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研究成果の概要（和文）：好酸球性副鼻腔炎患者では他副鼻腔疾患患者と比較して血清SEMA4A濃度が有高い結果
であったが、臨床病勢との相関は認められなかった。先行実験からSEMA4Aが欠損すると好酸球の寿命が短縮する
ことがわかっており、同系統マウス(SEMA4A欠損マウスおよびWTマウス)より採取した骨髄由来好酸球に対して脱
顆粒能および遊走能について評価を行ったが差は認められなかった。また骨髄由来好酸球に対して網羅的解析を
行った結果、SEMA4A欠損マウス由来の好酸球においてCXCL12の遺伝子発現レベル亢進を認めた。鼻腔上皮細胞に
対するSEMA4A刺激実験によってMMP-1蛋白の産生亢進が認められた。

研究成果の概要（英文）：Serum SEMA4A levels were significantly higher in patients with ECRS than in 
those with other diseases. Serum SEMA4A levels were not correlated with clinical disease activity of
 ECRS. There were no significant differences in in vivo peritoneal migration, in vitro degranulation
 between eosinophils derived from Wild type (WT) and SEMA4A deficient mice.
 BMDEo from SEMA4A deficient mice may produce larger amount of CXCL12 than those from WT mice. 
Recombinant SEMA4A enhanced the production of MMP-1 from Human nasal epithelial cells (HNEpC).

研究分野： 耳鼻咽喉科・頭頸部外科

キーワード： SEMA4A　好酸球性副鼻腔炎

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 好酸球性副鼻腔炎は好酸球浸潤の強い鼻

茸と嗅覚障害を特徴とする疾患であり厚生

労働省の難病指定を受けている。現在治療法

は手術あるいはステロイド内服が一般的で

あるが、長期内服による副作用の問題点や術

後早期に高率で再発することが問題となっ

ており病態の解明および新たな治療法の開

発が必要とされている。 

 本研究でターゲットとするセマフォリン

は当初、神経軸索の進展方向を決定する神経

ガイダンス分子として発見されたが近年各

種免疫・アレルギー反応や腫瘍浸潤などその

機能が多岐にわたることが解明されてきた。 

 

２．研究の目的 

 これまでの予備実験から我々は好酸球性

副鼻腔炎患者において血清 SEMA4A 濃度が

上昇していることを発見した。 

 今回我々は神経系症状である高度嗅覚障

害と免疫系が強く関与する鼻茸の形成に着

目し「SEMA4A を介した神経・免疫クロス

トークによる好酸球性副鼻腔炎病態解明」と

いう切り口で診断および治療につながる成

果を示す。 

 

３．研究の方法 

(1) 大阪大学耳鼻咽喉科・頭頸部外科を受診

した鼻副鼻腔患者より採取した血清サンプ

ルについて、現在未測定のサンプルについて

SEMA4A 濃度を測定するとともに、好酸球性副

鼻腔炎患者由来のサンプルについては

SEMA4A 濃度と血中好酸球数、好酸球%、血中

IgE 値、Polyp score、JESREC score、臨床的

重症度との相関関係を評価することによっ

て血清 SEMA4A 濃度が疾患の病勢評価におけ

るバイオマーカーとなりうるかを検討する 

 

(2) 本学にてすでに飼育中の SEMA4A -/- マウ

スおよび Wild type マウス(WTマウス)より骨

髄由来好酸球を作成し脱顆粒、遊走能などに

ついて評価することによって SEMA4A の好酸

球における機能を評価する。(SEMA4A のバッ

クシグナルの可能性について評価する) 

 また定常状態における両BMDEoにおける遺

伝 子 発 現 レ べ ル の 差 異 に つ い て

RNA-sequence を用いて網羅的に評価を行う。 

 

(3) 鼻茸を構成する細胞のうち最も大きな

ポピュレーションを持つ上皮細胞において

SEMA4A の受容体の発現についてフローサイ

トメトリー法を用いて評価を行う。 

 

(4) 鼻腔上皮細胞に対して recombinant  

SEMA4A を用いた刺激実験を行い、変動遺伝子

について RNA-sequence の手法を用いて評価

を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 副鼻腔疾患患者血清 SEMA4A 濃度測定 

Human SEMA4A ELISA kit (MBL)を用いて

2014 年～2017 年に大阪大学耳鼻咽喉科・頭

頸部外科を受診した鼻副鼻腔患者の血清に

ついて Human SEMA4A ELISA kit (MBL)を用い

て SEMA4A 濃度を測定した。その結果、サン

プル数を増加させた場合でも好酸球性副鼻

腔炎患者では他副鼻腔疾患患者と比較して、

有意に血清SEMA4A濃度が高い結果であった。   

しかし好酸球性副鼻腔炎患者の血清

SEMA4A 濃度と臨床的な病勢評価としての血

中好酸球数、好酸球%、血中 IgE 値、Polyp 

score、JESREC score、臨床的重症度の間に

有意な正の相関は認められなかった。 

 

