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研究成果の概要（和文）：セマフォリン分子による自然リンパ球活性制御を介した炎症性腸疾患の発症メカニズムを明
らかにし、治療応用を目指すことを本研究の目的とする。本研究では、腸管組織に４型セマフォリン分子が発現し、特
に、リンパ球に優位に高発現していて、腸管炎症を制御するとを見出した。in vitroでSema4Aを欠損すると自然リンパ
球の炎症性サイトカイン産生が亢進され、DSS誘導性大腸炎の発症はSema4A欠損マウスの方が野生型より増悪した。さ
らに、CD8陽性T細胞に発現するSema4Aはエフェクター分子の発現を誘導し、リステリア感染崩御に重要な働きをするこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Type I Innate lymphoid cells (ILCs) play an important roles in maintenance of 
intestinal homeostasis. In this study, we identified Sema4A, which is highly expressed in innate lymphoid 
cells is required for type I ILC activation. Using dextran-sodium induced mouse model, we found that 
Sema4A deficient mice showed enhanced body weight loss and shortening of colon length from day 5 on. In 
addition, Sema4A was preferentially expressed in CD8+ T cells in large intestine. Deletion of Sema4A 
restrained expression of effector molecules such as granzyme B, perfolin and FAS, resulting in 
susceptible for Listeria sp. infection. Our data demonstrated that Sema4A is essential to prevent 
excessive intestinal inflammation and for host defense for bacterial infection.

研究分野：基礎医学

キーワード： semaphorin　colitis
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１．研究開始当初の背景 
消化管は腸内細菌と共生関係にある特殊な

