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要旨
　反発性の軸索ガイダンス因子として見出されたSema₄Dは，生後の脳において主にオ
リゴデンドロサイトに発現している．我々はこれまでにSema₄D欠失により大脳皮質に
おけるオリゴデンドロサイトの数が増加することを報告した．
　Sema₄DのスプライシングバリアントであるF32は，Sema₄Dが₁回膜貫通型蛋白質で
あるのに対して，F32は膜貫通領域を持たない分泌型蛋白質という特徴を持つ．F32の蛋
白質レベルの解析をすすめるにあたり，特異抗体が必要であった．そこでSema₄D欠失
マウスに抗原を投与して抗体を作製し，免疫組織化学，免疫沈降およびイムノブロット
にて各抗体の有用性を検討した．しかしながら各実験において良好な結果を示す抗体は
得られず，抗原の再構築が必要と思われた． 
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研究背景

　Semaphorinは現在20種類を超えるメンバーが同定され
ており，細胞外にSemaドメインと呼ばれる500程のアミ
ノ酸からなる領域をファミリーで共有し，Semaドメイ
ンに続くC末端側の構造の違いから₈つのサブクラスに
分類されている．Semaphorinの生物活性は，血管・脈
管形成1，がんの転移・浸潤2，骨代謝調節3，免疫調節
4など多彩であり，アレルギー疾患や自己免疫疾患，骨
代謝疾患，神経変性疾患，心臓の突然死，がんの転移・
浸潤などの「疾患の鍵分子」であることが示され，疾
患の診断・治療の新たな標的としても注目されている
5．我々はそのなかの１つであるSemaphorin ₄D（以下
Sema₄D）に着目して研究を行い，これまでにSema₄D
が髄鞘形成細胞であるオリゴデンドロサイトの細胞死を
誘導し，細胞数を調節していることを明らかにした6．
　Sema₄DのスプライシングバリアントであるF32は，
構造としてはN末端側からSemaドメインとPSIドメイン
を共通配列として持つものの，Sema₄Dとは異なり細胞
膜貫通領域を持たない分泌型蛋白質である．学内共同研
究課題として採択していただいてから，これまでにin situ 
hybridization法を用いてmRNAレベルにおける発現分布等
を解析してきた．生後₇日齢から生後42日齢の大脳につ
いて観察したところ，Sema₄Dとよく似た分布を示すも
のの，発現細胞はF32の方がより多く認められた．蛋白
質レベルの解析を行うには抗体が必須であり，現在のと
ころeBioscience社から販売されているSema₄D抗体があ
る．この抗体はSema₄DとF32の共通配列部分を抗原と
して作製された抗体なので，おそらく両方の分子を認識
していることが推測される．そこで，蛋白質レベルにお
ける発現分布，発現量，発現細胞の同定などを遂行して
いくにあたり，F32特異的抗体の必要性が生じたため作
製を試みるに至った．

研究目的

　F32分子の機能解析を進めていくにあたり，特異抗体の
必要性が生じた．そこで，Sema₄D欠失マウスにF32抗原
を投与してF32特異抗体を作製することを目的とした．

実験方法

マウス
　大阪大学医学系研究科より分与頂いたSema₄D欠失マ
ウスを使用した．このマウスはSema₄DおよびF32蛋白
質共に発現していない．本動物実験は香川県立保健医療
大学動物実験委員会の承認を得ておこない（承認番号25-
8)，全ての実験は動物の倫理的な使用に関する国際ガイ
ドラインに従っておこなった．

抗原の調整と投与
　Sema₄Dとの共通配列以降であるC末端領域の172アミ
ノ酸を抗原とするため，GST（グルタチオン-S-トランス
フェラーゼ）融合F32蛋白質を生成した．
　生成した抗原はマウス₁匹の₁回の投与に30μgを使
用し，28日毎に再投与を行い，₃回目の投与後28日目に
血清を回収した．マウスは₉匹を使用し，各個体から回
収した血清に含まれる抗体をそれぞれclone₁～₉とした．

