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1、 諸 論

大脳を中心 とする、中枢神経系(Centralnervoussystem:CNS)は 生命 に とって欠 か

す こ とので きない もので ある。 グリア細胞を含 む多数 の神経系細胞 間のネットワークにより

運動機能や認 知機 能 は成 り立っているが、突然 生じる脳虚 血などにより神 経系細胞は壊滅 的

な傷害を受ける。脳虚血 は臨床 にお ける脳血管 障害の中核をなす病態で、発 症すると重篤な

後遺症を残し、日常生活活動や生活の質 の低 下など多くの問題 を引き起こすため、その解明

は、非常 に重要である。

神経系を構成する主な細胞 にニューロンとグリアが存在する。ニューロンは周 囲の環境の変

化 に応 じて、他 のニューロンへ の情報伝達や 、体 の反応を起こさせる指示 をだし、グリアは近

傍のニュー ロンの構 造を支持し、シグナル伝達を補助することで、脳機 能を維持している。オリ

ゴデンドロサイト(OL)は ニューロンを支持し、髄鞘を形成することで、迅速な神経 情報 の伝

達を可能 にする(1)。OLの 発生 は、周産期 に神経上皮 由来の脳室帯でオリゴデンドロサイト

前駆細胞(oligodendrocyteprogenitorcells:OPCs)が 発 生し新皮質 に遊 走す る(2)。 その

分化 ・成熟を最も盛んに認めるのは、マウスでは生後5日 目～20日 目であるといわれている

(1)。OLは ミエリン鞘 を形成するまでの間、段 階的に形態を変化させる事が知 られている。ま

ず は遊走 ・分化能 をもつOPCsはplatelet-derivedgrowthfactorreceptor、NG2chondroitin

sulfateproteoglycanな どを発現する。OPCsが 分化すると未成熟オリゴデンドロサイト

(immatureOL)と なり、遊 走 ・分化 能を失い、2'、3'-cyclicnucleotide3'-phosphodiesterase、

galactocerebrosideな どを発現し始める。更に分化 が進 み、成熟OLと なると、髄鞘 を形成し始

め、myelinbasicprotein、proteolipidprotein、myelin-associatedglycoprotein等 を発 現する

(3～7)。 このOLを 分化誘導 する因子 の一つ に、セマフォリンが存在する。

セマフォリンは共通のsemadomainを 持った、8つ のクラスに分類される、反発性軸索ガイダ

ンス因子として知 られ る膜貫通型タンパクである(8～10)。 中枢神経 系と免疫系 に多く発 現

しており、中枢神経系ではOLに 特異的 に発 現している。中でも、セマフォリンファミリーのクラ

ス4で あるSema4Dは 、invitroに おいて、ニュー ロンの成 長 円錐やOLの 突起を退縮 させ る働

きがある(11～14)。 また、成獣マウス(生 後28日 以降)の 新皮 質でも、OLの 増加 に関与

しているとの報告もある(15)。Sema4Dの 欠 失はOLの 発 生段 階(生 後14日 ～28日 目)で 、

そのOPCsの アポトーシスの抑制 という機能 で増殖 と分化 に影響を与えることが報 告されており

(16)、 更にそのアポトーシス抑 制の影響 は、発達 段階だけではなく、成獣マウスの中枢神経

損傷モデル におけるオ リゴデンドロサイトの増 殖や神 経機 能の再生でも注 目されている(8、

9)。また、成 長後Sema4Dの 発現 はOLに 限局し通 常では認めないが、中枢神経損傷後 に損

傷周辺領域 のOLのSema4D発 現量が増加 し、脳 虚血後7～14日 目にSema4Dの 発現 が増

加す る(15)。

CNS以 外では、免疫系の作用 としてT細 胞 に特異的 に発現し、metalloproteinaseの タンパ

ク分 解作用によって活性化したT細 胞からSema/CD100と して分泌され、B細 胞 および樹状
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細胞 の活性化促進 がある(17)。 他 にも、Sema4Dを 発現する破 骨細胞 と、Sema4Dレ セプタ

ーであるPlexinB1を 持つ骨芽細胞 との間のシグナリングによる骨形 成抑 制作用(18)や 血

管形成抑制作用(19)な どでも報告がある。Sema4Dが 神経修復 に及 ぼす影響 については

不明な点も多いため、Sema4D欠 失動物 の大脳皮 質脳 虚血モデルを作製 し、大脳皮質 の虚

血周辺領域 における神 経やOLの 細胞増殖や 細胞 死について検討 を行った。
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2、 材 料 ・方 法

動 物

実 験 には、6～7週 齢 の野 生型(Wildtype:WT)マ ウスとSema4D-/一(Knockout:KO)

