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研究成果の概要（和文）：セマフォリン受容体の plexin-A1 を欠損するマウスは、精神疾患で異
常となる驚愕反射のプレパルス抑制(PPI)試験において、14 週齢以上のマウスで障害が顕著と
なった。また自発活動量増加と毛繕い行動亢進、加齢進行性のミクログリア過剰活性化と脱髄
所見を認めた。したがって plexin-A1 欠損マウスは、ミクログリア関与の示唆はあるが未だ本
態不明の精神疾患の発症機構解明に繋がる新規知見を得るための有用なモデルと判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Plexin-A1 is a receptor of semaphorins originally found as repulsive axon 
guidance molecules. Plexin-A1 deficient mice over 14-week-old were revealed to have significant 
deficits in prepulse inhibition of auditory startle reflex which can be also observed in psychiatric disease 
such as schizophrenia. Plexin-A1 deficient mice also displayed significant increase in locomotion 
activity and grooming behavior and age-dependent microglial overactivation and demyelination. Thus, 
plexin-A1 deficient mice is an animal model useful to obtain a novel finding which helps us clarify the 
pathogenic mechanism of psychiatric diseases recently suggested to be related to abnormal microglia, 
but still concealing essentially unknown factors.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)セマフォリン(Semas)は、神経成長円錐の
伸長方向を決める軸索ガイダンス分子であ
り、免疫や血管新生など多彩な機能を発揮す
る。セマフォリン受容体の plexin-A1 は、破
骨細胞膜表面で Trem2 受容体および DAP12
アダプターと情報伝達複合体を形成し破骨
細胞機能を調節する。そのため plexin-A1 欠
損マウスは破骨細胞機能低下から骨が硬化

し大理石病を発症する。ヒトで Trem2 受容
体あるいは DAP12 アダプターの機能変異が
生じると骨病変と総合失調症から認知症を
併発する那須―ハコラ病を発症する。マウス
で DAP12 が欠損しても大理石病と統合失調
症様行動異常やシナプス変性が認められた。
那須―ハコラ病の精神症状の発症にはミク
ログリア異常の関与が示唆されている。 
(2)以上の事実より、plexin-A1 と DAP12 と

機関番号：33919 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間： 2010 ～ 2012  

課題番号：22590195 

研究課題名（和文） 脳内ホメオスターシスにおけるミクログリア内セマフォリン信号伝達機

構の役割解明 

研究課題名（英文） Clarification on the role of semaphorin signal transduction mechanism 

regulating microglial function in brain homeostasis 

研究代表者 

湯川 和典（YUKAWA KAZUNORI） 

名城大学・薬学部・教授  

研究者番号：20301434 

meme 



 

 