抗体
　免疫組織化学には抗Sema₄D抗体（eBioscience）お
よび抗myelin-associated glycoprotein（MAG）抗体7を使
用した．免疫沈降に使用したのは抗HA抗体（Santa Cruz 
Bio）および上記と同じ抗Sema₄D抗体である．市販の
Sema₄D抗体はSema₄DとF32の共通配列部位を抗原と
して得られた抗体であり，両方を認識している可能性が
ある．
　F32抗原を免疫することにより得られたクローンのう
ち，抗体価の高かったclone 9を免疫組織化学，免疫沈降，
イムノブロット解析に使用できるか試みた．

免疫組織化学
　動物はペントバルビタールを使用して深い麻酔下のも
と，冷却した生理食塩水で灌流後さらに₂あるいは₄%
のパラホルムアルデヒド（PFA）を灌流させた．前脳
の切片はクリオスタット（Leica CM3050S）を使って20
μmに薄切した．0.3% Triton X-100と₅%ウシ胎仔血清
を含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS）でブロッキングを
行い，0.3% Triton X-100と₂%ウシ胎仔血清を含むPBS
で希釈した一次抗体を₄℃で一晩反応させた．PBSで₃

図₁　免疫組織化学(DAB基質によるペルオキシダーゼ染色)
野生型（上段）およびSema4D欠失（下段）マウスの大
脳皮質（cerebral cortex: Cx）と脳梁（corpus callosum: 
Cc）における免疫組織化学像を示す．Sema4D抗体
（左），clone 9（中央），control serum（右）を使用した．
ここで用いたcontrol serumはF32抗原を投与する前に回
収したマウス血清である．
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回洗浄後，適切な二次抗体（Amersham）を₂時間室温
で反応させた．免疫ペルオキシダーゼ組織化学解析で
は，切片は免疫反応をする前に0.3%過酸化水素処理を行
い，diaminobenzidine（DAB）を基質とするペルオキシ
ダーゼABCキット（Vector Laboratories）を使って，ア
ビジン-ビオチン-ペルオキシダーゼ反応にて可視化した．
画像は光学顕微鏡（Nikon）とデジタルカメラ（Olympus 
DP70）を使用して取得した．DyLight488，DyLight549，
Alexa488およびAlexa555標識された種特異的二次抗体 
（KPL）は二重免疫蛍光染色の際に，核染色を行うヘキ
スト33258（Nacalai Tesque）と共に使用し，蛍光顕微鏡
（Nikon）を使用することで蛍光顕微鏡像を得た．

免疫沈降
　HEK（human embryonic kidney）293細胞にpEF-BOS

プラスミドをポリエチレンイミン試薬を用いて遺伝子
導入し，HAタグ付きのSema₄D蛋白質およびF32蛋白
質を強制発現させた．回収した細胞は50mM Tris-HCl

（pH7.5)，150mM NaCl，₁mM ethylendiaminetetraacetic 
acid（EDTA)，10mM  MgCl₂，₁% Triton X-100，₁% 
phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）を含む溶液に溶
解し氷上に30分静置した．細胞溶解液に各抗体を添加し，
プロテインGセファロースにて目的の蛋白質を分離した．

イムノブロット解析
　₈%のsodium dodecyl  sul fate-polyacr ylamide 
gelelectrophoresis（SDS-PAGE）にて電気泳動を行い，
Immobilon-P メンブレン（Millipore）にイムノブロット
した．一次抗体を₄℃で一晩反応させ，室温にて二次抗
体を一時間反応後，ECL（GE Healthcare）により目的の
バンドを検出した．

結　果

免疫組織化学
　生後21日齢の野生型とSema₄D欠失マウスの脳切片を
用いた（図₁)．まず陽性コントロールとして使用した
Sema₄D抗体では大脳皮質，脳梁ともに陽性細胞を認め，
欠失マウスでは認められなかった．次にclone 9の免疫組
織化学染色では欠失マウスにおいても陽性細胞が認めら
れ，かなりバックグラウンドが高く本物の陽性細胞が存
在するのか判断することが困難であった．
　我々は以前の研究で，Sema₄D陽性細胞は成熟したオ
リゴデンドロサイトであるMAG陽性細胞と一致すること
を明らかにしている．そこでclone 9陽性細胞とMAG陽性
細胞が一致するか検討するため，蛍光二重染色を行った
（図₂)．陽性コントロールとして使用したSema₄D陽
性細胞とMAG陽性細胞は一致したが（図₂A)，clone 9
陽性細胞は一致しなかった（図₂B)．

