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研究成果の概要（和文）：脳梗塞ラット脳peri-infarct areaにおいて、亜急性期の神経細胞内においてに発現
上昇するSemaphorin3Aを機能阻害することで、軸索再生や脳梗塞ラットの機能回復が促進された。虚血後神経細
胞において、Semaphorin3A 阻害がRnd1/R-Ras/Akt/GSK3β シグナル、軸索に発現するpGSK3βを介して軸索再生
を調節し、また、Semaphorin3A 阻害は虚血後のアストロサイトの活性化、アストロサイト由来のエクソソーム
におけるmicroRNAを制御し、そして軸索に取り込まれたエクソソームがptgdsを介して虚血後の軸索再生を促進
させる作用機構が明らかにされた。 

研究成果の概要（英文）：In rats subjected to MCA occlusion, we administered a Semaphorin 3A 
inhibitor into the peri-infarct area from 7 to 21 days after occlusion. We found that phosphorylated
 NFH-immunoreactive axons were increased, GFAP-immunoreactive astrocytes were decreased, and 
functional recovery was promoted at 28 days after MCAO. In cultured neurons, the Semaphorin 3A 
inhibitor decreased Rnd1, increased R-Ras, which phosphorylates Akt and GSK-3β, selectively 
increased phosphorylated GSK-3β in axons, and thereby enhanced phosphorylated NFH-immunoreactive 
axons after OGD. In cultured astrocytes, the Semaphorin 3A inhibitor suppressed activation of 
astrocytes induced by OGD. Exosomes secreted from ischemic astrocytes treated with the Semaphorin 3A
 inhibitor regulated expression of microRNAs, and further promoted axonal elongation together with 
an increase of ptgds. GSK-3β+ and PTGDS+ neurons were robustly increased after treatment with the 
Semaphorin 3A inhibitor in the peri-infarct area. 

研究分野： 神経学

キーワード： 脳梗塞　セマフォリン3A　エクソソーム　microRNA　軸索再生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は軸索伸長阻害因子である Semaphorin3Aに着目し、脳梗塞再生治療の新たな分子標的として見出した。
Semaphorin3A阻害薬は、脳梗塞後の神経細胞内情報伝達系を制御し、アストロサイトの活性化を抑制、軸索伸展
効果を有するエクソソームを分泌する現象がみられた。今日では急性期治療が主体となっている脳梗塞治療にお
いて、Semaphorin3A阻害薬は慢性期神経再生や機能回復をターゲットとした脳梗塞新規治療薬となる可能性があ
る。脳梗塞患者のQOLを高めるという高い社会的ニーズに答えるのみならず、脳卒中医療を大きく変革させる治
療薬となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳血管疾患の総患者数は約 118 万人であり、脳血管疾患に関わる医療費は高齢者の総医療費の第 
1 位である。特に、多くの患者が運動麻痺等の重度の後遺症に苦慮し、それに対する介護費用が大部
分を占める。脳梗塞後の機能回復において「軸索再生」は重要な役割を担うが、軸索再生や機能回復
を標的とした治療法の実現には至っていない。脳梗塞の軸索再生を標的とし、機能回復に有用な脳梗
塞新規治療薬の開発、実用化は喫緊の課題であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々は軸索伸長阻害因子である Semaphorin3A に着目し、脳梗塞再生治療の新たな分子標的として
見出した。 脊髄損傷モデルでは Semaphorin3A 阻害剤による治療効果が報告されている。脳梗塞後
の軸索再生におけるSemaphorin3Aが作用する新規分子病態機構を明らかにし、選択的Semaphorin3A
阻害薬の軸索再生並びに機能回復作用を検証した。  
 
３．研究の方法 
(1) 脳梗塞動物モデルとして 9 週雄性 Wistar ラットを用いて永久的中大脳動脈閉塞モデル(Middle 
cerebral artery occlusion: MCAO)を作成し、梗塞巣の辺縁より 300μm を peri-infarct area と定義した。
MCAO 後3〜56 日目における Semaphorin3Aと pNFH(軸索マーカー)、MAP2(神経細胞体マーカー)
の発現を解析した。MCAO 後 7 日目に Alzet pomp を用いて peri-infarct area に 0.01、0.1、1、3mg/ml
の Semaphorin3A 阻害剤を 14 日間投与した。MCAO 後、modified Neurological Severity Score(mNSS)
と Rotarod で神経学的所見と運動機能を評価した。  
(2) In vitro では、妊娠 17 日 Wistar ラットの胎児前頭葉皮質神経細胞から初代培養神経を作成し、培
養 7 日目に 3 時間の無糖無酸素負荷(Oxygen-glucose deprivation: OGD)を行った。OGD 後、0.1、
1nM の recombinant Sema3A(rSema3A)、0.1、1μM の Semaphorin3A 阻害剤を投与した。OGD 後 96
時間目に培養神経細胞を回収し、Western blot にて pNFH、Sema3A シグナル蛋白の発現を解析した。
Microfluidic chamber を用いて OGD 後軸索伸展の長さを解析した。生後 0-2 日の Sprague-Dawley 系
ラットの前頭葉皮質細胞から初代アストロサイト培養を行い、OGD 後 Semaphorin3A 阻害剤を投与し
96 時間後の培地からエクソソームを抽出した。活性化アストロサイトマーカーである GFAP を測定し、エ
クソソームを培養神経細胞に投与し軸索伸展を解析した。OGD 後の培養アストロサイトから放出される
エクソソームにおいて、Semaphorin3A 阻害剤が制御する microRNA、軸索伸展に関わる mRNA を
microarray にて網羅的に解析した。  
 