臓器であり、他の組織とは異なり、過剰な免疫

反応を抑制するため、常に抑制性の免疫が

優位になっている。近年、腸管組織に自己免

疫疾患への関与が強く示唆されるTヘルパー

17 細胞（Th17 細胞）およびインターロイキン

17(IL-17)が存在することが報告され、腸管組

織における免疫応答制御メカニズムに注目が

集まっている。さらに、最近、免疫抑制性サイ

トカイン、IL-22 が腸管免疫システムにおいて

重要な役割を果たしていることが明らかになり

つつある。腸管では上皮細胞がおもな IL-22

応答細胞であり、細胞内シグナル伝達に機能

する転写因子 STAT3 を介して抗菌ペプチド

の産生を誘導する。さらに、IL-22 は腸管上皮

細胞の再生および修復を促進するなど、抗炎

症性機能を有することが知られている。実際

に、IL-22 ノックアウトマウスでは腸内細菌によ

る腸炎の重症化することが明らかとなった。こ

のように IL-22 及びこの下流で発現する抗菌

ペプチドの分泌は免疫応答に対する制御作

用に重要であり、その制御能の欠損は腸内細

菌に対して過剰な免疫応答を惹起し、炎症性

腸疾患のような腸管慢性炎症の引き金となる。

しかし、現在まで、腸管における IL-22の産生

細胞及び IL-22 産生制御メカニズムについて

は全く報告されてない。 

   セマフォリン分子群は神経軸策の方向性

を決定する神経ガイダンス因子として同定さ

れた分子群であるが、現在、その機能は神経

系にとどまらず器官形成、血管新生、癌の進

展への関与など、多岐にわたることが明らかと

なっている。申請者が所属する研究グループ

はこれまでにいくつかのセマフォリン分子が免

疫細胞にも発現し、免疫応答を制御する機能

を有することを明らかにしてきた（図 1）。免疫

細胞に発現するセマフォリン分子は免疫反応

の様々なphaseを制御する機能を有し、「自己

免疫疾患治療の鍵分子」と呼ばれている。最

近、申請者はセマフォリン分子が腸管免疫恒

常性維持に重要な機能を有すること（Kang 

et al, J. Immunol., 2012）を見出した。本研究

では、炎症性腸疾患マウスモデルを用い、セ

マフォリン分子の中 Sema4A をターゲットにす

る過敏性腸疾患や自己免疫疾患発症機構を

解明するとともに、セマフォリン分子の機能障

害抗体を用いた炎症性腸疾患に対する治療

効果の検討を本研究の目的とする。 
 
２．研究の目的 
症性腸疾患は原因不明の自己免疫疾患で有

り、現在まで根本的な治療法がなく、その発症

メカニズムの解明が急務である。申請者は最

近腸管上皮細胞に発現するセマフォリン分子

Sema7Aが腸管免疫の恒常性維持において

重要な役割を果たしていることを明らかにする

とともに（J . Immunol., 188:1108, 2012）、腸管

樹状細胞に発現するセマフォリン分子

Sema4Aの遺伝子欠損マウスが炎症性腸疾

患モデルに対し発症抵抗性を示すとの知見

を得た。本研究では、炎症性腸疾患マウスモ

デルや無菌マウスを用い、セマフォリン分子を

ターゲットにする過敏性腸疾患および自己免

疫疾患の発症制御機構の解明するとともに、

セマフォリン分子の機能障害抗体を用いた炎

症性腸疾患に対する治療効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究は、免疫セマフォリンの中、

Sema4A が腸管組織に高発現することに着目

し、無菌マウス及び炎症性腸疾患マウスモデ

ルを用いて Sema4Aによる腸管免疫応答制御

機構の解明および Sema4A 機能障害抗体を

用いた炎症性腸疾患に対する治療効果を検

討する。 

＜平成２５年度の計画＞ 

① 自然リンパ球機能制御する Sema4Aの生

物学作用機構の解明 

 野生型マウスの小腸・大腸の粘膜固有層か

ら自然リンパ球を単離し、リコンビナント



Sema4A で刺激を加え、DNA チップ解析など

の網羅的な方法により炎症誘導性（ IL-6, 

IL-23, IL-1β, TNF-α）及び抑制性サイトカイン

(IL-10, IL-22, TGF-β)やケモカイン、転写因子

などの発現変化を検討する。さらに、DSSを投

与した野生型及び Sema4A欠損マウスの大腸

をそのまま培養し、実際に炎症反応が行った

病変部位においてのサイトカイン産生を検討

する。 

② 腸管組織において Sema4A 発現細胞の

同定  

免疫系においては、Sema4Aが樹状細胞に

発現し、抗原特異的に T 細胞の分化を制御

することが知られている。腸管組織において、

腸内細菌由来の抗原を提示する CD103陽性

樹状細胞にはSema4A発現が検出できなかっ

た。この結果から、腸管組織において

Sema4A を発現する細胞を検討するため、野

生型マウス由来の小腸や大腸の組織切片を

作成し Sema4A の発現を組織染色法或は腸

管粘膜固有層から細胞を分離し FACSにて検

討する。 

＜平成２６年以降の計画＞ 

③ Sema4A 欠損マウスを用いた炎症性腸疾

患マウスモデル及び感染性大腸炎を評価  

In vitro の結果により Sema4A は抗炎症性

機能をすることが考えられる。そこで野生型及

び Sema4A 欠損マウスに DSS を投与し、マウ

スの体重や大腸の長さを測定及び腸組織染

色法を用いて大腸炎の重症度を検討する。さ

らに、リステリア感染による感染性腸炎モデル

に対しての Sema4Aの機能解析を行なう。 
 
４．研究成果 

最近、様々な炎症性疾患や自己免疫

疾患の発症及び増悪に関与することが報告さ

れている炎症性サイトカイン IL-17 と IL-22 を

産生する非リンパ球が見出され、その細胞が

Lymphoid tissue inducer-like cell (LTi様細胞、

自然リンパ球)であることが明らかにされた。こ

れまでに LTi様細胞は、リンパ節、腸管パイエ

ル板などの二次リンパ組織の形成に重要な役

割を果たしていることが示されている。本研究

では、Sema4A 欠損マウスは炎症性腸疾患マ

ウスモデルにより発症される大腸炎が野生型

マウスより抵抗性を示す知見を得た。炎症反

応に重要な細胞である自然リンパ球機能制御

に関与する Sema4A 機能の分子メカニズムを

明らかにすることと、マウス大腸炎モデルと用

い Sema4A の治療効果の検討を行う。そこで

本研究では‘腸組織において Sema4A による

免疫応答の制御機構を明らかして炎症性腸

疾患の発症における病態意義の解明’を目的

とした。 

１．Sema4Aは LTi及び CD8陽性Ｔ細胞細胞

に高発現し、炎症性サイトカイン産生を抑制

する。 

 腸管免疫システムにおける Sema4A 発現細

胞を同定するため、ミエロイド系とリンパ球系

細胞を分け、定量ＰＣＲ法を用いてSema4Aの

発現を検討した結果, 腸管においてはミエロ

イド系細胞よりリンパ球系細胞に優位に高発

現していることを確認した。リンパ球の中、更

に Sema4A 発現細胞を同定した結果、

Lin-NKp46-CD4+ の LTi 細 胞 及 び

CD3+CD8+T細胞が Sema4Aを高発現するこ

とが明らかになった。自然リンパ球及び CD8

陽性細胞におけるSema4Aの機能解析をする

ため、ex vivoで Sema4A欠損マウス由来の自

然リンパ球を単離し、PMA及びイオノマイシン

で刺激後、炎症性（IL-17, IL-22, IFNγ）及び

抗炎症性 （IL-10, TGFβ）サイトカイン産生

を検討した。その結果、野生型より Sema4A欠

損自然リンパ球は IL-17, IL-22の産生が亢進

した。一方、Sema4A欠損 CD8陽性 T細胞は

野生型よりエフェクター分子であるグランザイ

ムＢ、ペフォリン、FAS の発現が減少する結果

を定量 PCR及びＦＡＣＳにて明らかになった。 

 

２．Sema4A は慢性腸炎及び感染性腸炎の発

症を制御する。 



 炎症性腸疾患発症におけるSema4Aの機能

解析を in vivo で検討した。野生型及び

Sema4A欠損マウスに２％DSSを経口投与し、

体重の変化及び投与後の組織学的レベルで

の腸炎の重症度で評価した。その結果、

Sema4A 欠損マウスは野生型より体重の減少

及び大腸の短縮、炎症性細胞の浸潤などが

亢進する結果が認められた。DSS 投与した際

のSema4A欠損マウス由来の腸管細胞を単離

し、２４時間培養し、そのサイトカインを測定し

た結果、in vitro結果と同様に DSS投与後の

Sema4A 欠損マウス腸管組織には IL-17, 

IL-22の産生が亢進する一方、IL-10, TSLP産

生は減少していた。これらの結果により、

Sema4A は自然リンパ球の活性を抑制し、腸

管炎症の発症を制御することが明らかになっ

た。さらに、CD8陽性T細胞における Sema4A

の機能解析のため、リステリア感染実験を行っ

た。その結果、リステリア感染した Sema4A 欠

損マウス由来の CD8陽性Ｔ細胞は野生型より

IFNγ, ペフォリンの産生が顕著に減少し、リ

ステリア感染による致死率が高い知見が得ら

れた。これらの結果により、CD8 陽性Ｔ細胞に

発現する Sema4A はエフェクター分子発現を

誘導し、獲得免疫によるリステリア感染に対す

る生体防御に関与することを示唆する。 
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