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研究成果の概要（和文）：嗅覚情報を伝える嗅索（LOT）の形成過程において、LOTUSがNogo受容体(NgR1)の拮抗物質と
して働き、軸索の束化に寄与することが知られている。NgR1とNogoは成体における神経再生阻害因子として知られてい
るが、発生期における存在意義は不明な点が多い。胎生期のLOTUS遺伝子欠損マウスにおいてLOTの軸索側枝の増加が観
察され、NgR1遺伝子欠損マウスとLOTUSとNgR1の両方を欠損させたマウスにおいては減少が観察された。これらのこと
よりLOTUSがNgR1を拮抗的に制御することによって、軸索側枝形成に寄与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified LOT usher substance (LOTUS) as an endogenous Nogo 
receptor-1 (NgR1) antagonist and found that LOTUS contributes to formation of LOT axonal bundle through 
its antagonistic action towards NgR1 function. The NgR1 is a receptor of axonal outgrowth inhibitors such 
as Nogo. We examined in vivo phenotypes in the axonal branching in LOT of LOTUS-KO and/or NgR1-KO mice. 
The collateral branches of LOT were increased in LOTUS-KO mice, whereas the collateral branches were 
decreased in NgR1-KO mice. Moreover, the abnormal increase of axonal branching seen in LOTUS-KO mice was 
rescued in double mutant of LOTUS- and NgR1-KO mice. These findings suggest that Nogo-A and NgR1 
interaction may contribute to axonal branching in LOT development. Thus, it is considered that LOT 
formation is developmentally controlled by Nogo-A induction and down-regulation of the antagonistic 
action towards Nogo-NgR1 signaling by LOTUS.

研究分野： 神経生物学

キーワード： 軸索側枝　神経回路形成　Nogo　NgR1　LOTUS
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１．研究開始当初の背景 

嗅覚情報の伝導路である嗅索（LOT）の形
成過程において、LOTUS が Nogo 受容体
(NgR1)の拮抗物質として働き、神経軸索退縮
からの保護や軸索の束化に寄与することが
知られている。NgR1 とそのリガンドである
Nogo は成体における神経再生阻害因子とし
て知られているが、発生期における存在意義
は不明な点が多い。LOTUS を欠損したマウ
スにおいて軸索側枝に異常が見いだされた
ことから、LOTUS が発生期の軸索側枝形成
に寄与している可能性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

本研究では LOT の形成過程において軸

索束形成の後に起こる軸索側枝形成に注目

し、LOTUS, NgR1, Nogo の相互作用が軸

索側枝形成にどのように関わるかを明らか

にすることを目的とした。LOTUS と NgR1

の相互作用が嗅索側枝形成に関与すること

が明らかになれば、NgR1 の生物学的な存在

意義の理解につながり、NgR1 が関与する神

経変性疾患や脳損傷との関連性が明らかに

なる可能性がある。障害を受けた時に消失し

た神経機能の再建のための治療法の分子基

盤を考える上でも有用である。 

 

３．研究の方法 

(1) 免疫組織染色 

胎生 14,16,18 日目のマウス終脳半球を

取り出し、4%パラホルムアルデヒド

(PFA)で固定した後に LOTUS, NgR1, 

Nogoに対する抗体を用いて免疫染色を行

った。 

(2) shRNA 実験 

胎生 14.5 日目のマウスから嗅球を取

り出しトリプシン処理によって細胞を分

散し、ポリ-L-リジンでコートしたガラス

ベースディッシュ上で1日培養（37℃）、

レンチウィルスを用いて Nogo の

shRNA を細胞に導入し Nogo、その後 6

日間培養を行い、4%PFA で固定した後

に Nogo に対する抗体を使った免疫染色

によって Nogo のノックダウンを確認し

た。 

(3) DiI トレーシング 

胎生 18 日目のマウス終脳半球を取り

出し、4%PFA で固定後に DiI を嗅球に

埋め込み、そのまま PFA 内で 37℃、3

週間静置した後に、蛍光顕微鏡にて LOT

の軸索側枝を観察した。 

 
４．研究成果 

LOTUS、Nogo、NgR1 は LOT の束が形

成される胎生 12日目と 13日目に存在する

ことが我々の先行研究によって明らかとな

っている(Sato et al. 2011)。束化が完了し

た胎生 14 日目以降に軸索側枝が形成され

ることが知られており、LOT マーカーであ

る Nrp1 抗体を用いた免疫染色法によって

軸索を可視化し、胎生 16 日目において軸
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図1 LOT における LOTUS, NgR1, Nogoの発現パターン .

(A-L) 発生期のマウス終脳側面. (A-C) 胎生14-18日目の
LOTをNrp1(LOT マーカー)で染色した写真. 軸索側枝(黒矢
印)が胎生16日目から出現する. 胎生14-18日目におけるマ
ウス終脳LOTUS (F-H), NgR1 (I-K) , Nogo (L-N) の分布. 

(F2-N2)は(F1-N1)の拡大図.

スケールバー: 1 mm, 黒矢印: LOT, 黒矢頭: 軸索側枝. 
 