マウスを用 い た(15)。 全 ての 実験 手技 は 、大 阪 大 学 大 学 院 歯 学研 究 科 動 物 実 験 規 定 お よ

び 、大 阪 大 学 大 学 院 医学 系 研 究科 動 物 実験 規 程 を遵 守 し、手 技 に習熟 し可 能 な限 り動 物 の

個 体 数 や 苦 痛 は最 小 限 にとどめ て行 った。今 回 の実 験 で は 、生後6～12週 まで のマウスを免

疫 染 色 お よび 行 動 実 験 に使 用 し、マウスは 骨格 的 お よび神 経 的 成 長 の完 了 した生 後6週 齢

以 降 を成 獣 として扱 った。

Genotyping

マ ウスの遺伝 子 型 を区別 す るため 、Genotypingを 行 った。生 後4週 以 降 のマ ウスの尾 より抽

出 したゲ ノムDNAを 鋳 型 にTaqDNAPolymerase(BioLabs)、10mMdNTP(Promega)、Thermo

PolReactionbuffer(BioLabs)をDWで 希 釈 し、Sema4DとLacZのforwardprimerとreverse

primerを 入 れ94℃15sec、60℃30sec、72℃45sec×35cycle、72℃2min、4℃2minの 条件 下

でGenomicPCR反 応 を行 った。Sema4Dのfbrwardprimerlこ は

5'-GTCAGACGGGAACACCGGCAGCCTT-3'を 、reverseprimerに は

5'-CTCCATGTTCCCAGGTGA-3'を 使 用 した。LacZのforwardprimerに は

5'-GACACCAGACCAACTGGTAATGG-3`、reverseprimerに は

5'-GCATCGAGCTGGGTAATAAGAG-3'を 使 用 した。

脳 虚 血 モ デル

6～7週 齢 のWTマ ウスとKOマ ウスに対 し、中 大脳 動 脈(Middlecerebralartery:MCA)閉

塞 による大 脳 皮 質 虚 血 モデ ル を作成 した(20、21)。 マウスは3種 混合 麻 酔 薬(メ デ トミジン

0.3mg/kg+ミ タゾラム4mg/kg+ブ トル ファノール5mg/kg)の 腹 腔 内 注射 により十 分 に

麻 酔 し、左 側 眼窩 と外 耳 道 の 申 間 部 を剪 刀 にて皮 膚 切 開 して頭 蓋 骨 を露 出,歯 科 用 ラウンド

バ ー(φ0.5mm)に て頭 蓋骨 を穿 孔 し開頭 した。その後 、左 側MCA遠 位 部 を電 気 メスにて

焼 灼 し、血 流 を遮 断 した(Fig.1A、B)。 脳 虚 血 術 後 は24±1℃ に設 定 され たケージ に戻 し、

餌 や 水 分 は 自由 に摂 取 可能 な元 の環 境 にて飼 育 した。脳 摘 出後 は4mmの 厚 さに脳 をスラ

イスし、1%TTC(2、3、5-Tryphenyltetrazoliumchloride)に15分 間反 応 させ 梗 塞 部位 を確

認 した(Fig.1C)。 その後 、摘 出脳 は 、4℃ 条 件 下 にお いて4%paraformaldehyde含 有

PBS(phosphatebufferedsaline)固 定 液 で2晩 の浸 透 固定 を行い 、30%ス クロース にて2日 間

インキュベ ー トした。そして、ドライアイスにて脳 を凍 結 させ 、クリオスタットを使 用 し25μm厚

の連 続 冠 状 断 脳 切 片 を作 成 し、0.1%azaide含 有PBSに て4℃ 下 で保 存 した。同一 レベ ル の

切 片 で観 察 を行 うため 、免 疫組 織 化 学 染 色 に先 立 って 、1個 体 につ き3か 所 のチオ ニン染 色
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を行い、梗塞部位 の確認 を行った。

A

脳虚血領域

'

C

Fig.1PoD7の 組織像(A)PoD7の 摘 出したマウス脳。矢 印にて示された部位 が梗塞巣を

示す。(B)冠状断模式 図。MCA虚 血部位を黄色で示す。(C)冠 状 断切 片のTTC染 色像。白

色の非染 色域 が脳虚血組織である。(D)チ オニン染色像 、(a)正 常領域 、(b)脳 虚血周辺

領 域、(c)脳 虚 血 中心領域を示す。四角で示す部分が撮影 部位 である。Scalebar:200μ

mo

免 疫 組 織 化 学 染 色

冠 状 断 脳 切 片 に 対 し 蛍 光 抗 体 染 色 を 行 っ た 。染 色 に はWTお よ びKOの 術 後1日 目(Post

Operationlday:POD1)、3日 目(POD3)、7日 目(POD7)、35日 目(POD35)の 脳 切 片 を

用 い た 。切 片 を20分 間0,3%卜1202含 有PBSで 内 在 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 させ た

後 、PBSに て2回 洗 浄 し 、ブ ロ ッキ ン グ バ ッフ ァー(5%Goatserum、0.05%azide、0.3%

Tritonin-X100含 有PBS)に お い て60分 間 の ブ ロッキ ン グ を 行 っ た 。そ して 、一 次 抗 体 を 抗 体

希 釈 液(1%goatserum、0.1%azide、0.1%TritonX-100含 有PBS)で 希 釈 後 、4℃ 下 で

24時 間 反 応 させ た 。一 次 抗 体 に は 、mousemonoclonalantibodytoneuronalnuclearantigen

(NeuN:ニ ュ ー ロン マ ー カ ー:Millipore1/1000)、mousemonoclonalantibodytoNestin(幼 弱

ニ ュ ー ロ ン マ ー カ ー:Chemicon1/1000)、rabbitpolyclonalantibodytoNG2(OPCsマ ー カ

ー:Chemicon1/500)
、rabbitpolyclonalantibodytoGlutathione-S-transferaseπ(GSTπ:

OLマ ー カ ー:MedicalBiolLab1/1000)、ratmonoclonalantibodyto
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5-Bromo-2'-deoxyuridine-5'(BrdU:新 生細 胞 マ ー カー:Abcam1/1000)を 使 用 した。一 次

