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研究成果の概要（和文）：Semaphorin 3a（Sema3a）を表皮基底細胞で過剰発現する遺伝子改変マウスを作成したとこ
ろ、真皮内に肥満細胞の増殖が見られた。マウス骨髄より肥満細胞を培養し、これら細胞はSema3a受容体を発現するこ
とをFACS解析にて確認した。また、Sema3aはIL-3による肥満細胞の増殖を増強することが判明した。一方で、Sema3aは
ケラチノサイトからのSCF産生を低下させ、肥満細胞の過剰な増殖を抑制させるためのnegative feedback機構が皮膚環
境において存在していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed a transgenic mice designed to over-express semaphoring 3a (Sema3a) 
in the basal layer of the epidermis. Increase in mast cell infiltration in the dermis of these mice was 
observed, and therefore, we investigated the interaction between sema3a and mast cells. We generated bone 
marrow derived mast cells from B6 mice, and analyzed the expression of sema3a receptor (receptor complex 
of NRP1 and Plexin A1). These cells showed expression of both molecules, and sema3a enhanced IL-3-induced 
mast cell proliferation. On the other hand, sema3a decreased the production of SCF from mouse 
keratinocytes, indicating the complex role of sema3a in the regulation of mast cell survival with in the 
skin.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 
Semaphorin（Sema）は細胞外領域にセマド
メインと呼ばれる500アミノ酸ほどの領域を
有する分子であり、構造上の違いから現在は
8 つのサブクラスに分類される。Sema とし
て最初に同定されたSema3aは神経軸索反発
因子として当初注目され、脊髄後根神経節の
成長円錐を退縮させる作用により神経軸索
の進行方向の転換、伸長停止などに働く。そ
の後の解析で、Sema3a には血管新生、器官
形成、癌の進展、免疫機能などの現象に関与
することが判明した(Neufeld and Kessler. 
Nat Rev Cancer 2008)。Sema の発現は T 細
胞や樹状細胞などの免系関連細胞でも確認
されている。これまでの報告としては、関節
リウマチ患者から分離した活性化 T 細胞で
Sema3a の発現が障害されていたことや
(Catalano. J Immunol 2010)、アトピー性皮
膚炎の患者における表皮内のSema3a発現が
健常人に比べ低下していたことが判明して
いる(Takamori et al. Br J Dermatol 2008)。
このことから、Sema3a の発現低下は炎症性
疾患に関連している可能性が推測される。 
 
２．研究の目的 
申請者は、表皮基底層に Sema3a が過剰発現
す る 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス  B6-Tg 
(pK-14-Sema3a)を作成した。このマウスに
おいて脱毛症状や毛質が変化することを見
いだし、同部位において組織学的に mast cell
が増加している現象を確認した。Sema3a と
mast cell の関連性に着目して行われた研究
の報告は過去になく、観察した現象をもとに、
Sema3a と mast cell の関係性を解明する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ Phenotype とし、毛質の変化、脱毛を
確認 
このTG mouseの脱毛部皮膚を生検したとこ
ろ、真皮内に mast cell の増加が確認された
（下 図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

３．研究の方法 
マウス骨髄由来肥満細胞の作製 
Sema3a と肥満細胞の関連を検証するにあた
り、まずはマウス骨髄より肥満細胞を作成し
た。手段としてはマウス大腿骨骨髄を回収し、
IL-3および SCF にて培養した。 
 
マウス肥満細胞における Semaphorin 受容体
の発現 
Sema の受容体として現在同定されている分
子は Neuropilin（NRP）と Plexin（Plex）の 2
種類である。NRP には現在１と２の種類が知
られており、NRP1 には Sema3a、3b、3c、3f
が結合し、NRP2 には Sema3b、3c、3f のみが
結合する。Knock-out mouse の解析実験などか
ら、NRP1は主にSema3aの、NRP2はSema3b、
3c、3f の機能的受容体として作用しているこ
とが判明している。NRP の発現は血管内皮細
胞、腫瘍細胞、樹状細胞、T 細胞などの
non-neural cell にも発現していることが判明
しているが、mast cell での発現に関してはい
まだに報告はない。そこで、マウス骨随から
培養した mast cell での NP１および PlexA1 の
発現を FACS にて検証した。 
 
