 刺激マクロファージの培養上清をウエスタンブロット法にて解析した。また LPS 刺激
マクロファージにける遺伝子発現の変動を RT-qPCR 法にて解析した。 
（４）マウス関節軟骨表層細胞にリコンビナントセマフォリン 4D（以下、セマフォリン４D）を
添加し、マウス関節軟骨表層細胞に発現する遺伝子とタンパク質を RT-qPCR ならびにウエスタ
ンブロッティング法にて解析した。 
（５）マウス関節軟骨表層細胞に対するセマフォリン４Dの関与を調べるために、抗セマフォリ
ン４D抗体を添加して、その効果を RT-qPCR にて検索した。 
（６）マウス関節軟骨表層細胞にセマフォリン 4Dを作用させ、その遺伝子発現を RNA-seq 解析
にて検索した。 
（７）マウス関節軟骨器官培養系にセマフォリン４Dを添加し、その効果を病理組織学的解析な
らびにプロテオグリカンの分泌量にて評価した。 
（８）コラーゲン誘導性関節リウマチマウスモデルを用いて、セマフォリン４Dの関節リウマチ
の発症への関与を検討した。また関節部位でのセマフォリン４Dの発現は、免疫染色法にて検索
した。なおセマフォリン４Dノックアウトマウスは、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法にて作製した。 
（９）セマフォリン４Dのレセプターおよび細胞内シグナルの候補分子の関与は、shRNA を用い
たノックダウン実験にて評価した。 
（１０）NF-kB シグナルの活性化は、NF-kB 結合ドメインをタンデムに有するルシフェラーゼレ
ポーター遺伝子を用いたレポーターアッセイ、免疫染色による NF-kB の核内移行、およびウエス
タンブロッティングにより評価した。 
 
４．研究成果 
（１）LPS にて炎症を惹起された骨髄由来マクロファージが骨芽細胞及び軟骨細胞に直接的に作
用し、IL-6、RANKL、Mmp13、Mmp3、Adamts4 および Adamts5 の発現を誘導し、骨基質および軟骨
基質を破壊するという新知見を見出した。 
（２）上記炎症性マクロファージが分泌するタンパク質を質量分析にて検索し、新規性の高いタ



ンパク質群を同定した。その中に、神経軸索誘導因子である、セマフォリン４Dが存在していた。 
（３）LPS 刺激マクロファージの培養上清中に、可溶型セマフォリン４Dが分泌されていること
を見出した。 
（４）LPS 刺激された骨髄マクロファージは、セマフォリン４Dを可溶型に切断することに関与
している Mmp14 ならびに Adamts17 の発現を誘導していた。したがって、LPS 刺激により誘導さ
れたこれら酵素が、膜型セマフォリン４Dを shedding し、可溶型セマフォリン４Dを分泌してい
ると考えられた。なお、骨髄マクロファージは、LPS 非添加でも、遺伝子発現していることを認
めた。 
（５）セマフォリン４Dは、マウス関節軟骨表層細胞における Mmp13 の発現を濃度依存性かつ時
間依存性に誘導した。 
（６）セマフォリン４Dは、マウス関節軟骨表層細胞において、炎症関連遺伝子群を誘導するこ
とが、RNA-seq 解析にて判明した。 
（７）セマフォリン４Dは、マウス関節軟骨表層細胞において、Mmp3、IL-6、RANKL、Adamts4 お
よび Adamts5 の発現を誘導した。（６）の解析結果と合わせて考えると、セマフォリン４D は、
関節軟骨表層細胞に対して、炎症性サイトカインとして作用することが明らかになった。 
（８）セマフォリン４Dは、骨芽細胞、成長軟骨細胞および関節軟骨深層細胞においても Mmp13
の発現を促進した。 
（９）LPS によるマウス関節軟骨表層細胞における Mmp13 遺伝子誘導効果は、抗セマフォリン４
D 抗体にて部分的に抑制された。したがって、LPS 刺激されたマウス関節軟骨表層細胞は、セマ
フォリン４D以外にも、Mmp13 などの遺伝子を誘導する分泌タンパク質を産生していることが明
らかとなった。 
（１０）セマフォリン４Dは、マウス関節軟骨器官培養系にて関節軟骨を破壊することが見出さ
れた（図１）。この培養系には、免疫細胞などの介在は、無いと考えられるので、セマフォリン
４D の関節軟骨
破壊は、直接的
な作用であると
考えられた。 
（１１）コラー
ゲン誘導性関節
リウマチマウス
モデルにおい
て、関節軟骨破
壊に伴って、マ
クロファージ、
リンパ球および
破骨細胞に、セマ
フォリン４Dが発
現していること
が確認された。こ
のコラーゲン誘
導性関節リウマチの程度は、セマフォリン遺伝子ノックアウトマウスで顕著に抑制されること
が見出された。 
（１２）関節軟骨表層細胞に対するセマフォリン４Dのレセプターを検討するために、その候補
遺伝子の発現を検索したところ、PlexinB2 の発現が顕著に高いことが明らかとなった。一方、
PlexinB1、PlexinB3 および Cd72 の発現は低かった。また、shRNA にて PlexinB2 をノックダウン
したところ、関節軟骨表層細胞に対するセマフォリン４D の効果は、ほぼ消失した。他方、
PlexinB1 のノックダウンは、ほとんど効果を示さなかった。この結果をさらに解析するために、
PlexinB2 遺伝子ノックアウトマウスを作製し、そのマウスから関節軟骨表層細胞を分離培養し
たところ、セマフォリン４Dの反応性が有意に抑制されていた。 
（１３）Plexin ファミリーは、チロシンキナーゼ型レセプター、c-Met と複合体を形成する報告
が散見されている。そこで、セマフォリン４Dが、c-Met を介して細胞内にシグナルを伝達して
いるかを検討した。マウス関節軟骨表層細胞にセマフォリン４Dを添加すると、c-Met ならびに
その細胞内シグナル伝達分子である Erk1/2 がリン酸化され、活性化することを見出した。また
c-Met をノックダウンすると、関節軟骨表層細胞に対するセマフォリン４Dの効果が阻害された。
さらに、マウス関節軟骨器官培養系におけるセマフォリン４D の関節破壊作用も、c-Met 阻害剤
の添加により、抑制されることが、病理組織学的検索により見出された。 
（１４）PlexinB2 の下流シグナル分子を同定するために、セマフォリン 4Dにて刺激したマウス
関節軟骨表層細胞の細胞溶解液を抗 PlexninB2 抗体にて免疫沈降し、そのサンプルの質量分析
解析を行った。その結果、Traf2 が同定された。免疫共沈降法実験により、Traf2 がセマフォリ
ン４D刺激依存性に、PlexinB2 に結合することも明らかとなった。さらに、Traf2 遺伝子ノック
アウトマウス由来の関節軟骨表層細胞では、セマフォリン４D に対する反応性が消失していた。 
（１５）Traf2 の下流シグナルである NF-kB 経路に対するセマフォリン４Dの関与を検討したと
ころ、セマフォリン４Dがマウス関節軟骨表層細胞において、NF-kB シグナルを活性化すること