抗 体 反 応 後 、PBSに て2回 洗 浄 後 、二 次抗 体 を抗 体 希 釈 液 で 希釈 し常温3時 間 でインキュベ

ー トを行 った
。二 次 抗 体 には、Cy2:goatanti-rabbitIgG(AmershamBiosciences1/1000)、

Cy3:goatanti‐rabbitIgG,Cy3:goatanti‐mouseIgG(AmershamBiosciences1/1000),Alexa

Fluor555:goatanti-ratIgG(KPL1/1000)を 使 用 した。核 の染 色 にはHoechst(SantaCruz

Biotechnology1/10000)を 使 用 した。BrdUに つ い ては、PO1、3、7の マウスに、脳 摘 出3時

間前 にBrdU(50mg/kg:Sigma‐Aldrich)を1回 腹 腔 内注 射 した。冠 状 断脳 切 片 作 成 後 は、

BrdU染 色 にあた り、まず37℃ 下 にて1NHCIで の60分 間 のインキュベ ー トを行 い 、神 経 系

細 胞 とBrdUと の 二 重 蛍 光抗 体染 色 により新 生 細 胞 を特 定 した。観 察 には共 焦 点 顕 微 鏡

FV1000-D(OLYMPUS)を 使 用 した。

アポトー シス細胞 の検 出

脳 虚 血組 織 のアポ トー シス細胞 を検 出す るため 、DNA鎖 分 解 物 の標 識 法 で あるTransferase

-MediateddUTP-BiotinNickEndLabelingassay(Tunelassay:Promega)をWTお よび

KOのPO1、PO3、PO7、PO35の 各 時 期 の冠 状 断脳 切 片 に行 った。Tunelと の 二 重蛍 光 染 色

は、免 疫 組 織 化 学染 色 と同様 の 手順 でNG2、GSTπ 、NeuNの 可 視 化 を行 い 、4%PFAで15

分 固定 した後Tunelassayを 行 った。

分 析 方 法

細 胞染 色 は一 次 体 性 感 覚野 相 当部 の虚 血 部 位 を1個 体 にっ き250μm間 隔で3切 片 使 用

した。撮 影 部位 は脳 虚 血 周 辺 領 域 背側 の 大脳 皮 質(Fig.1D)を1視 野 当 たり約320μIn×

160μmの 範 囲 内 で3か 所 撮影 し、各 種 陽 性 細 胞 を計 測 した。陽 性細 胞 数 は μ㎡ あた りの個

数 で 換 算 し、得 られ たデ ー タの平 均値 と標 準 偏 差 を算 出 した。また 、新 生 細胞 の特 定 には

BrdU陽 性細 胞 との 、アポ トー シス細 胞 の特 定 に はTunelassay陽 陸細 胞 との二 重 陽 性 細 胞 数

を数 えた。

統 計 学 的手 法 で は 、WTとKOの 脳 虚 血 後 の 各 時期 にお ける検 出 細 胞数 や 割 合 にt検 定

(片 側 条 件)を 用 いて比 較 した。各 実 験 、各 日齢 にお い て4個 体 以 上 のマウスを使 用 し実 験

を行 った。な お,い ず れ の検 定 にお いてもp〈0.05に なった場 合 に統 計 学 的 に有意 差 がある

と判 断した。

行 動 実 験

WTとKOマ ウス に6週 齢 時 、中 大脳 動 脈 手 術((Middlecerebralarteryoperation:MCAO)

実 施 後 、24±1℃ で餌 と水 を 自由 に摂 取 可 能 な状 態 のもと、術 後27日 間飼 育 した後 、オ ー

プンフィー ル ドテストを行 った。実 験 期 間 は術 後28日 目(POD28)の1日10分 間 、マウスの

フィール ド内 の移 動 回数 を計 測 した。実 験 は 、手 術 群(POD28)と 無 手 術 群(nonoperative:

Non-Ope)をWTお よびKOで それ ぞ れ行 った。
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3、 結 果

3-1脳 虚 血組 織 にお ける新 生 細 胞 とOPCs及 び ニュー ロンの経 時 的 変化

WTとKOマ ウスの大脳 皮質脳虚 血モデル の術 後3目 目(POD3)お よび7日 目(POD7)

の新生 細胞 およびオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPCs)の 継 時的変化を確認す るため、

