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研究成果の概要（和文）：複雑な脳神経系において脳が脳として機能するためには神経回路形成

が正確に行われることが必須である。この形成過程には軸索ガイダンス分子が関与していて、

セマフォリンはその中でも１番多い分子である。今回の研究では神経回路形成におけるセマフ

ォリンの機能解析を行った。新規のセマフォリンを同定し、これらのセマフォリンは反発性の

軸索ガイダンス分子として機能している可能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：During	 embryogenesis,	 axons	 reach	 their	 specific	 targets	 correctly	 
to	 form	 the	 complex	 neural	 network	 found	 in	 the	 mature	 functional	 nervous	 system.	 Several	 
groups	 of	 axon	 guidance	 molecules	 such	 as	 semaphorins,	 ephrins,	 netrins,	 and	 Slits	 have	 
been	 reported	 to	 repel	 or	 attract	 growing	 axons	 that	 express	 their	 cognate	 receptors.	 
Herein,	 I	 report	 the	 cloning	 and	 characterization	 of	 novel	 semaphorin	 genes.	 These	 
semaphorin	 genes	 might	 repel	 axons	 of	 the	 specific	 types	 during	 development.	 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 脳は数百億~一千億個の細胞より形成
されていると言われている。このような複雑
な脳神経系において機能的な神経回路が形
成されるためには、標的細胞への神経軸索の
正確な投射が必須である。この正確な軸索投
射を制御する分子として軸索ガイダンス分
子が存在し、誘引分子と反発分子がある。軸
索ガイダンス分子としては、スリット、エフ
リン、ネトリン、セマフォリン等が報告され

ている。現在までに軸索ガイダンス分子は多
数同定されてきたが、これらの分子がどのよ
うに神経回路形成過程を制御しているかと
いう分子メカニズムはまだあまり研究が進
んでいない。私は主として反発性軸索ガイダ
ンス分子として機能するセマフォリンに注
目して研究を進めている。	 
(2)	 セマフォリンは神経系だけでなく、血
管形成、免疫系、癌発生、肺形成、骨形成な
どにも関与していることが明らかにされて
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いるので、セマフォリンを研究している研究
者は国内外問わず（特に国外）多数いる。研
究対象動物（センチュウ、ショウジョウバエ、
ゼブラフィッシュ、ニワトリ、マウス、サル
など）、研究内容、研究方法はセマフォリン
の様々な機能から多様であるが、私のように
ノックアウトマウスを作成して生体内での
神経回路形成過程におけるセマフォリンの
機能を形態学的に解析している研究者は少
数である。神経系における研究に関しては最
近セマフォリンのシグナル伝達を解析して
いる研究者の数が多く、研究が進んでいるよ
うに思われる。また、神経培養系や細胞株を
用いた解析も進んでいる。しかし、医学・生
物学分野において重要なのは、その遺伝子の
生体内での生物学的機能の解析だと考える。
このためにはノックアウトマウスの形態学
的解析は重要である。	 
 
２．研究の目的 
(1)	 私は軸索ガイダンス分子のセマフォリ
ンに注目して研究を進めている。本研究の最
大の目的は、生体内における神経回路形成及
び高次脳機能における分子メカニズムを
様々なセマフォリンを指標にして解明する
ことである。さらに、中枢神経系の再生医療
においても軸索ガイダンス分子の研究は重
要である。脊髄損傷後の領域においてセマフ
ォリンなどの反発性軸索ガイダンス分子の
発現が上昇するという報告がある。中枢神経
系の神経再生の分子メカニズムとしては、
NogoやMAGなどのミエリン由来の神経再生阻
害因子が良く研究されているが、軸索ガイダ
ンス分子の観点から研究している人はほと
んどいない。私は今までに共同研究によりセ
マフォリンの１つであるセマフォリン 3A	 
(Sema3A)が脊髄損傷後の神経再生過程にお
いて機能していることを明らかにした。脊髄
損傷後の神経再生過程におけるセマフォリ
ンの詳細な機能解析も本研究の目的の１つ
である。	 
(2)	 セマフォリンは現在までに約 30種類報
告されていて、ウイルスからヒトに至るまで
存在して分泌型と細胞膜結合型に分けられ
る。構造により７つのクラスとウイルスに分
けられ、脊椎動物のセマフォリンはクラス３
~７である。セマフォリンは神経発生以外で
も、肺形成、骨形成、血管形成、免疫系、癌
発生などに関与していることが報告されて
いる。Sema3A は現在までに軸索の反発性軸索
ガイド分子であることが解明されている分
子である。私がノックアウトマウスを作成す
るまでは神経回路形成における機能はほと
んど分かっていなかった。Sema3A ノックアウ
トマウスの解析において、初期発生中の末梢
神経系の神経回路形成に異常が認められる
ことを解明した。	 Sema3A の機能的なレセプ

