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研究成果の概要（和文）：本研究では神経回路形成因子LOTUSの生理機能を利用した臨床応用可能な神経再生治
療法の確立を目的とし、脊髄損傷モデルと視神経損傷モデルにおいてLOTUSタンパク質製剤およびLOTUS遺伝子を
投与または導入した効果を検討した。LOTUSタンパク質の外来性投与では脊髄損傷及び視神経障害のモデル動物
においてコントロール群に比して顕著な機能改善や組織学的再生が認められた。また、アデノ随伴ウイルスによ
る遺伝子導入では、視神経損傷モデル動物においてコントロール群に比して再生軸索の有意な突起伸長が誘起さ
れた。以上の結果から、外来性に投与したLOTUSは神経再生を惹起して機能改善に寄与することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Brain injury, such as spinal cord injury (SCI), results in severe sensory 
and motor deficits due to the poor regenerative capacity of the adult central nervous system (CNS) 
primarily caused by a damaged CNS environment containing a large amount of axonal growth inhibitors,
 such as Nogo receptor-1 (NgR1), which inhibits axonal regrowth strongly after SCI, and its five 
ligands. Lateral olfactory tract usher substance (LOTUS) antagonizes NgR1 function, thereby 
promoting neuronal regeneration and functional recovery after SCI. In this study, we examined 
whether administration of  purified LOTUS protein or lotus gene transfection can be useful for the 
clinical treatment of SCI and/or optic nerve injury. We found administration of both purified LOTUS 
protein and lotus gene transfection by AAV vector showed a significant effect on regeneration of 
injured axons and functional recovery. Thus, the data show the probability of clinical application 
of LOTUS for future therapy of brain injury.

研究分野：神経科学

キーワード： 神経再生　LOTUS　神経損傷　脳疾患　Nogo受容体　タンパク質製剤　遺伝子治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、外来性に投与したLOTUSタンパク質またはLOTUS遺伝子導入は神経障害において有意な神経再生を
惹起して機能改善に寄与することが判明したことから、未だに治療法が確立していない種々の神経障害や様々な
脳疾患における軸索変性に対し、LOTUSのタンパク質製剤や遺伝子導入による治療法が奏功する可能性が示唆さ
れる。LOTUSは内在性のタンパク質であり成体の中枢神経系に豊富の発現しているが、損傷や疾患によって急激
にその発現量が減少するため、LOTUSの機能不全によって神経再生が困難になると考えられる。従って、LOTUSを
外来性に補填する補充療法は理に適った新たな治療法として期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 本研究は、申請者らが発見した神経回路形成因子 LOTUS とその結合分子 Nogo receptor-
1(NgR1)、および Paired immunoglobulin-like receptor B (PirB)の分子間相互作用が織りなす
生理機能を利用した新しい再生医療技術の構築を第一の目的とする。NgR1や PirBは、以下の
ように神経再生阻害に深く関連することが知られており、それらに対する治療法を検討する。 
・神経損傷：一般に、中枢神経系は一旦損傷を受けると機能再建が極めて困難であることが知ら

れている。NgR1は中枢神経系の再生を阻む主要因として考えられており、中枢神経系のミエリ
ン膜に存在する 3種の再生阻害因子(Nogo, MAG, OMgp)、免疫グロブリン分泌に関与しアストロサ
イトから分泌される Bリンパ球刺激因子(B lymphocyte stimulator: BLyS)、およびグリア瘢痕か
ら分泌されるコンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）の計 5種のリガンド分子に対する
共通の受容体で、何れの場合も神経細胞が NgR1 を介してこれらの因子を受容すると軸索伸長
が著しく阻害されることがよく知られている。また、NgR1と共通の再生阻害因子（Nogo, MAG, 
OMgp）を受容し、同じく軸索伸長を阻害する PirB が近年になって報告された（Atwal et al., 
2008）。PirBは脳梗塞時には患部とその周辺に高発現し、病態悪化を招く（Adelson et al., 2012）。
これらのことから、NgR1と PirBは、損傷を受けた中枢神経系の再生を困難にする主要因と考
えられ、これら 2 種の受容体機能の制御を目的とした創薬開発が世界中で進められているが、
未だ奏功する例を見ない。 
・LOTUSの機能：申請者らは、LOTUSはNgR1
の 5種の結合（リガンド）分子による軸索伸長阻
害作用を全て強く抑制することを見いだした（図

１, Sato et al., 2011; Kurihara et al., 2012, 2014; 
Kurihara et al., 2018）。また、LOTUSは膜結合
型と分泌型の双方が存在するが、分泌型 LOTUS
も膜結合型と同様に NgR1 機能を完全に抑制す
ることが明らかになった（Kawakami et al., 投
稿中）。これらより、LOTUS は NgR1 機能を完
全にブロックする強力な内在性 NgR1 アンタゴ
ニストであると結論された。一方、驚いたことに、

LOTUSは PirBとも相互作用し、Nogoと PirB
のリガンド•受容体結合を完全に阻害し、Nogo による軸索伸長阻害作用も完全にブロックした
（Kurihara et al., 2020）。従って、LOTUSはNgR1のみならず PirBとも結合して、2種の受
容体機能を抑制して神経再生を促進すると考えられる（図１）。 
・LOTUSによる神経再生能：マウスなどの齧歯類では霊長類とは異なって脊髄損傷後に部分的