それぞれ の細胞 に特異的に発現するマーカーを用 いて、細胞 の検 出を行った。OPCsマ ー

カーにはNG2抗 体を用いた。また、MCAO後 、脳組織 回収3時 間前 に投 与したBrdUを 取

込んだ細胞を新生細胞とした(Fig.2A、B)。WTとKOヤ ウスにおける、脳虚 血周辺領域 の

BrdU陽 性細胞 は健側と比較してPOD3か ら有意 に増加しPOD7ま で増加 したが術後35日

目(POD35)で は健側 と同じレベルまで低下した。POD3お よびPOD7に おいては、WTに

比べてKOで はBrdU陽 性細 胞数の増加 がさらに顕著 にみられた(Fig.2C、D、G)が 、

PoD35で はKoと 有意差が認 められなかった(Fig.2J)。

POD3お よびPOD7の 脳虚 血周辺領域でNG2陽 性細胞 は、WTで は健 側と比較 してPOD

7で 細胞数が減少 した(Fig.2E)。Koで は健側と比較 してPoD3お よびPoD7でNG2陽 性

細胞数 に変化を認めなかった(Fig.2F)。PoD3、7共 にKoでwTよ りNG2陽 性 細胞数 が

多いという結果 が得 られた(Fig.2H)。BrdUとNG2の 二重陽性細胞 は、POD3、POD7の

健側 ではほとんどみ られず 、術側 では少数 の二重陽性 細胞が認 められたが、WTとKOの

問では有意差 は認 められなかった(Fig.21)。

POD3、7で 増加 したBrdU陽 性細胞を検 出するため、ニューロン前駆細 胞マーカーである

Nestin抗 体を用いて、蛍光免疫染色 を行った(Fig.3A、B)。 脳虚血周辺領域 のBrdU陽 性細

胞 は、WTとKO共 にPOD3で 最も有意 に増加 を認 めた。その増加 量はKOで より有意 にみら

れた(Fig.3C、D、G)。POD3、7の 脳虚 血周辺領 域のNestin陽 陸細胞 はWTで は健側 と比

較 して、POD3、7共 に有意な増加を認 めた(Fig.3E)。KOで も同様 にPOD3、7でNestin陽

性 細胞数 の増加 を認 めた(Fig.3F)。wTとKoで 比較 したところ、その増加 のピークはwT、

Ko共 にPoD3で あり、PoD3、7共 にwTよ りKoで 有意 な細胞の増加を認めた(Fig.3H)。

BrdUとNestinの 二重 陽性細胞数 をWTとKOで 比較す ると、POD3、7共 にKOで 有意 な細

胞数の増加 を認 めた(Fig.31)。 以上の結果より、Sema4D欠 失 は脳虚 血組 織周辺領域の

Nestin陽 性細胞 の増殖 に影響 を及ぼし、NG2陽 性細胞 の増殖 に影 響を及 ぼさないが、数 の

維持 に関与することが示唆 された。
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Fig.2脳 虚 血 組 織 の新 生細 胞 とoPcsの 継 時 的 変 化(A)McAo後PoD3のwT(A1)と

KO(A3)、PO7のWT(A2)とKO(A4)マ ウス、お よびPOD3のWT(A5)とKO(A6)マ

ウスの健 側 大 脳 皮 質脳 虚 血 周 辺 領域 にお けるNG2(green)とBrdU(red)とHoechst(blue)

とのmerge像 。黄 矢 印 先 がBrdU/NG2二 重 陽 性 細 胞 。写真 左側:脳 虚 血 周 辺 領 域(peri)。
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右 側:脳 虚 血1領域(core)。Scalebar:100μm。(B)KOperの 細 胞 拡 大 像 。上 か らBrdU、

NG2、Hoechst、merge像 を示 す 。Scalebar:50μm。(C～1)WTお よびKOマ ウスのマー カ

ー 陽性 細 胞 数 を健 側
、POD3、POD7で 比 較 したグラフ。(C)WTBrdU陽 性 細 胞 数 。(D)

KOBrdU陽 性 細胞 数 。(E)WTNG2陽 性 細 胞 数 。(F)KONG2陽 性 細胞 数 。(G)WT及 び

KOのBrdU陽 性 細胞 数 。(卜1)WT及 びKOのNG2陽 性 細 胞 数。(1)WT及 びKOの

BrdU/NG2二 重 陽 性 細 胞 数。(J)健 側 とPOD35のBrdU陽 性 細胞 数 の比 較 グラフ。*P〈

0.05、N=7。
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Fig.3脳 虚 血 組織 の新 生 細 胞 とニュー ロン前 駆 細 胞 の継 時 的 変 化(A)McAo後PoD3の

WT(A1)とKO(A3)、PO7のWT(A2)とKO(A4)マ ウスの大脳 皮 質 脳 虚 血周 辺 領 域

にお けるNestin(green)とBrdU(red)とHoechst(blue)と のmerge像 。黄 矢 印先 が

12



BrdU/Nestin二 重 陽性 細胞 。写真 左 側:脳 虚 血 周 辺 領 域(peri)。 右 側:脳 虚 血 領 域(core)。

Scalebar:100μm(B)KOperiの 細胞 拡 大像 。上 か らBrdU、Nestin、Hoechst、merge像 を

示 す 。Scalebar:50μm。(C～1)WTお よびKOマ ウスのマ ーカー 陽性 細 胞 数 を健 側 、

POD3、POD7で 比 較 したグラフ。(C)WTBrdU陽 性 細胞 数 。(D)KOBrdU陽 性 細 胞 。(E)

WTNestin陽 性 細胞 数 。(F)KONestin陽 性 細胞 数 。(G)WT及 びKOのBrdU陽 性 細胞

数 。(H)WT及 びKOのNestin陽 性 細 胞 数 。(1)WT及 びKOのBrdU/Nestin二 重 陽性 細胞

数 。*P〈0.05、N=4。
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3-20PCsの アポトー シスの経 時 的変 化

脳虚 血周辺領域のアポトーシスの経時的変化 とアポトーシスした細胞 の種類を観察す るた

め、POD1、3、7、35に おけるWTとKOマ ウスの脳切片で蛍光組織化 学染 色による比較を行

った。NG2陽 性細胞 は前述 の結果から、KOのPOD3とPOD7でWTに 比べ 多かったが、BrdU

とNG2の 二重陽性細胞はWTと 有意差が認 められなかったことから、NG2陽 性細胞数 の違い

は細胞 の増殖 ではなく細胞 死の抑制 による可能性が示 唆される。アポトーシスを検 出するため

に、POD1、3、7、35の 脳虚血周辺領域でTunelassayに よる観 察を行った(Fig.4A)。WTで

は健側 と比較してPOD1、3、7、35でTunel陽 性細胞の増加 を認 めた。POD35で もTunel陽

性細胞を認 めたことか ら、脳虚 血周辺領域の遅発性 アポトーシスの存在 が示唆 された(Fig.