４．研究成果 
(1) 脳虚血後 peri-infarct area において Semaphorin3A は MAP2 と共発現し、Sema3A/MAP2 陽性細胞
は MCAO 後 7 日より 14 日までの急性期から亜急性期にかけて上昇し、その後 56 日目の慢性期にお
いて減少した。   

図1．*p < 0.05, ***p < 0.001 versus 

sham; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 

0.001 versus 3 day group. 

 

 

 

 

 

 

(2)OGD 後の初代培養神経細胞において、Semaphorin3A 阻害剤投与では軸索マーカーの pNFH は

増加した。同時に、Rnd1 の減少、R-Ras、pAkt、

pGSK3β の増加がみられた。rSema3A 投与で

は逆の現象が見られた。 

図 2．*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

versus OGD neurons; #p < 0.05, ##p < 0.01 

versus OGD neurons treated with 0.1 μM 

Sema3A inhibitor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(3) Microfluidic chamber を用いた軸索伸長の検討では、Semaphorin3A 阻害剤投与は OGD 後非投

与、OGD 後 recombinant Sema3A(1nM)投与に比して軸索伸展がみられた。 
図 3．*p < 0.05 versus OGD; #p < 0.05, ##p < 

0.01 versus OGD neurons treated with 1 nM 

recombinant Sema3A.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)蛍光免疫染色において、OGD 後に伸展した軸索に発現する pGSK3β や、pGSK3-pNFH の共発現

は Semaphorin3A 阻害剤投与において増加した。 

図 4．**p < 0.01, ***p < 0.001 versus OGD; ###p < 0.001 

versus OGD neurons treated with 1 nM recombinant Sema3A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5)初代アストロサイト培養において、GFAP は OGD 後有意に増加し、Semaphorin3A 阻害剤投与

で減少した。Sema3A も Semaphorin3A 阻害剤で減少した（図 5）。アストロサイト内と培養液中から抽出さ

れたエクソソーム中の CD63、TSG101 は non-OGD 群、OGD 群、OGD 後 Semaphorin3A 阻害剤投与

群で変化なかった。  

 

(6) Semaphorin3A 阻害剤投与の虚血アストロサイトから分泌されたエクソソームを神経細胞に投与した

ところ、non-OGD 群、OGD 群に比して軸索伸長効果が得られた。Microarray では、Semaphorin3A 阻

害剤(1μM)投与の虚血アストロサイトから分泌されたエクソソームでは、阻害剤非投与に比較して、rno-

miR-30c-2-3p、rno-miR-326-5p の有意な発現低下が見られた。Semaphorin3A 阻害剤投与の虚血ア

ス ト ロ サ イ ト か ら 分 泌 さ れ た エ ク ソ ソ ー ム を 投 与 し た 培 養 神 経 細 胞 で は 、 prostaglandin D2 

synthase(ptgds)の発現が上昇していた。  

図 5．p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus exosomes derived from non-OGD astrocytes, #p < 0.05, 

versus exosomes derived from OGD astrocytes． 

 

 

 

 



 

(7) ラット MCAO モデルにおいて、Semaphorin3A 阻害剤投与の脳内投与では、mNSS は 14 日以降で

1mg/ml 群、3mg/ml 投与群で改善した(p<0.05 vs vehicle)。Rotarod では 28 日後において 3mg/ml 投

与群では、vehicle に比して改善がみられた(p<0.05 vs vehicle)。梗塞巣の面積は 5 群間で差異はなか

った。蛍光免疫染色では、peri-infarct area において Sema3A/MAP2 細胞は Semaphorin3A 阻害剤投

与にて減少し、pGSK3β/MAP2 細胞は増加した。pNFH の発現は Semaphorin3A 阻害剤投与で増加

した。  

 

＜総括＞脳虚血後 peri-infarct area において、神経細胞に発現する Sema3A は亜急性期に上昇し慢

性期で低下した。亜急性期に上昇する Semaaphorin3A に対して機能阻害することで、軸索再生や脳梗

塞ラットの機能回復が促進された。In vitro では、OGD 後の培養神経細胞において Semaphorin3A の機

能調節が Rnd1/R-Ras/Akt/GSK3β シグナル、軸索に発現する pGSK3β を介して pNFH 発現を調節

した。Semaaphorin3A 阻害薬は OGD 後のアストロサイトの活性化を抑制し、軸索伸展効果を有するエク

ソソームを分泌する現象がみられた。Semaaphorin3A 阻害薬は、虚血アストロサイト由来のエクソソーム

に おける rno-miR-30c-2-3p、rno-miR-326-5p の発現を制御し、また、軸索に取り込まれたエクソソー

ムは ptgds を介して虚血後の軸索再生を促進させる作用機構が明らかにされた。  
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