ターがニューロピリン-１であることを共同
研究により明らかにした。Sema3A とニューロ
ピリン-１により、末梢神経系の初期発生に
おいて軸索投射が正確に起こるという分子
メカニズムを世界で初めて解明した。また、
Sema3A の発現は成体の嗅球や小脳のプルキ
ンエ細胞層を含む中枢神経系においても特
異的に認められる。嗅覚系の神経回路形成に
軸索ガイダンス分子が関与している報告は
ほとんどなかった。嗅覚系において嗅球の糸
球体の空間配置は嗅球における嗅覚系感覚
地図、いわゆる「匂い地図」を形成する。正
確な匂い地図形成の分子メカニズムはほと
んど分かっていなかったが、Sema3A が匂い地
図形成に必須であることを明らかにした。	 
(3)	 最近、マウスにおいて２種類の新規セ
マフォリン分子(Sema3G と Sema6D)のクロー
ニングに成功した。発現解析を行った結果、
Sema6D は脳に特異的に発現が認められた。
Sema3G は成体脳において小脳の顆粒細胞層
だけに発現していて、生後発現してくるとい
うことより、顆粒細胞の移動に関与している
可能性が高い。これらのセマフォリンは神経
軸索に対して反発活性があることをすでに
明らかにしている。これら新規セマフォリン
の生体内における機能解析が本研究課題に
おける最大の目的である。生体内での機能解
析のためにノックアウトマウスを作成して、
生体内での機能解析を行う計画である。発現
様式等よりこれらの新規セマフォリンは今
までにクローニングされたセマフォリンよ
りも興味深く、解析により新しい機能の情報
が得られると考えられる。	 
(4)	 さらに、モデル動物としてマウスだけ
でなく、ゼブラフィッシュにも注目をしてい
る。ゼブラフィッシュは初期発生中の回路形
成解析には非常に有益である。現在までに、
ゼブラフィッシュの新規セマフォリンを３
種類クローニングすることに成功した
(Sema6D,	 Sema6E,	 Sema6F)。Sema6E と Sema6F
はゼブラフィッシュ特異的なセマフォリン
である。これらは発現解析により、神経系特
異的に発現していることが明らかとなった。
今後は、Morpholino	 oligo を用いたノックダ
ウン法により生体内での機能を解析する計
画である。実際に生体内でどのように機能し
ているか、ということに特に注目している。	 
(5)	 私は基礎研究だけでなく、臨床系の研
究室との共同研究によりセマフォリンの機
能解析を行い、論文発表を行ってきた。脊髄
損傷後の部位に Sema3A の阻害剤を投与する
と神経再生が促進し、運動機能も回復するこ
とを明らかにした。心臓への交感神経の投射
において Sema3A が必須であること、Sema3A
が正常に働かないと不整脈様症状を示すこ
とを解明した。このように臨床応用を考えた
研究も進めている。	 



 

 

	 本研究課題により、神経回路形成及び高次
脳機能におけるセマフォリンの機能が明ら
かとなり、神経疾患や中枢神経系の再生医療
に役立つことも期待している。	 
	 
３．研究の方法 
	 研究目的を達成するために、新規セマフォ
リンのノックアウトマウスの作成及び解析、
ゼブラフィッシュを用いた解析においては
ノックダウン法を使用した解析を行い、生体
内での機能解析を行うことを主に計画して
いる。さらに、脊髄損傷後の再生過程におけ
るセマフォリンの解析も行う。	 
(1)	 新規セマフォリンのクローニングを試
みた結果、マウスにおいて２種類の新規セマ
フォリン(Sema3G と Sema6D)のクローニング
に成功した。Sema6D は胎児発生中も同様だが、
成体のマウス脳においてかなり高い発現が
認められる。Sema3G は成体脳においては小脳
の顆粒細胞層だけに発現が認められるとい
う非常に興味深い発現様式をしている。
Sema3G と Sema6D は神経軸索に対する反発活
性を持っていることも明らかにした。さらに
詳 細 な 発 現 解 析 の た め に 、 in	 situ	 
hybridization やポリクローナル抗体作製の
準備を進めている。一番重要な解析である生
体内での機能解析を行うために、ノックアウ
トマウスを作成する。また、Sema3G に関して
は発現様式から小脳の顆粒細胞の移動に関
与している可能性が高いので、小脳顆粒細胞
層の培養により、in	 vitro での Sema3G の小
脳顆粒細胞移動における機能解析も行う計
画である。さらに、これらセマフォリンのレ
セプターの同定を試みる。今までの報告など
から、ニューロピリンかプレキシンだと考え
ている。ニューロピリンでもプレキシンでも
なければ、発現クローニング法によりレセプ
ターを同定する。	 
(2) 	 ゼブラフィッシュセマフォリンの
Sema6D,	 Sema6E,	 Sema6F に関してはクローニ
ングが終わったところである。ゼブラフィッ
シュを用いる利点は、卵が透明で観察しやす
い、多産、成長が早い、Morpholino	 oligo で
生体内での機能解析ができるなどがある。現
在予備的であるが発現解析を 	 in	 situ	 
hybridization 法で進めていて、神経系特異
的な発現をしているという結果を得ている。
今後各発生時期における詳細な発現解析を
行う。また、神経培養系を用いた反発活性の
解析、生体内での機能解析のための
Morpholino	 oligo の準備を進めている。生体
内での神経回路形成解析には、神経系で GFP
を発現しているトランスジェニックゼブラ
フィッシや抗チューブリン抗体による全胚
免疫染色法を使用する。特にSema6EとSema6F
はマウスやヒトに存在しないゼブラフィッ
シュ特異的なセマフォリンなので、その結果