4B)。KOで も健 側 と比較して、POD1、3、7、35でTunel陽 性細胞 の増加 を認 めた(Fig.4C)。

WTとKOで 比較すると、POD1で はWTとKOの 間に差 は見られなかったが、POD3、7、35

の間で、KOで はWTよ りTunel陽 性細胞が減少していた(Fig.4D)。

OPCsと アポトーシスの関連を調 べるため、POD1、3、7、35の 脳虚血周辺領域でNG2と

Tunelの 二重染色 を行った(Fig.5A、B)。WTマ ウスの脳虚 血周辺領域 のNG2陽 性細胞 は、

健側 に比べPOD1か ら7に か けて細胞数 の減少傾 向を示したが、PO35で は健側 と有意差 が

無かった(Fig.5c)。Koで は健側 と比較してPoD3でNG2陽 性細胞の増加 を認 めたが、PoD

1、7、35で は有意差を認 めなかった(Fig.5D)。 これをwTとKoで 比較すると、PoD1のKo

ではWTと 差を認 めなかったが、POD3、7、35い ずれでも、WTと 比較してNG2陽 性 細胞の

減少 が抑 制されていた(Fig.51)。

Tunel陽 性細胞は、健側 と比較してWTで はPOD1の 脳虚血周辺領域よりみられるようにな

り、POD1、3、7、35で 増加 した(Fig.5E)。KOマ ウスでは、POD1で はWTと 同様 にTunel陽

性細胞 が認められた。その数 は、POD3で いったん減少 したもののPOD7で 増加 しPOD35で

再び減少 した(Fig.5F)。WTとKOを 比較すると、POD3以 降ではWTと 比較してKOでTuneI

細胞 の減少を認 めた(Fig.5J)。

Tune1陽 性のOPCs数 はPOD3、7、35で 、KOマ ウスの方がWTマ ウスに比べ細 胞数 の抑

制を認めた(Fig.5G、H、K)。 以上の結果から、PoD3、7、35のoPcsのKoに お けるNG2

陽性 細胞数が減少 しなかったことは、Sema4Dの 欠失 により脳虚 血後の影響 によるOPCsの ア

ポトーシスが抑制 された結果である事が示唆された。
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Fig.4ア ポトー シスの経 時 的 変化(A)McAo後PoD1のwT(A1)とKo(A5)、PoD3の

WT(A2)とKO(A6)、POD7のWT(A3)とKO(A7)、POD35のWT(A4)とKO(A8)

マ ウスの脳 虚 血 周 辺 領 域 にお けるTunel(Green)像 を示 す 。黄 矢 印先 がTunel陽 性 細胞 。

写真 左 側:peri。 右 側:core。Scalebar:100μm。(B～D)WTお よびKOマ ウスのTunel陽

16



性 細 胞 数 を健 側 、POD1、POD3、POD7、POD35で 比 較 したグラフ.(B)WTTunel陽 性 細 胞

数 。(C)KOTuncl陽 性 細胞 数 。(D)WT及 びKOのTunel陽 性 細 胞 数 。*P〈0.05、N=7。
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Fig.50Pcsの アポトー シスの経 時的 変 化(A)McAo後PoD1のwT(A1)とKo(A5)、

POD3のWT(A2)とKO(A6)、POD7のWT(A3)とKO(A7)、POD35のWT(A4)と

KO(A8)マ ウスの大脳 皮 質脳 虚 血 周 辺領 域 にお けるNG2(Red)とTunel(Green)と

Hoechst(Blue)のmerge像 を示 す 。黄 矢 印先 がNG2/Tunel二 重 陽性 細 胞 。写真 左 側:脳 虚
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血 周 辺 領 域(peri)。 右側:脳 虚 血領 域(core)。Scalebar:100μm。(B)KOperiの 細 胞

拡 大 像 。上 か らNG2、Tunel、Hoechst、merge像 を示 す 。Scalebar:50μm。(C～K)WTお

よびKOマ ウスのマ ーカー 陽 性 細 胞 数 を健 側 、POD1、3、7、35で 比 較 した グラフ。(C)WT

NG2陽 性 細 胞 数 。(D)KONG2陽 性 細胞 数 。(E)WTTunel陽 性 細 胞 数 。(F)KOTunel

陽性 細 胞 数 。(G)WTNG2/Tune1二 重 陽性 細 胞 数。(H)KONG2/Tune二 重 陽性 細胞 数 。(1)

WT及 びKOのNG2陽 性 細 胞 数 。(J)WT及 びKOのTunel陽 性 細 胞 数 。(K)WT及 びKO

のNG2/Tunel二 重 陽 性 細 胞数 。*P〈0.05、N=7。
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3-30Lの アポ トー シスの経 時 的変 化