Trem2 が共に発達期脳内のミクログリアに
発現し、これら３分子複合体がミクログリア
細胞膜上でセマフォリン信号を受け取りミ
クログリアの分化と機能を調節することが
考えられた。そのため plexin-A1 欠損マウス
において那須―ハコラ病や DAP12 欠損マウ
スと同様の行動異常とシナプス変性等の脳
内炎症所見が予想された。 
２．研究の目的 
(1)遺伝子変異による機能欠損で精神疾患発
症 に 繋 が る DAP12 お よ び Trem2 と
plexin-A1 はミクログリア細胞膜上で信号伝
達複合体を形成すると考えられる。そのため
plexin-A1 欠損マウスが統合失調症や認知症
類似の行動異常を示し精神疾患解明の有用
な病態モデルとなることを証明する。 
(2) plexin-A1 欠損マウス脳内でミクログリ
アの過剰活性化や炎症所見および脱髄が行
動異常の出現に同期して起こるかどうかを
解析し、plexin-A1 欠損マウスの行動異常の
原因がミクログリア過剰活性化に起因する
ことを証明する。 
(3)野生型マウスとplexin-A1欠損マウスに由
来するミクログリア初代培養系を用いて、
plexin-A1 受容体を介するセマフォリンのミ
クログリア機能調節作用を明らかにする。 
３．研究の方法 
(1)plexin-A1 欠損マウスの作製：ES細胞を
用いる相同組換え法によりキメラ・マウスを
得て野生型 Balb/c マウスと 10代の戻し交配
を行いヘテロ・マウス間の交配により野生型
と plexin-A1 欠損マウスを得た。 
(2)行動解析：野生型と plexin-A1 欠損マウ
スについて、2カ月齢、6カ月齢、12 カ月齢、
18 カ月齢における行動解析を行い野生型と
plexin-A1 欠損マウス間での比較解析を行っ
た。行動解析試験として、オープンフィール
ド試験、明暗試験、高架式十字迷路試験、Y
迷路試験、新規物体認知試験、社会行動試験
(social interaction test)、音響驚反射（プ
レパルス抑制試験を含む）、恐怖条件付け試
験(Fear conditioning test)を行い、自発活
動量と記憶や不安、および社会行動等の評価
を行った。さらに骨病変の運動機能への影響
を評価するために pole test やロータ・ロッ
ド(rota rod test)などの運動機能試験を行
った。 
(3)免疫組織化学：2カ月齢、6カ月齢、10 カ
月齢、12 カ月齢、14 カ月齢、18 カ月齢の野
生型マウスと plexin-A1 欠損マウスの凍結脳
切片を用いて免疫組織化学を行いミクログ
リアの過剰活性化、脳内炎症の進行度、脱髄
およびシナプス変性と反応性グリオーシス
について解析を行った。Iba1（ミクログリ
ア・マーカー）、IL-1b、IL-6、iNOS、COX-2、
MBP、synaptophysin、GFAP、S100bに対
する抗体を一次抗体として用い peroxidase

標識の二次抗体による DAB の発色反応によ
り陽性シグナルの解析を HS オールインワン
蛍光顕微鏡にによるデータの採取と Image-J
ソフトウェアにより解析を行った。 
(4)ミクログリア初代培養による plexin-A1
機能の評価：1 日齢の野生型マウスと
plexin-A1 欠損マウスの脳より磁気細胞分離
法(MACS)を用いてミクログリアを分離しミ
クログリア培養専用培地の中でミクログリ
ア初代培養を行った。リポ多糖(LPS)と各種
セマフォリン添加に対する両ミクログリア
細胞の応答として、NO を検出する Griess 反
応により NO 産生能を評価した。さらに野生
型と plexin-A1 欠損ミクログリアの貪食能を
比較するため、ビーズとアポートース・ニュ
ーロンの貪食能力の比較を行った。また活性
酸素種産生能力の比較も行った。 
４．研究成果 
(1) plexin-A1 欠損マウスの毛繕い行動亢
進：オープンフィールド試験、高架式十字迷
路試験、Y 迷路試験、新規物体認知試験の全
てにおいて、6 カ月齢以上の plexin-A1 欠損
マウスが野生型マウスと比較して毛繕い行
動の有意な亢進を示した。2 カ月齢の
plexin-A1 欠損マウスの毛繕い行動は野生型
と有意な違いを認めなかった。Hoxb8 欠損マ
ウスやSlitrk欠損マウスなど毛繕い行動亢進
マウスに特徴的な眼瞼皮膚のただれが 6カ月
齢以上の plexin-A1 欠損マウスにも認められ
たため、行動解析時以外の home cage 内の日
常生活においても毛繕い行動亢進の存在が
示唆された。そのため、plexin-A1 欠損マウ
スは 6カ月齢以降に、統合失調症の陽性症状
の常同症、あるいは強迫神経症として毛繕い
行動の亢進を示すことが示唆された。 
(2) plexin-A1 欠損マウスの自発運動量増
加：オープンフィールド試験において 6カ月
齢の plexin-A1 欠損マウスが同齢野生型マウ
スと比較して有意な自発運動量の増加を示
し統合失調症の陽性症状が示唆された。2 カ
月齢、12 カ月齢、18 カ月齢では野生型との
間に有意差は認めなかった。 
(3) plexin-A1 欠損マウスのプレパルス抑制
減弱：音響驚愕反射の強度については、野生
型マウスと plexin-A1 欠損マウスの間に有意
差を認めなかった。音響驚愕反射のプレパル
ス抑制(PPI)試験は、14 週齢以上の plexin-A1
欠損マウスで障害が顕著となり野生型との
間に有意差を認めた。そのため plexin-A1 欠
損マウスは、14 週齢以降に統合失調症の陰性
症状としてのプレパルス抑制の障害を示す
ことが示唆された。 
(4) plexin-A1 欠損マウスの恐怖条件付け応
答の亢進：ブザー音と電気ショックを連合学
習する恐怖条件付け試験において、12 カ月齢
の plexin-A1 欠損マウスは同齢野生型マウス
と比較し、恐怖条件付けの 24 時間後のフリ