図 1 Sema4D による 節軟骨破関 壊 
Sema4D をマウス大腿骨頭器官培養系に添加、培養後、組織解析を行っ
た。 

Sema4D の添加により 節軟骨関 破壊が生じている。 



を示した。また NF-kB シグナル阻害剤は、セマフォリン４Dのマウス関節軟骨表層細胞に対する
作用を阻害した。 
（１６）セマフォリン４Dによるマウス関節軟骨表層細胞における Mmp13 の発現誘導は、シクロ
ヘキシミド添加で阻害された。したがって、Mmp13 を誘導するためには、de novo に Mmp13 を誘
導するための転写因子が発現、産生される必要性を示している。そこでセマフォリン４Dをマウ
ス関節軟骨表層細胞に添加し、RNA-seq 解析した結果を検討した結果、IkBz と C/EBPd の２つの
転写因子の発現が誘導されていることを確認した。この結果を検証するために、RT-qPCR にて
各々の発現を検討した結果、セマフォリン４D が、IkBz と C/EBPd の遺伝子である、Nfkbiz と
Cebpd を誘導することを確認した。Nfkbiz の過剰発現は、Mmp13、Mmp3 および Cebpd を誘導した。
また Cebpd の過剰発現は、Mmp13 の発現を誘導した。 
（１７）Nfkbiz 遺伝子ノックアウトマウスから分離培養した関節軟骨表層細胞にセマフォリン
を添加したところ、Mmp13、Mmp3 および Cebpd の発現誘導効果が著明に抑制された。さらにクロ
マチン免疫沈降法により、IkBz および C/EBPd が Mmp13 遺伝子プロモーターに結合することも示
された。 

 以上より、セマ
フォリン 4Dが関節
軟骨細胞の受容体
複 合 体 で あ る
PlexinB2 と c-Met
に結合し、Traf2―
NF-kB 経路および
ras―MEK―Erk1/2
経路を活性化し、
軟骨組織を破壊す
る Mmp3、Mmp13、
Adamts4 お よ び
Admats5 の発現を
顕著に誘導するこ
とを見出した。さ
らに、これらの細
胞内シグナルを受
けて、転写因子
IkBz および C/EBPd
の活性化が必要で
あることが明らか
となった（図２）。 図 2 Sema4D による活性化される細胞内シグナルと 式転写様  
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