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研究成果の概要：神経ガイダンス因子であるセマフォリン分子群は、近年、生体内において多彩な活

性を有することが明らかとなっている。本研究ではセマフォリン分子群の主要な受容体分子 Plexin-A1

に着目し、その下流のシグナル伝達分子の機能解析を行うことにより、セマフォリン分子の有する多様

な生物活性の機序の解明を試みた。細胞骨格の制御に関わる分子・Rac の活性化因子である FARP2

が pleｘin-A1 に会合し、破骨細胞の分化に関与することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

セマフォリンファミリーは従来神経ガイダンス因

子として同定されてきた分子群であるが、近年、

器官形成や血管新生、脈管形成、癌の進行、免

疫応答などへの関与も報告され、生体内におい

て多彩な活性を有することが明らかとなっている。
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これまでに申請者はセマフォリン分子群の主要

な受容体分子である plexin-A1 が心臓の初期発

生に関与することや、樹状細胞や破骨細胞に高

発現し、免疫応答や骨形成・骨代謝に関与する

ことを報告している。 

Plexin-A1 の下流のシグナル伝達経路につい

ては、これまで神経細胞を用いた実験系により

small G protein である Rac および Rac の活性化

因子（GEF）である FARP2 の Plexin-A1 細胞内

領域への会合や、活性酸素種（ROS）の産生に

関与する flavoprotein monooxygenase である

MICAL の会合などが報告されている。しかしな

がら、それぞれのシグナル伝達分子がセマフォ

リンの生物活性にどのように関与しているかにつ

いては明らかではなく、セマフォリン分子の有す

る多彩な生物活性の機序は不明なままであっ

た。 

 

２．研究の目的 

本研究ではplexin-A1の樹状細胞および破骨細

胞における活性に注目し、生体内での免疫応答

および骨形成における plexin-A1 の役割を解析

すると共に、樹状細胞や破骨細胞における

plexin-A1 下流のシグナル伝達経路への FARP2

および MICAL の関与を検討し、セマフォリンの

活性を担う plexin-A1 下流のシグナル伝達機構

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) Plexin-A1 シグナル伝達経路への FARP2 お

よび MICAL の関与の検討 

①Plexin-A1 と FARP2 および MICAL の分子会

合の検討：Plexin-A1 と FARP2 および MICAL

の会合をマクロファージ株化細胞・RAW264.7 お

よびマウス骨髄由来樹状細胞の細胞溶解液を

用いて免疫沈降法およびウエスタンブロット法に

て検討する。 

②樹状細胞活性化における FARP2 および

MICAL の関与の検討：FARP2 に対する siRNA

を導入した FARP2 ノックダウン樹状細胞を調整

し、ケモカインに対する走化性反応を migration 

assay によって検討する。また FARP2 ノックダウン

樹状細胞におけるインテグリンの活性化を検討

する。次に MICAL に対する siRNA を導入した

MICAL ノックダウン樹状細胞を調整し、炎症性

サイトカインの産生を ELISA にて測定する。また

Monooxygenase の阻害剤および ROS の阻害剤

で処理した樹状細胞からの炎症性サイトカイン

の産生を検討する。さらに、FARP2 および

MICAL のノックダウン細胞への Sema6D の効果

をリコンビナントタンパクを用いて検討する。 

③破骨細胞分化・機能における FARP2 および

MICAL の関与の検討：骨髄細胞を用いて

FARP2 あるいは MICAL のノックダウン細胞を調

整し、破骨細胞分化・骨吸収能を検討する。イン

テグリンの局在および actin ring の形成を免疫染

色によって検討する。破骨細胞の motility を共

焦点顕微鏡を用いた time lapse 撮影によって検

討する。さらに、FARP2およびMICALのノックダ

ウン細胞への Sema6D の効果をリコンビナントタ

ンパクを用いて検討する。 

(2) Plexin-A1 のリガンド・Sema6D の樹状細胞お

よび破骨細胞における機能解析 

①Sema6D 欠損マウスを用いて樹状細胞分化、

活性化への Sema6D の役割を検討する。またケ

モカインに対する走化性反応も検討する。 

②Sema6D 欠損マウスを用いて破骨細胞分化・

骨吸収能における Sema6D の機能を検討する。

また motility および遊走能を共焦点顕微鏡を用

いた time lapse 撮影によって検討する。 

(3) plexin-A1 下流のシグナル伝達経路の解明

(1)および(2)によって得られた知見を総括し、

Plein-A1 のシグナル伝達経路の解明を試みる。 

 

