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研究成果の概要（和文）：虚血性脳血管障害後の炎症反応は神経細胞障害を増強させるとともに神経再生機転を亢進さ
せる。本研究では梗塞面積が一定であるマウス脳梗塞モデルを作成するとともにSema4D抗体を用いたリンパ球上のSema
4Dを抑制することで脳梗塞後神経障害や内因性神経再生にどのような影響を及ぼすか検討した。マウス脳梗塞モデルへ
抗Sema4D抗体を投与すると、脳梗塞面積縮小化、梗塞巣の神経幹細胞増加、神経幹細胞マーカー発現の増加、行動学テ
ストの改善がみられた。そのためSema4D抗体は脳梗塞の内因性神経再生療法として有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The inflammation induced by cerebral ischemia exacerbates neuronal damage, and 
enhances neuro reparative mechanisms. In this study , by using a highly reproducible murine model of 
experimental stroke, we examined the effect of endogeneous neurogenesis and neuronal damage after 
cerebral infarction by suppressing Semaphorin4D on the lymphocyte　using anti-Semaphprin4D antibody. 
Administration of anti-Semaphorin4D antibody into poststroke mice reduced the size of infarcted 
area,increased the number of neural stem cells and the expression of neural stem cell marker, and 
improved their behavior. Our findings demonstrated anti-Semaphorin4D antibody may be useful as a novel 
endogenous regenerative therapy in stroke treatment.

研究分野：神経再生
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１．研究開始当初の背景 
 
日本社会の急激な高齢化に伴い脳梗塞は
年々増加しており、その後遺症による QOL
の低下が社会問題となっている。しかし、脳
梗塞の治療法は未だに確立されていないの
が現状である。近年、脳梗塞の病態に免疫、
炎症機構が関与しているという多くの報告
が散見される。虚血性脳血管障害後に生じる
脳の炎症反応  (post-stroke inflammation) 
は神経細胞障害の増強と神経再生機転の亢
進という二面性をもっており、特に我々は脳
梗塞後に誘導される傷害誘導性神経幹細胞
(induced-Neural Stem/Progenitor cell: 
iNSPC )に着目し免疫機構との関連について
の研究を行ってきた。脳梗塞後の神経再生に
は CD4 陽性 T 細胞が負に関与し、さらに
GITR 刺激による活性化 T 細胞による
Fas-FasL を介した細胞死が内因性神経再生
機構を抑制するということを以前報告して
いる。Sema4D は class4 の膜型セマフォリ
ン分子で、主に T細胞に高発現し、その受容
体であるB細胞や樹状細胞上のCD72あるい
は CNS のミクログリアに存在する
plexin-B1 を 介 し て Experimental 
Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) な
どの炎症性神経疾患発症に関与すると報告
されているものの、中枢神経における内因性
神経再生との関係に関しては検討されてい
ない。本研究ではリンパ球上に発現している
Sema4D を標的として Sema4D のコントロ
ールによる神経再生機構の制御が虚血性脳
障害の治療に有用かどうかを判定すること
を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では中大脳動脈を凝固焼灼すること
で脳梗塞の大きさや程度が一定で再現性に
優れたマウス脳梗塞モデルと、その虚血脳梗
塞部位より抽出した傷害誘導性神経幹細胞
の培養システムを用い、リンパ球上に発現し
ている Sema4D の抑制が脳梗塞と内因性神
経再生にいかなる影響を及ぼすか検討する
ことで Sema4D を標的とした虚血性脳傷害
に対する内因性神経再生療法の開発につな
げることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
6 週齢、雄 C.B-17/Icr-1/1Jcl(CB マウス)を
用いて中大脳動脈永久閉塞を作成し、中大脳
動脈領域に限局した脳梗塞を作成した。脳梗
塞 3時間後、3日後、7日後、14 日後、21 日
後に Sema4D 抗体、control IgG 各々0.6mg を
腹腔内投与した。梗塞 7日後に梗塞脳を摘出
し、Nestin、Sox2、Caspase-3 に関して免疫
染色を行った。また、梗塞巣より RNA を抽出
した。得られた RNA より Nestin、PLP（オリ

ゴデンドロサイトのマーカー）、Sox2 に関し
てPCRを施行することで発現量に関して検討
を行った。 
さらに、脳梗塞作成後 14 日後と 28 日後にオ
ープンフィールドテストにて行動学的変化
を検討し、梗塞後 28 日のこれらの動物から
梗塞脳を摘出し、脳切片においてMAP2とNeuN
の免疫染色を行うことで脳梗塞体積を算出
した。 
一方、梗塞巣より摘出した傷害誘導性神経幹
細胞は FGF (fibroblast growth factor)、LIF 
(leukemia inhibitory factor) 添加培地で培
養し、細胞数をカウントし、細胞数を統一し
た後に PLL coating dish に播種し、これに
Fas antibody、Sema4D antibodyを投与し
て培養神経幹細胞への傷害性の有無を検討
した。 
 

 
４．研究成果 
 
梗塞脳の免疫組織化学的検討の結果、梗塞 7
日後では Sema4D 抗体投与群では IgG を投与
したコントロール群と比較して Nestin/Sox2
陽性の神経幹細胞数の増加がみられた。
(Figure1) 
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一方、Sema4D 抗体投与群で神経幹細胞死を示
すNestin/Caspase3陽性細胞数はコントロー
ル群と比較して減少していた。 
また、PCRにて Sema4D 抗体投与群で Nestin、
Sox2、PLP はコントロール群と比較して発現
量の亢進がみられた。これらのことから
Sema4D を抑制することで梗塞巣にみられる
神経幹細胞死は抑制され、結果として神経幹
細胞は増加することが明らかとなった。
(Figure2) 

Figure2  
 
 
さらに行動テストでは、脳梗塞マウスでは
Open field test における活動量の亢進が見
られることがわかっているが、Sema4D 抗体投
与群ではコントロール群と比較して、梗塞 14
日目、28 日目ともにこの活動量が抑制されて
いることから、行動学的な改善がみられるこ
とが示唆された。これらの結果より Sema4D
抗体は機能的にも脳梗塞後障害を抑制する
ことができることが示唆された。(Figure3) 

 
Figure3 
 
 
梗塞作成後 28 日目の梗塞脳を MAP2、NeuN に
て免疫染色し脳梗塞体積を検討したところ、

梗塞側と非梗塞側の Striatum の比は Sema4D
抗体投与群ではコントロール群と比較して
増加しており、Sema4D の抑制が脳組織修復に
関与することが示唆された。(Figure4) 
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これらの結果より Sema4D 制御による治療は
中枢神経系における傷害誘導性神経幹細胞
を増加させる。これは Sema4D 分子標的によ
る内因性神経再生が脳梗塞治療として有用
である可能性がある。 
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