索側枝を確認した(図 1A-E)。今回、胎生

14 日、16 日、18 日目のマウス終脳の染色

を行ったところ、LOT の束化が完了した胎

生 14 日目以降にも発現していることが明

らかになった(図 1F-N)。また、LOTUS に

おいては軸索側枝にも発現が認められ、軸

索側枝形成に関係していると予測された

(図 1G2,H2)。 

先行研究においてLOTUS が NgR1 シグ

ナリングを抑制することが知られている

(Sato et al. 2011)。そこで、LOTUS によ

るNgR1シグナリングの抑制が軸索側枝形

成に関与しているかどうか培養嗅覚ニュー

ロンの初代培養を用いて検討した。野生型

マウスと比べて LOTUS ノックアウト

(KO)マウスの培養嗅球ニューロンにおい

ては軸索側枝の数が増加し、NgR1-KO マ

ウスにおいては軸索側枝の数が減少した

(図 2A-E)。また、shRNA を用いた Nogo

のノックダウン実験においても軸索側枝の

減少が観察された(図 2A-E)。このことより

LOTUS が、Nogo-NgR1 シグナリングによ

って起こる軸索側枝の発生を LOTUS が抑

制していることが明らかとなった。 

最後に、胎生 18 日目の LOTUS-KO マ

ウスの LOT の軸索側枝を蛍光色素 DiI に

よって可視化した所、生体内においても野

生型と比べて軸索側枝の数の増加が観察さ

れ ( 図 3 C,F) 、 NgR1-KO マ ウ ス と

LOTUS/NgR1-ダブル KO マウスにおいて

は減少が観察された(図 3 D,E,G,H)。これ

らのことより LOTUS が Nogo-NgR1 シグ 

ナリングを通じた軸索側枝形成を制御する

ことによって、LOT の軸索側枝形成に寄与

していることが明らかとなった。 

今回、LOTUS が Nogo-NgR1 シグナリ

ングの制御を通じて LOT の軸索側枝形成

に寄与していることが明らかとなった。

LOTUS は唯一の内在性の NgR1 拮抗物質

として見出されたものであり (Sato, et al. 

2011)、未解明の部分が多い。LOTUS の結

合相手である NgR1 は Nogo などの神経再

生阻害因子の受容体として有名な分子だが

(GrandPre, et al. 2002)、その生理機能は

あまり知られていない。LOTUS は内在性

の NgR1 アンタゴニストであるので、

LOTUS と NgR1 の結合が NgR1 機能の

ON/OFF を決める制御要因となる。このよ

うな観点からNgR1の機能を推察する先行
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図2 マウス培養嗅球ニューロンにおいてLOTUSはNogo-

NgR1シグナリングの抑制を通じて軸索側枝形成を抑制する
(A-D)胎生14.5日目の野生型マウスとLOTUS-KOマウスの
分散嗅球ニューロンを７日間培養した. 嗅球ニューロンに
NogoのshRNAを含むレンチウィルスベクターを用い, Nogo

のノックダウン実験を行った. 

コントロールベクターを使った野生型マウスの培養ニューロン
(A)に比べて, コントロールベクターを使ったLOTUS-KOマウ
スの培養ニューロン(C)においては, 軸索側枝（白矢頭）が増
加した。一方、shRNAを用いてNogoのノックダウンを行った
培養ニューロンにおいては野生型(B)とLOTUS-KOマウス
(D), 両方とも軸索側枝が減少した。(A4-D4) Nogoの免疫染
色写真を擬似カラーで示した画像. bIII-tubulin: ニューロン
マーカー, Tau-1: 軸索マーカー,スケールバー: 50 mm, 白矢
頭: 軸索側枝
(E)軸索側枝（側枝分岐点）の数を定量解析した結果. 野生
型マウスと比べてLOTUS-KOマウスにおいては軸索側枝の
数は増加し, NgR1-KOマウスにおいては減少した. また, 

Nogoをノックダウンしても軸索側枝の数の減少が見られた.

**P < 0.01 *P < 0.05

 



研究は無い。今回、発生期の軸索側枝形成

に LOTUSとNgR1の相互作用が関与する

ことが明らかとなり、NgR1 の生物学的な

存在意義の理解につながった。また、LOT

の軸索側枝形成に関してはカルマン症候群

関連分子である Anosmin-1 が存在し、軸索

側枝形成と病態との関連性が報告されてお

り(Soussi-Yanicostas et al. 2002)、同様に

LOTUS と NgR1 の関係も関わる可能性が

ある。また、Nogo と NgR1 は中枢神経に

広く局在している為、LOT 以外での

LOTUS との相互作用も予想され、Nogo

とNgR1が関与する神経変性疾患や脳損傷

との関連性が明らかになる可能性がある。

最近、我々は Nogo 以外の NgR1 と結合す

る神経再生阻害因子も同様に LOTUS が抑

制することを発見しており(Kurihara et al. 

2014)、これらを含めて、障害を受け消失

した神経機能再建のための治療法を考える

上で重要であると考える。 
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図 3  LOTUS と NgR1 はLOTの軸索側枝形成に寄与する.

(A)S胎生18日目マウス終脳側面の模式図. 点線で囲んだ枠
内を解析した.

(B-E) Lateral 胎生18日目の野生型マウス, LOTUS-KOマウ
ス, NgR1-KOマウス, LOTUS/NgR1ダブル-KOマウスの終脳
側面. 野生型マウス(B)に比べLOTUS-KOマウス(C)では軸索
側枝（白矢頭）が増加し, NgR1-KOマウス(D), LOTUS/NgR1

ダブル-KOマウス(E)においては減少していた. スケールバー: 

50 mm, 白矢頭: 軸索側枝
(F-H) 軸索側枝の数の定量解析結果. (F) 野生型, LOTUSヘ
テロ(+/-), LOTUS-KO(-/-)マウスの比較. (G) は野生型, NgR1

ヘテロ(+/-), NgR1-KO(-/-)マウスの比較.. (H) はLOTUS-KO(-

/-)マウスを遺伝的背景としたNgR1野生型(+/+), NgR1ヘテロ
(+/-), NgR1-KO(-/-)マウスの比較. **P < 0.01 *P < 0.05.

 