脳 虚血後 のOLに 対するSema4Dの アポトーシスの経時的影響を調べるため、OLマ ーカー

であるGSTπ 抗体 とTunelassayを 用いて、POD1、3、7、35のWTとKOマ ウスのGSTπ 陽

性 細胞数およびTunel陽 性 細胞 を脳虚血周辺領域で数えた(Fig.6A、B)。WTのGSTπ 陽

性 細胞は、健側 と比較してPOD1で は有意 差がみられなかった。POD3、POD7で はGSTπ 陽

性 細胞が減少 し、POD35で はPOD1よ り細胞 数 は少ないものの、POD7と 比較して細胞数の

回復 を認 めた(Fig.6c)。KoのGsTπ 陽性細胞 はPoD1～35で 細胞数 の増減 はあるものの、

健側 と比較 して有意差 は認 めなかった(Fig.6D)。KoのGsTπ 陽性細胞 は、wTと 比較して、

PoD3とPoD7で 有意に多かったが、PoD35で は、wTとKoに 差が無かった(Fig.61)。 脳 虚

血後のGSTπ 陽性細胞 の減 少並び に回復 はWTで 顕著でありKOで はあまり変化 がみられな

かった。この事はWTのSema4DがMCAO後 のGSTπ 陽性細胞 の減少 と回復 に関与してい

ることを示唆する。

KOと 比較してWTのTunel陽 性 細胞 は、POD7を ピークに増加 を認めた(Fig.6E、F、J)。

WTのGSTπ とTunelの 二重陽性 細胞 数は、PODIで は殆ど見られなかったが、POD7を ピ

ークPoD3
、PoD7、PoD35で 上昇した(Fig.6G)。 一方Koで はPoD1で は殆 ど二重陽性

細胞 は見 られなかったが、POD3、7、35で 増加 したものの、その増加 はWTよ り少 なかった

(Fig.6H)。wTとKoで 比較すると、PoD7でwTと 比較 してKoで 二重陽性 細胞 が有意 に抑

制されていた(Fig.6K)。 これ らの結果から前述 のKOで はPOD3のNG2とTunel二 重 陽性

細胞の増加 を抑制されていた事か ら、MCAO後 先 にNG2陽 性細胞がアポトーシスし、続 いて

GSTπ 陽性細胞 がアポトーシスを起こすこと、この両者 のアポトーシスに対しSema4D欠 失 が

抑制性 に作用する事が示された。
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(Blue)のmerge像 を示 す 。黄 矢 印先 がGSTπ/Tunel二 重 陽性 細胞 。写真 左 側:脳 虚 血周 辺

領 域(peri)。 右 側:脳 虚 血 領 域(core)。Scalebar:100μm。(B)KOperiの 細 胞 拡 大像 。上

か らGSTπ 、Tune1、Hoechst、merge像 を示 す。Scalebar:50μm。(C～K)WTお よびKO

マウスのマ ーカー 陽性 細 胞 数 を健 側 、POD1、3、7、35で 比 較 したグラフ。(C)WTGSTπ 陽性

細 胞 数 。(D)KOGSTπ 陽性 細 胞 数 。(E)WTTunel陽 性 細 胞 数 。(F)KOTunel陽 性 細 胞 数 。

(G)WTGSTπ/Tunel二 重 陽 性 細 胞 数 。(H)KOGSTπ/Tunel二 重 陽 性 細 胞 数 。(1)WT

及 びKOのGSTπ 陽 性 細 胞 数 。(J)WT及 びKOのTunel陽 性 細 胞 数 。(K)WT及 びKOの

GSTπ/Tunel二 重 陽 性 細 胞 数 。*P〈0.05、N=7。
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3-4ニ ュー ロンのアポ トーシスの経 時 的変 化

これまでの結果でSema4D欠 失がNG2陽 性細胞ならびにGSTπ 陽性細胞 のアポトーシス

に抑制性 に作用することが判 明したため、次 にニューロンのアポトーシスの経 時的な変化 につ

いて調べた。ニューロンマーカーであるNeuN抗 体とTunelassayを 用いてPOD1、3、7、35

の二重 陽性 細胞数を計測した(Fig.7A、B)。WTとKOの 脳虚 血周辺領 域のNeuN陽 性細胞

はMCAO後 経時的 に減少 した。WTで は健側 やPOD1と 比較 してPOD3、7、35でNeuN陽

性細胞が減少した(Fig.7C)。KOで は健側 と比較してPOD1、3、7でNeuN陽 性細胞 が減少

した。PoD7とPoD35で は細胞数 に差を認 めなかった(Fig.7D)。 これをwTとKoで 比較す

ると、NeuN陽 性 細胞 はKOで はPOD1で はWTよ り減少数が大きいが、POD3で はKOの 方

がWTよ りわずか にNeuN陽 性細胞 の減少が抑 えられた。KOで はPOD7と 比較 してPOD35

でNeuN陽 性細胞の減少 が抑えられたが、WTで は減少 した(Fig.71)。

WTもKOもTunel陽 性細胞 は健 側では殆ど見られず 、WTとKOい ずれもPOD1か らPOD

35ま で増加がみられた。POD3でKOで は有意 にWTよ りTunel陽 性細胞が少なかった(Fig.

7E,F,J)o

NeuNとTunelの 二重陽性細胞 はWTとKOい ずれも健側 では殆ど見 られなかったが、WT

ではPOD1、3、7、35で みられた。健側 と比較してPOD1、7で 有意 に二重陽性細胞が増 えて

いた(Fig.7G)。Koで は二重陽性細胞 はPoD1、3、7、35で 認 めた。そのピークはPoD1で

あり、それ以降では二重陽性細胞数 は減少していた(Fig.7H)。WTとKOで 比較したところ、

POD1で はWTとKOの 二重陽性細胞数 に差は見られなかったが、POD3、7で はWTと 比較

してKOの 二重陽性 細胞数が有意 に少なかった。POD35で も有意差 は認 められなかったもの

の、wTよ りKoの 陽性細胞 が少ない傾 向を示した(Fig.7K)。 これ らの結果 より、Koで は

MCAO後POD3、POD7でNeuN陽 性 細胞のアポトーシスの抑制 が起こっていることが示 され

た。
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Fig.7ニ ュー ロンのアポトーシスの経 時 的変 化(A)McAo後PoD1のwT(A1)とKo(A