免疫沈降
　次に免疫沈降の結果を図₃に示す．陽性コントロール
として使用したHA抗体による免疫沈降では，Sema₄D
は約110kDa，F32は約100kDaに認められた．しかしclone 
9による免疫沈降においてはそのようなバンドは認めら

図₂　免疫組織化学（蛍光二重染色）
野生型マウスの大脳皮質，脳梁における蛍光二重染色像を
示す．(A)Sema4D陽性細胞（矢頭）とMAG陽性細胞（矢
印)．(B)clone 9陽性細胞（矢頭）とMAG陽性細胞（矢印)．

図₃　免疫沈降
HEK293細胞にHAタグの付いたSema4DあるいはF32
蛋白質を強制発現させ，HA抗体（左)，Sema4D抗体（中
央)，clone 9（右）それぞれで免疫沈降をおこないHA抗体
にて検出した．

図₄　イムノブロット
免疫沈降同様に，HAタグの付いたSema4DあるいはF32
蛋白質を強制発現させ，細胞溶解後の上清をサンプルとし
た．HA抗体（左）とclone 9（右）にて検出をおこなった．
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れなかった．また，Sema₄D抗体による免疫沈降では
HA抗体で認められたのと同じバンドが見られ，市販の
Sema₄D抗体はF32分子も認識することが明らかとなった．

イムノブロット
　免疫沈降の時と同様に，HA抗体ではSema₄Dは約
110kDa，F32は約100kDaに認められたが，clone 9では認
められなかった（図₄)．

考　察

　欠失マウスを使用してF32分子に対する特異抗体を作
製し，免疫組織化学，免疫沈降，イムノブロットにてそ
の有用性について検討した．
　残念ながら良好な結果は得られなかった．原因とし
ては抗原として用いた蛋白質がGST融合蛋白質であり，
GSTに対する抗体も多く作られたためではないかと思わ
れた．実際，陰性コントロールとして生成したGST単独
蛋白質にも各個体の血清は反応していた．よってF32蛋白
質のみを抗原として投与することが望ましいと思われた．
　一方，本実験とは直接関係はないが，市販のSema₄D
抗体が免疫沈降実験においてSema₄DのみならずF32を
沈降できることが確認できた．このことからSema₄D
抗体はSema₄Dと共にF32も認識することが明らかと
なった．つまり，この抗体を使用した研究において，
Sema₄Dの作用と考えられていたものが，実はF32の作
用である可能性も否定できないわけである．Sema₄Dは
₁回膜貫通型蛋白質であるものの，細胞外領域で切断さ
れ可溶性Sema₄Dとして存在することが知られている．
分泌型蛋白質であるF32とどのような関係で機能を調節
し合っているのか，あるいは全く異なる機能を有するの
か，非常に興味深いところである．その解析をすすめる
ためには，受容体の同定と特異抗体が必須であり，明ら
かにできるよう今後も研究に邁進していきたいと思う．
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Abstract
　　Semaphorin 4D（Sema4D)，originally found as a negative regulator of axon guidance，is mainly expressed by 
oligodendrocytes in the postnatal brain．We have previously reported an increase in the number of oligodendrocytes in 
the cerebral cortex by a lack of Sema4D．
　　F32，a splicing variant of Sema4D，is a novel molecule without any transmembrane region，unlike Sema4D with a 
single transmembrane region．For the protein analysis of F32，its specific antibodies are needed．Thus，antibodies were 
raised by injecting an antigen into Sema4D-deficient mice，and examined for their usefulness in immunohistochemistry，
immunoprecipitation，and immunoblotting．However，no antibodies showing a favorable result were obtained． 
Therefore，further reconstruction of effective antigens is necessary．
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