 

 

ージング応答が有意に増加することが判明
した。12カ月齢のplexin-A1欠損マウスでは、
自閉症や強迫神経症において認められる恐
怖記憶の増強の存在が示唆された。 
(5) plexin-A1 欠損マウスにおけるミクログ
リアの増加：2 カ月齢以降の全月齢において
plexin-A1欠損マウス脳の各部位で Iba1陽性
細胞数の増加を認め plexin-A1 欠損マウスに
おけるミクログリアの増加が示唆された。1
～4 日齢の新生児期の海馬では plexin-A1 欠
損マウスのミクログリア数の減少を認めア
ポトーシス・ニューロン数の減少を認めてお
り、成熟期から老齢期におけるミクログリア
の病態と発達期におけるミクログリア異常
の存在が示唆された。 
(6) plexin-A1 欠損マウスにおけるミクログ
リア過剰活性化：6 カ月齢以降の plexin-A1
欠損マウス脳各部位において、ミクログリア
過剰活性化を示唆する所見として iNOS、
COX2、IL-1b、IL-6 が増加傾向を示した。
また astrogliosis を示唆する所見として
GFAP と S100-bが増加傾向を示した。 
(7) plexin-A1 欠損マウスにおける脱髄とシ
ナプス変性：14 カ月齢以降の plexin-A1 欠損
マウスの皮質、視床と線条体において脱髄を
示唆する所見として、MBP の減少傾向を認
めた。また 14 カ月齢の plexin-A1 欠損マウ
スの海馬 CA3 領域では同月齢野生型海馬
CA3 領域と比較し有意に synaptophysin 量
が減少し、シナプス変性の進行が示唆された。 
(8) plexin-A1 欠損ミクログリアの機能異
常：1 日齢の野生型マウスと plexin-A1 欠損
マウス脳由来ミクログリアの初代培養にお
いて、NO 産生能は plexin-A1 欠損マウスで
有意な減少を示した。LPS 添加で NO 産生能
は両マウス由来ミクログリアで上昇するが、
野生型に比し plexin-A1 欠損マウス由来ミク
ログリアで有意な低下を認めた。LPS とリコ
ンビナント・セマフォリンの同時添加で NO
産生能はさらに上昇するが、plexin-A1 欠損
マウス由来ミクログリアでは有意な上昇を
認めなかった。ビーズとアポートース・ニュ
ーロンの貪食能力の比較においては、
plexin-A1 欠損マウス由来ミクログリアで貪
食能力の有意な低下を認めた。また活性酸素
種の産生能力も有意な低下を示した。この結
果は、plexin-A1 欠損マウスでは過剰活性化
したミクログリアが加齢とともに増加する
が、生後 1 日目のミクログリアは野生型と比
較して機能的に未発達であることを示して
いる。機能的に未発達のミクログリアから過
剰活性化ミクログリアを生じるメカニズム
について今後の解析が必要である。 
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