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研究成果の概要：ヒト関節症軟骨において神経反発因子であるセマフォリン 3A が発現してい
ることをはじめて証明した。さらに血管新生因子（VEGF）と受容体ニューロピリン 1を競 
合することにより軟骨細胞の遊走能がセマフォリン 3A により抑制され、その効果がセマフォ
リン 3A阻害剤および RNAiにより回復することを明らかにした。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1)変形性関節症(OA）では、本来無血管であ
るはずの関節軟骨に血管新生因子（VEGF）お
よびその受容体が発現していることが、榎本
ら(Enomoto H, Inoki I, Komiya K, Shiomi T, 
Ikeda E, Obata K, Matsumoto H, Toyama Y, 
Okada Y. Vascular endothelial growth 
factor isoforms and their receptors are 
expressed in human osteoarthritic 
cartilage. Am J Pathol 2003; 162:171- 
181.) によって報告されていることに注目
した。VEGF165とその Co-receptorであるニ
ューロピリン-1が OA関節軟骨に発現してい

たが、その VEGFの機能については MMP産生
を亢進させる以外には不明なままであった。 
(2)ニューロピリン-1はもともとセマフォリ
ン 3Aの受容体として同定され、のちにニュ
ーロピリン-1が VEGFの受容体としても機能
することが判明し、セマフォリン 3Aと
VEGF165を同時にニューロピリン-1と反応さ
せるとニューロピリン-1への結合が競合す
ることよりニューロピリン-1の同じ領域に
結合することが報告されていた(Bagnard D 
et. al. Semaphorin 3A–Vascular 
Endothelial Growth Factor-165 Balance 
Mediates Migration and Apoptosis of Neural 
Progenitor Cells by the Recruitment of 
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Shared Receptor. J.Neurosci 2001; 
21:3332-3341.)ので、関節軟骨にもセマフォ
リン3Aが存在するのではないかと考えた。 
(3)VEGF は CTGF と複合体を形成し、OA
進行により産生されたMMPでCTGFのみが
分解されることにより VEGF が作用するよ
うになることが知られている (Hashimoto G 
et al. Matrix Metalloproteinases Cleave 
Connective Tissue Growth Factor and 
Reactivate Angiogenic Activity of Vascular 
Endothelial Growth Factor 165. JBC 2002; 
277 (39):36288-36295) 。OA といった病的
な状態では、VEGFの作用がセマフォリン3A
の作用と競合的に働いているのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
正常および変形性関節症軟骨に神経反発因
子セマフォリン３Aが発現していることを証
明すること。発現している場合、セマフォリ
ン 3Aの軟骨細胞に対する作用および VEGF
との競合作用が存在するかを調べることで
変形性関節症の軟骨変性あるいは組織修復
の病態にいかに関与しているかを検討する
こと。 
 
３．研究の方法 
 
(1)免疫組織学的検討 
ヒト正常関節軟骨および変形性関節症軟骨
におけるセマフォリン 3A, VEGF, ニュー
ロ ピ リ ン 1,  co-receptor で あ る
VEGF-R1,VEGF-R2,プレキシン A1 の蛋白
質レベルの発現を特異的抗体による免疫染
色にて証明した。 
 
(2)軟骨組織に対する RT-PCR 
ヒト正常軟骨および変形性関節軟骨から
我々の考案した方法にて高純度の RNA を抽
出し、相補的 DNA  (cDNA)を作成し特異的
プライマーを用いてセマフォリン 3A, VEGF, 
ニューロピリン 1, VEGF-R1, VEGF-R2,プ
レキシンA1のmRNAレベルの発現を証明し
た。 
 
(3)培養軟骨細胞に対する RT-PCR 
軟骨組織から軟骨細胞を酵素処理によって
単離し、単層培養し cell lysateから RNAを
抽出し、相補的 DNA (cDNA)を作成し特異的
プライマーを用いてセマフォリン 3A, VEGF, 
ニューロピリン 1, VEGF-R1, VEGF-R2,プ
レキシンA1のmRNAレベルの発現を証明し
た。 
 