5)、POD3のWT(A2)とKO(A6)、POD7のWT(A3)とKO(A7)、POD35のWT(A4)

とKO(A8)マ ウスの 大脳 皮 質 脳 虚 血周 辺 領 域 にお けるNeuN(Red)とTunel(Green)と

Hoechst(Blue)のmerge像 を示 す 。黄 矢 印先 がNeuN/Tunel二 重 陽性 細胞 。写 真 左 側:脳

虚 血 周 辺 領 域(peri)。 右 側:脳 虚 血 領 域(core)。Scalebar:100μm。(B)KOperiの 細 胞 拡

大像 。上 か らNeuN、Tunel、Hoechst、merge像 を示 す 。Scalebar:50μm。(C～K)WTお よ

びKOマ ウスのマ ーカー 陽性 細 胞 数 を健 側 、POD1、3、7、35で 比 較 したグラフ。(C)WTNeuN

陽 性 細 胞 数 。(D)KONeuN陽 性 細 胞数 。(E)WTTunel陽 性 細 胞 数 。(F)KOTunel陽 性

細 胞 数 。(G)WTNeuN/Tunel二 重 陽 性 細 胞 数 。(H)KONeuN/Tunel二 重 陽性 細 胞 数 。(1)

WT及 びKOのNeuN陽 性 細胞 数 。(J)WT及 びKOのTunel陽 性 細胞 数 。(K)WT及 びKO

のNeuN/Tunel二 重 陽性 細 胞 数 。*P〈0.05、N=7。
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3-5手 術 によるマウスの行 動量への影響

ここまでの結果より、Sema4D欠 失 によって、脳虚血周辺領域 のニューロン前駆細胞 の増加

や 、OPCsとOLな らび にニューロンのアポトーシスの抑制に影響を与えることが判 明したため、

WTとKOの 術後 の行動量に影響を与えるかについて観察 を行った。手術群(POD28)と 無

手術群(nonoperative:Non-Ope)のWTとKOマ ウスを用いて10分 間のオープンフィールド

テストを行った。その結果、WTで は、Non-Opeと 比較して、POD28で 行動量の有意な増加を

認 めた(fig.8)。 しかし、KOで はNon-Opeと の間では、POD28で 行動量の増加傾 向は認 めた

ものの、有意差 は認めなかった。WTとKOで の比較 は、Non-Ope、POD28共 に有意差を認 め

なかったことより、今 回の研 究ではアポトーシスを抑制されたOPCs、OL、 ニューロンや 、ニュ

ーロン前駆細胞の行動量への影 響を観察することはできなかった
。

移動数
*P=0 .004

c400

∈
°300

丶

200氤
100

0

　WT

KO

Non-OpePOD28

Timeafterischemia

Fig.810分 間のwTとKoマ ウスの移 動 数 の比 較wTとKoマ ウスMcAo後 、PoD28群 と

Non-Ope群 の10分 間 の移 動 数 を比較 したグラフ。*P〈0.05、N=7。
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4、 考 察