Sema3a による肥満細胞増殖能への作用 
マウス肥満細胞が Sema3a の受容体を有する
ことが判明したため、Sema3a による肥満細胞
への直接作用を検証した。Sema3a 過剰発現マ
ウスにおいて肥満細胞の浸潤が多くみられ
たことより、Sema3a は肥満細胞の増殖を促す
可能性が想定される。 
マウス骨髄より作成した肥満細胞に Sema3a
を作用させ、Alamarblue assayにて増殖能へ
の影響を検証した。 
 
Sema3a による肥満細胞へ遊走能への影響 
マ ウ ス 骨 髄 由 来 肥 満 細 胞 を 用 い 、
EZTaxiscanにて Sema3aによる遊走能への影
響を検討した。 
 
Sema3a によるケラチノサイトへの影響 
肥満細胞に発現している c-kit の ligand で
ある SCF の産生が、Sema3aにより誘導されて
いる可能性を探った。マウス新生児皮膚より
培養したケラチノサイトに Sema3a を作用さ
せ、それに伴う SCF の産生量の変化を検証し
た。 
 
 
４．研究成果 
マウス骨髄由来肥満細胞 
マウス大腿骨より骨髄を回収し、溶血、洗浄
後に rIL-3（5ng/ml）と rSCF(5ng/ml)にて 2-3
週ほど培養する。 
 
 
   
 

図３培養 2週目の肥満細胞 



マウス肥満細胞は Sema3a受容体を発現する 
Mast cell の標識としては FcεRI と CD117
（c-kit）を使用した。その結果、NRP(+)Fc
εRI (+)および NRP(+)CD117(+)の細胞群を確
認し、mast cellは NRP1を発現していること
が確認された。また、NRP1と複合体を形成す
る PlexinA1 の発現も確認したところ、肥満
細胞において両分子の発現が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４ マウス肥満細胞における Sema3a 受容
体の発現 
肥満細胞は CD117+FcεRI+であり、Sema3a受容
体を形成する Neuropilin 1 と Plexin A1 の
発現がみられた。 
 
Sema3a は肥満細胞の増殖を促す 
肥満細胞は SCF や IL-3 により増殖する。
Sema3a がこの作用を増強するかを、Alamar 
blue assay にて検証した。Reduction rate
が高いほど、cell viability が高いことを示
す。 
培養肥満細胞に SCF、IL-3、IL-3＋Sema3a を
添加した群を作成し、比較した。結果、Sema3a
は IL-3 による肥満細胞の増殖を増強する結
果がみられた（下 図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

肥満細胞の遊走能 
EZTaxiscanにて肥満細胞遊走能の評価を試
みた。この assayでは、培養液で満たしたチ
ャンバー内での細胞の動きを高感度顕微鏡
カメラにて観察することで、細胞の動きや速
さを測定することができる。チャンバーの一
方に細胞を配置させ、片方に細胞を動かす
chemokine を流す。我々は SCF を chemokine
とし、本 assayを試みたが、肥満細胞の遊走
は確認できなかった。 
 
Sema3a によるケラチノサイトへの影響 
我々が作成した Sema3a遺伝子改変マウスは、
表皮基底層に Sema3a を過剰に発現するよう
にデザインされている。Sema3aが表皮に働き、
その結果産生される分子が肥満細胞の遊走
を誘導している可能性を考えた。前述の実験
では SCFによる肥満細胞の遊走能を直接評価
することができなかったが、Sema3aが表皮細
胞に働き、SCF の産生を促しているかにつき
検討することで、肥満細胞の増加現象を間接
的に証明することができないかと考えた。 
そこで、マウス新生児皮膚よりケラチノサイ
トを培養し、Sema3a を添加後の培養上清の
SCF濃度を測定した。結果、Sema3a はケラチ
ノサイトからの SCF産生を低下させる傾向が
みられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ Sema3aはケラチノサイトからの SCF産
生を低下させる 
 
まとめ 
これらの結果から、Sema3aは肥満細胞の増殖
を促すことが判明し、Sema3a 遺伝子改変マウ
スにおいて肥満細胞が真皮内で増殖してい
る現象の一因と考えられた。一方で、Sema3a
はケラチノサイトからの SCF産生を低下させ
る傾向がみられ、肥満細胞の過剰な増殖を抑
制させるための negative feedback機構が皮
膚環境において存在していることが示唆さ
れた。 
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