に注目している。	 
	 ゼブラフィッシュセマフォリンのレセプ
ターの同定も試みる。クラス６のセマフォリ
ンレセプターとしてはプレキシンが知られ
ているので、プレキシンが第１の候補だと考
えられる。そこで、ゼブラフィッシュプレキ
シン（マウスで９種類なのでおそらく９種
類）をクローニングして結合や機能を解析す
る。プレキシンがレセプターでなければ、発
現クローニング法を行い同定する。レセプタ
ーが同定できれば、レセプターについても発
現解析及び Morpholino	 oligo による生体内
での機能解析を行う。生体内での機能解析が
最大の目的なので、Morpholino	 oligo による
生体内での機能解析は詳細に行いたい。すで
に報告されている有用なトランスジェニッ
クゼブラフィッシュも解析領域によって多
種類使用していきたい。	 
(3)	 Sema3A ノックアウトマウスに関しては、
小脳ではプルキンエ細胞層だけに発現が認
められるので、軸索投射を見るために DiI な
どのトレーサーを使用した解析や小脳特異
的な抗体染色（VGluT1 や VGluT2 抗体などを
使用）による形態学的解析を行う。脊髄損傷
後の神経再生過程における Sema3A の機能解
析をさらに進める。Sema3A ノックアウトマウ
スの脊髄を損傷させ、その再生過程において
今までに知られている神経再生を促進する
分子を与えるなどして、再生効率を上昇させ
る方法を見出したい。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 新規セマフォリン(Sema3G と Sema6D)の
ノックアウトマウスの作成を行っている。ど
ちらのノックアウトマウスの作成も苦労し
ている。Sema3G に関しては苦労したがノック
アウトマウスの作成に成功したところであ
る。このマウスは LacZ の発現により Sema3G
の発現も解析できるマウスである。Sema3G 抗
体も作成したので、これらを使用して Sema3G
の発現を詳細に解析しているところである。
その後、Sema3G の神経回路形成における機能
解析を行う計画である。また、Sema3G に関し
て神経培養系の解析も同時に行っているが、
神経系に関しては明らかな機能はまだ見出
していない。血管系に関しては見出している。
さらに Sema3G のレセプターの同定を行い、
ニューロピリン-2 がレセプターだと考えら
れた。ニューロピリン-2 の解析も行う計画で
ある。また、Sema6D に関しては努力している
がノックアウトマウスがまだ作成できてい
ない。相同組換体の ES 細胞が得られていな
い。引き続き作成しているところである。
Sema6D 抗体の作成には成功した。Sema6D の
レセプターの同定を行い、プレキシン-A1 が
レセプターだと考えられた。	 
(2)	 ゼブラフィッシュにおけるセマフォリ



 

 

ンの解析に関しては、発現解析を行った。
Sema6D は初期発生中において菱脳やレンズ
などで、成体脳においては小脳に発現してい
る。Sema6E は初期発生中においては菱脳やレ
ンズなどで、成体脳では縦隆起に発現してい
る。Sema6D、Sema6E ともに神経軸索に対する
反発活性が認められた。これらのことより、
Sema6D と Sema6E は初期発生中の神経回路形
成に関与している可能性がある。Sema6F に関
しては現在解析中である。今後は生体内での
機能解析を進めていく計画である。また、
Sema6DとSema6Eのレセプターの同定を行い、
どちらもプレキシン-A1 がレセプターだと考
えられた。ゼブラフィッシュの Sema6D はマ
ウスと同様の結果であり、脊椎動物ではシグ
ナル伝達機構が保存されていることが示唆
された。	 
(3)	 Sema3A ノックアウトマウスの小脳にお
ける解析に関しては、様々な抗体を使用した
免疫染色やトレーサーを使用した解析を行
っているが、現在の所は明らかな表現型の違
いを見出していない。今後は海馬も含めて解
析を行う計画である。神経再生の研究に関し
ては現在検討中である。	 
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