この研 究では、Sema4Dの 欠失 が虚 血ストレスによって発生するOLお よびニューロンの増

殖 、ならび にアポトーシスへ及 ぼす影響を調べた。MCAO後POD3～7の 間 に脳虚 血周辺領

域 において細胞増殖 がみられ 、POD3に ピークに達したが、その新 生細胞 の多くはOPCsで は

なかった。Sema4D欠 失でPOD3に 亢進 した細胞増殖 にはOPCs細 胞が影 響しなかったことか

ら、OPCs以 外の細胞増殖 に影響を与 えている可能性 が示唆された。KOマ ウスでNestin陽 性

細胞 の増殖亢進 がみられた事から、MCAO後 新 生したニューロン前駆細胞がSema4D欠 失の

影響 を受 けて増殖した細胞の1つ であることが示された。POD35で はWTと 比較してKOで は

NeuN陽 性細胞の減少 がみ られなかったことから、新 生したニューロン前駆細胞 はPOD35で

はニュー ロンに分化している可能性も示 された。今 回の研究でSema4D欠 失 により脳虚血傷害

後の大脳皮質では細胞 増殖 の亢進 がみられたのに対し、脳 の発達過程 ではSema4D欠 失に

よる細胞増殖 への影響がみられなかった(16)こ とから、Sema4Dは 成体 における傷害 時に

おいて発 達過程 の脳 とは別 の作用を有す ることが示唆された。

OLは ニューロンと同様 に脳 虚血 障害 に脆 弱であるが、その周辺領域では増殖することが報

告されている(22)。 虚血周辺領域 におけるOPCsは 、WTで はPOD7に かけてNG2陽 性細胞

の減少 を認 めているのに対して、KOで は術後 にNG2陽 性細胞数 が殆ど減少せず に維 持さ

れていた。Sema4DがOPCsの 増殖 に影響しなかった事か ら、OPCsの 細胞死 に関与す るかを

調べたところ、アポトーシスをおこしているNG2陽 性 細胞 は、WTと 比較してKOで 減少してい

たことか ら、KOに おけるPOD3とPOD7のNG2陽 性細胞数の維 持は、Sema4D欠 失 によるア

ポトーシスの抑制 に由来す るものであると考えられる。

KOで はPOD3、7、35に お けるTunel陽 性細胞 が有意 に減少していた。この事より脳虚血

周辺領域 において、Sema4DはMatureOLの アポトーシスを誘導する事が示唆された。また、

POD3以 降で、GSTπ およびNeuN陽 性細胞数の減少 が、KOに お いて抑制されてお り、Tunel

陽性 細胞のOLや ニューロンがPOD7でWTに 比べて、有意 に減少していた。この事より、

Sema4D欠 失 によるアポトーシスの抑制効果は、OLだ けではなくニューロンにもおよぶことが

示された。以上の結果から、Sema4Dの 欠失 によるPOD3以 降のOL数 の減少抑制 はOPCsと

OLの アポトーシス抑制 によるものであることが示唆された。またWTで はPOD35でKOと 同じ

レベルまでGSTπ 陽 性細胞数の回復 がみ られたことから、OPCsの 増殖が起きていることが示

唆された。GSTπ 陽性細胞数 はPOD35で はWTとKOで 差 がみ られなくなかったことから、

WTマ ウスのOPCs増 殖 によるOLの 回復 に、Sema4D欠 失が影響 するかどうか今 回の研究で

は判 明しなかった。Sema4DはNG2陽 性細胞やニューロンには発 現せず、GSTπ 陽性 細胞 に

発現することが報告されている(15)が 、Sema4D欠 失 によるニューロン数 への影響 について、

KOで はPOD3、7で ニューロン前駆 細胞 の増加 を認 めたことや 、POD35で ニューロン数 の回

復がみられたことから、Sema4D欠 失 はニューロンの増殖を促 進することが示唆 された。

ニュー ロンは一般 的にOLよ り低酸素ストレスに対して脆弱であるといわれているが、脳虚
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血がヒトや動物の 白質脳炎 の原因の一 つであることが示されたことから、OLの 低酸素 に対す

る在 弱性 が注 目されている(23)。OLが 虚 血周辺領域のニューロンと同様 に梗塞後 に数 が

減少したことから、虚血 に脆弱である事を明らにした。脳虚血直後 におきる梗塞巣の細胞死 の

多くはネクローシスであるが、二次的アポトーシスが起きることが報告されている(24)。 この研

究で周辺領域ではPOD3～7で ピークとなるアポトーシスがおき、特 にOLと ニューロンがアポ

トーシスを起こしやす いことを示した。また、脳虚 血周辺領 域のアポトーシスは、脳虚血刺激 に

よってニューロンやグリア、炎症性細胞から放 出される様 々なサイトカインや神経毒素 によって

引き起こされることが知 られている(25)、 リンパ 球欠損マウスを用いた実験 においては、リン

パ球など様 々な炎症細胞は、脳 梗塞領域 に侵入 することで梗塞領域 のニューロンやOLの 細

胞死を引き起こしていると報告されている(26)。 脳虚 血後、抗CD4抗 体を投与した場合 の脳

虚血周辺領域 では、新生ニューロン数 の生存数 の増加 が認 められ(27)、 グリア細胞を用い

たinvitro研 究においてリンパ球の活性化 によって産 出されるSema4Dは 、アポトーシスを促進

していると報告 され ている(14)。 これ らの事より、脳虚 血後 に生じるOLや ニューロンのアポト

ーシスはOL由 来のSema4Dだ けでなく
、リンパ球 由来の可能性 があることは否定できない。

また、POD35のNG2とNeuN陽 性細胞数 は、KOで 有意 に多く認 められたが、GSTπ 陽性細

胞数がWTとKOと で有意 差が認められなかった事 については、WTで はGSTπ 陽性細胞 は

脳虚血刺激後 に減少 した後 、回復 した(14、28)か らであると考える。この事より、WTに お

いても、虚血周 辺領域でのOLの 増殖成 熟は起 きており、OLやOPCsの アポトーシスが抑制さ

れないKOの 方が、術後のより早いOLの 回復 に寄与した可能性が考えられる。POD35で は、

アポトーシスを抑 制されたため、生存し早期 に増殖成熟したOLと 、アポトーシスによって成熟

速度 に制 限を受 けたOLと の問で、機能的な差異 が現れるかどうは不 明である。

今回の研 究でニューロンの回復 が顕著 であったことから、KOで 脳機 能 回復が影響を受 ける

かを証明するため、POD28のWTとKOの マウスを用いて、10分 間のオープンフィール ドテス

トを行ったが、手術群でも非手術群 にもWTとKO間 で行動量 の有意差は見られず 、Selna4D

欠失 によって増殖した細胞の機能 の差異 について、今 回の観 察では解 明できなかった。その

理 由の一つにマウスは行動量の個体差が非常 に大きかった事があげられ、今後は行動 実験

に対す る新たな条件設 定の検索が必要であると考えられる。invitroに おいても脳虚血組織 で

新生 ・分化したOLと 正 常OLと の間の機能 差の有無 についても観察を行う必要があると考え

る。また、新皮質 の脳虚血部を中心にニューロンやグリア細胞などの神経系細胞 の多量な細

胞死が生じた後 、脳 室下帯(subventricularzone:SVZ)や 海馬歯状 回顆粒細胞下層

(subgranularzone:SGZ)で 神経幹細胞などの新生が起 こるとの報告がある(29～33)こ とよ

り、脳虚 血周辺領域 で観察されたNG2陽 性細胞 はBrdU投 与前 にSVZやSGZで 発 生し、新

皮質の脳虚血周 辺領 域まで遊走した可能性も否 定できないため、今 後、細胞移 動の観点から

も観 察を行う必 要性があると考える。
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