４．研究成果 

(1)Plexin-A1 と FARP2 および MICAL の会合の



 

 

検討：COS７細胞に plexin-A1 と FARP2 あるいは

MICAL の発現ベクターを導入し、これら分子の

会合を検討した。その結果、これら分子の会合

が認められた。 

(2)FARP2 の機能解析 

①FARP2 発現 RAW クローンの樹立：FARP2 発

現ベクター（full length および Dominant 

negative）をマクロファージ株化細胞 RAW264.7

に導入し、Stable 発現 clone の樹立をした。 

②炎症性サイトカイン産生における FARP2 の関

与の検討：樹立した Full length （Control） clone

およびDominant negative （DN） cloneからの炎

症性サイトカインの産生を検討したところ、親株

細胞と同程度の TNF-αの産生が認められ、炎症

性サイトカインの産生に FARP2 は関与しないこ

とが示された。 

③破骨細胞における FARP2 の機能検討：樹立

した clone を用いて破骨細胞分化実験を行った。

細胞を RANKL 存在下で 96 時間培養し、その

後 TRAP 染色を行った。その結果、親株細胞お

よび control clone は巨大な多核細胞へと分化し

た。一方、DN clone ではそのような多核巨細胞

への分化が認められなかった。 

④破骨細胞分化過程における FARP2 の役割の

検討：FARP2 が破骨細胞分化過程のうち、１）細

胞増殖、2)細胞融合、3)成熟、のどのステップに

するのか検討したところ、いずれの clone も同様

に細胞増殖し、また破骨細胞分化マーカーの発

現が認められた。これらの結果から、DN clone

は破骨細胞分化過程のうち細胞増殖および分

化は正常である一方、細胞融合の過程に障害

を有することが示唆され、FARP2 が破骨細胞分

化の比較的後期に関与することが示された。 

⑤細胞接着への FARP2 の関与の検討：細胞接

着におけるFARP2の機能を検討するため、樹立

した clone を用いて細胞接着分子の発現を Flow 

cytometory によって解析した。インテグリン分子

の発現に顕著な差は認められず、DN clone の

細胞接着は正常である可能性が示された。 

これらの結果から、FARP2 は免疫細胞からの

炎症性サイトカインの産生には関与しない一方、

破骨細胞分化に関与する可能性が示唆された。

特に、破骨細胞分化の過程のうち細胞融合のス

テップに障害を有する可能性が示唆された。こ

れらの結果は plexin-A1 が FARP2 を介して細胞

融合のステップに関与している可能性を強く示

唆するものである。 

 

(3) MICAL の機能解析 

①Sema6D の炎症性サイトカイン産生作用への

MICAL の関与の検討：MICAL 分子には ROS

の産生に関与する flavoprotein monooxygenase 

domain が存在する。そこで、Sema6D 刺激による

炎症性サイトカインの産生に ROS が関与するか

否かを検討した。ROS の阻害剤である NAC で

処理した RAW 細胞をリコンビナント Sema6D タ

ンパクで刺激し、炎症性サイトカインの産生を

ELISA にて測定したところ、リコンビナント

Sema6D タンパクによって誘導される炎症性サイ

トカインの産生が NAC の濃度依存的に抑制さ

れた。この結果から、Sema6D の下流のシグナル

伝達経路に ROS の活性化を誘導する分子／経

路が存在することが強く示唆された。 

ここまでの結果から、plexin-A1 に ROS の産生

に関与する分子 MICAL が会合すること、さらに

Sema6D-plexin-A1 下流のシグナル伝達経路に

ROS を産生する分子／経路が存在することが示

された。これらの結果は、monooxygenase 

domain を有する MICAL が Sema6D によって誘

導される炎症性サイトカインの産生を ROS の産

生を介して制御する可能性を示唆するものであ

る。 
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