(2) 骨髄由来好酸球の作成(SEMA4A -/- マウス

および WT マウス骨髄由来好酸球) 

Dyer KD ら(J Immunol 

2008;181(6):4004-4009.）の報告にある方法

にそってSEMA4A -/- マウスおよびWTマウスよ

り Bone-marrow derived eosinophil(BMDEo)



を作成した。また両系統に関して day4、day8 

day12の時点でSiglecFおよびSEMA4Aの発現

レベルについてフローサイトメトリー法を

用いて評価したが、両系統間に発現レベルの

差は認められなかった。 

 

①骨髄由来好酸球を用いた脱顆粒能評価 

上記の方法を用いて作成したBMDEoに対し

てD.J.Adamkoら (Journal of Immunological 

Methods 2004;291;101-108)の報告にそって

脱顆粒能の評価を行った。具体的には day12

で回収した BMDEo に対して無刺激あるいは

LPS 刺激下に 4 時間経過観察し、回収した上

清に O－フェニレンジアミン刺激を加え 2 分

後に 4M の硫酸で反応を停止させ吸光度を測

定した。その結果両系統とも LPS 刺激によっ

て有意に脱顆粒は促進されたが、系統間に脱

顆粒能の差は認められなかった。 

② SEMA4A -/- マウスおよびWTマウスにおけ

る好酸球遊走能評価 

 T.Satoh ら(nature immunology 2010;11; 

936-944)の報告にそって 800ng のキチンを

SEMA4A -/- マウスおよびWTマウス腹腔内に注

射し 48 時間後に腹水細胞を回収、フローサ

イトメトリー法によって SiglecF+、CCR3+、

CD11b+の細胞群を好酸球と設定し遊走好酸

球%を評価した。その結果好酸球の遊走能に

関しても両系統間に有意な差を認めなかっ

た。 

 

③ BMDEo に対する RNA-sequence 評価 

p-value,0.05、Fold change >2 もしくは<-2

の条件において両郡間で発現に差を認めた

遺伝子数は 114 個であった。 

これらの遺伝子リストを用いて Upstream 

analysis を行った結果、上流遺伝子として

CXCL12 の変動が示唆された。また同遺伝子変

動について mRNA を用いた qPCR 法で評価した

ところ、SEMA4A-/-マウス由来 BMDEo において

約 2倍の発現亢進を認めた。 

  

(3) 鼻腔上皮細胞における SEMA4A 受容体の

発現評価 

 予備実験において鼻腔上皮細胞では

PlexinB2、PlexinD1、NRP1 の mRNA 発現を認

めていたが同受容体についてフローサイト

メトリー法では発現を確認できなかった。し

かし臨床検体を用いた免疫染色法によって

PlexinD1、NRP1 の発現が確認されたため抗体

種等の変更を行い、再検討を要する。 

 

(4) 鼻腔上皮細胞に対する recombinant 

SEMA4A 刺激実験 

 鼻腔上皮細胞を培養後recombinant SEMA4A  

(10μg/ml)にて 24hr 刺激を加え、刺激によ 

る遺伝子変動を RNA-sequence を用いて評価 

した。結果FPKM>1、p-value<0.05、Fold change  

>2 もしくは<-2 条件下で 2086 個の遺伝子変 

動を認めた。最も大きな変動を認めた遺伝子 

は metalloproteinase(MMP)10であり、次に 

変動が大きかった遺伝子は MMP1であった。2 

遺伝子がそれぞれコードする蛋白について 

変動をウェスタンブロット法で評価したと 

ころ、MMP-10 蛋白については刺激による蛋白 



レベルの発現亢進は認められなかったが 

MMP-1 蛋白に関して産生が亢進するという結 

果が認められた。実際の臨床検体における 

MMP-1 の発現について免疫染色法によって評 

価したところ非好酸球性副鼻腔炎および好 

酸球性副鼻腔炎鼻腔いずれの症例でも上皮 

において MMP-1 蛋白の発現を認めたが、発現 

レベルは好酸球性副鼻腔炎の方が高い結果 

となった。 

 

以上の結果から SEMA4A は鼻腔上皮細胞に作 

用し MMPの産生亢進を介した上皮リモデリン 

グ促進に寄与している可能性が考えられる

今後トランズウェルや経上皮電気抵抗 

(Transepithelial electric resitance:TER) 

測定法を用いた透過性実験についての評価 

を行う必要性があると考えられた。 

また上述のとおり鼻腔上皮における SEMA4A

の受容体は現時点で完全には同定しきれて

おらず、受容体を同定した上で shRNA を用い

た ノ ッ ク ダ ウ ン の 手 法 に よ る

SEMA4A-receptor interaction によりリモデ

リングの促進が引き起こされているかの評

価も併せて必要と考えられた。 

 

５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 

〔学会発表〕（計 1件） 

① 好酸球性副鼻腔炎におけるSEMA4Aの機能

解析 津田武 日本鼻科学会 2017 
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