(4) セマフォリン 3A の培養軟骨細胞に対す
る作用 

下記の作用について調べた。 
①アポトーシス 
②形態学的変化 
③細胞増殖 
④細胞遊走能 
遊走能に関しては wound healing test, 
Boyden Chamber, 金コロイド assayを行
い、軟骨細胞の移動量を移動面積としてコ
ンピューターソフト(Sicon image)により
計測し数値化した。 

 
(5)VEGFとの競合実験 
①VEGF刺激による軟骨細胞の遊走能 
 VEGF 0,1,5,10,25,50(μg/ml)で刺激 
した軟骨細胞の移動量を計測 
②VEGF10μg/ml で刺激した軟骨細胞に
セマフォリン 3Aを 0, 5, 10μg/mlずつ
加えて軟骨細胞の遊走能に与える影響
を調べた。 

 
(6)セマフォリン 3A阻害剤による抑制実験 
セマフォリン 3A の特異的阻害剤である
Xanthofulvin (SM-21628)を加え軟骨細胞
の wound healing testを行い、軟骨細胞の
遊走能を評価した。 

 
(7)セマフォリン 3A特異的RNAiによる抑制
実験 

 培養軟骨細胞に RNAi を導入し 2 日後に
RT-PCR および Western blot によってセ
マフォリン 3A の発現が抑制されているこ
とを確認した。RNAi 導入された軟骨細胞
に対してwound healing testを行い、導入
により軟骨細胞の遊走能を評価した。 

 
(8)セマフォリン 3Aのプロセシングに対する
マトリックスメタロプロテネース
（MMPs）の関与 
I125で標識したセマフォリン 3A に対して
活性型MMP-1, 2, 3, 7, 9, 13を作用させ、
セマフォリン 3Aの分解を調べた。 

 
４．研究成果 
(1)免疫染色では、OA関節軟骨ではVEGFR1以
外の VEGF, VEGF-R2, ニューロピリン 1, プ
レキシン A1, セマフォリン 3Aは陽性で、正
常関節軟骨はすべて陰性であった。 



 

 

 
 
(2)VEGF, プレキシン A1, セマフォリ 3A の
mRNA発現は正常・OA軟骨にconstitutiveに
認められ、VEGF-R2, ニューロピリン1のmRNA
発現は OA軟骨で陽性になる傾向が認められ
た。 
 
 

(3)培養軟骨細胞でのニューロピリン 1, プ
レキシン A1 mRNA発現は認められたが
VEGF-R1, VEGF-R2は、ほとんど認められなか
った。 
(4)培養軟骨細胞に対するセマフォリン3Aの
作用として，アポトーシス誘導・形態学的変
化は認められなかった。migrationに関して
はVEGF165によりmigrationが促進され、そ
の作用をSema3Aが抑制する傾向が見られた。 

(5)①VEGF刺激により軟骨細胞の遊走能は容
量依存性に亢進していた。 

 
②VEGF10μg/mlで刺激された軟骨細胞の
遊走能はセマフォリン3A投与により容量
依存性に抑制されていた。 

 
 
 
(6)セマフォリン3A特異的阻害剤を加えると 
セマフォリン3Aにより抑制された軟骨細
胞の遊走能が再び亢進することが明らか
になった。 
 
 

(7)セマフォリン3AのRNAi導入によりセマ
フォリン3Aにより抑制された軟骨細胞の
遊走能が再び亢進することが明らかにな
った。 

 
 



 

 

 
 (8)I125標識したセマフォリン3Aは
MMP-1,2,3,7,13により分解された。 
特に、MMP-1,7,13により活性のない大きさ
まで分解されていた。MMP-9はセマフォリ
ン3Aを分解しなかった。 
 
(9)今後の展望 
変形性関節症軟骨においてセマフォリン 3A
が発現し軟骨細胞の遊走能において VEGFと
競合的に働いていることが明らかになった。 
軟骨組織は軟骨細胞のクラスター形成とい
う形態で組織修復を行っているが、このクラ
スターを形成した軟骨細胞の増殖能が亢進
していることが知られている。軟骨細胞が増
殖しても移動することが出来なければ、正常
の軟骨組織が再生されない。正常な軟骨再生
が生じさせるためにセマフォリン 3Aを阻害
することが有用である可能性がある。変形性
関節軟骨の組織再生については、今後もさら
なる研究が必要と考える。 
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