な機能回復が見られ、自発的な自然再生能を有することが知られている。そこで、申請者らは

LOTUS 遺伝子欠損（LOTUS-KO）マウスを用いて脊髄損傷モデルを作製して検討したところ、

齧歯類が有する自然再生能（神経再生能）が著しく損なわれることが判明した（図 2）。このこ
とは、自然再性能に LOTUSが大きく寄与することを示す。興味深いことに、野生型マウスは損

傷後 7 日までは回復能を示すが、その後は減弱して回復能は頭打ちになる。損傷患部の LOTUS
発現量を解析すると、損傷後 7 日目までは本来の発現量を維持するが、その後に急激に発現量

が減少することから、LOTUSの発現量と回復能に相関性が認められた。次に、神経細胞特異的

 



に LOTUS を過剰発現するトランスジェニック

（LOTUS-TG）マウスを用いて脊髄損傷モデル

を作製したところ、野生型マウスよりも有意に

回復能が促進された（図２）。このことは LOTUS
の補填によって神経再生能が促進することを示

唆する。これらから、LOTUSは神経再生能に寄

与する内在性物質であることが示された

（Hirokawa et al., 2017）。 
 以上から、LOTUSの生理機能を利用した臨床

応用可能な新しい神経再生治療戦略を考案する

に至った。しかも、LOTUSは発生期の神経回路

形成に寄与する内在性物質であることから、外

来性に投与する場合でも、生体に対する毒性や

副作用の危惧は極めて少ないと予想される。 
 
２．研究の目的 
・神経再生治療法の創出：今までにない新しい神経再生治療法の創出を目的とし、大脳皮質-脊
髄投射路の神経損傷（脊髄損傷）および視神経損傷モデル動物を作製して LOTUSを用いた神経
再生医療技術の有効性について検討する。野生型マウスを用いた前述の神経損傷モデル動物に

おいて、急性期と慢性期の各期間に外来性に LOTUS 遺伝子を発現させたり、精製 LOTUS タ
ンパク質製剤を投与したりして、LOTUSがもたらす治療効果を明らかにする。 
・“スーパーLOTUS”の開発：申請者らは LOTUSの機能ドメインとしてN 末側約 150アミノ

酸残基を同定した（Kurihara et al., 2012）。この機能ドメイン（UA/EC ドメイン）は上述の

NgR1と PirBに対する拮抗作用を有し、全長 LOTUSに比して約 1.6 倍の高親和性を有する。

この高親和性 LOTUSを上記の神経損傷モデルに投与して治療効果を解析する。一方、LOTUS
の構造生物学的な解析を行い、LOTUSの構造から理論的に推察される、より高親和性の変異タ

ンパク質“スーパーLOTUS”を開発し、培養細胞上での機能亢進を確認した上で上記モデル動

物に投与した時の治療効果についても検討し、治療効果の高い製剤を開発する。 
 
３．研究の方法 
(１) 神経損傷モデル動物の作製と機能回復の評価 

・脊髄損傷モデルの作製と機能回復評価 

 C57BL/6 マウスを背景にもつ野生型マウスを用いて脊髄損傷モデル動物を作製し、神経再生

状態を行動学的および組織学的に解析した。麻酔下の 7 週齢成体雌マウスの椎弓を胸椎レベル

(Th7-8)で切除し、コンピューター制御されたインパクター（IH-044MK）を用いて脊髄硬膜上

に 60kdyn の圧挫傷を形成する方法で神経損傷を与える。損傷直後（急性期）または 6 週間後

（慢性期）の LOTUSの外来導入処置（後述）4 週間後に下記の運動機能解析を行った上で、頭

蓋開口・硬膜切除後に脳固定装置においてステレオタキシックに大脳皮質運動野に順行性神経

トレーサーである Biotinylated dextran-amine (BDA)色素を注入し、更に 4 週間生存させ、灌

流固定して脊髄を摘出する。齧歯類における当該神経障害は、脊髄損傷後約 1 週間で急激に後

肢の運動回復が起こり、後肢歩行運動が部分的に自然回復する。同様の脊髄損傷モデルにおいて、

 



vehicle controlおよび sham operation controlと比して LOTUS投与処置による機能回復の亢

進が観察されるかを詳しく検討する。神経障害・改善の行動学的評価は、損傷直後より経時的に

肉眼観察による歩行運動評価（BMSスコアリング, Basso et al., 2006）によって行い、更に損

傷 4 週間後に grid waking test, beam walking test, footprint testを行う。行動解析の後、摘出

脊髄標本において、大脳皮質運動野に注入した BDA 色素で標識された下行性皮質脊髄路（錐体

路）の神経線維走行と、5-HT 免疫組織化学によって可視化された縫線核脊髄路（錐体外路系）

の神経線維走行を組織学的に解析する。 

・視神経損傷モデルの作製と機能回復評価 

 C57BL/6 マウスを背景にもつ野生型マウスを用いて視神経損傷モデル動物を作製し、神経再

生状態を組織学的に解析した。麻酔下の 3 週齢成体マウスの視神経を眼窩内アプローチによっ

て露出し、ピンセットによる圧迫で損傷を与える。損傷直後（急性期）または 6 週間後（慢性期）

に LOTUS の外来導入処置（後述）を行う。1 回目の投与後 5 日目に 2 回目の投与を同様に行

う。2回目の投与から 20 日経過した時点で硝子体に順行性トレーサーである蛍光標識したコレ

ラ毒素サブユニット B を注入して視神経を蛍光標識する。蛍光標識トレーサー注入後 2 日経過

した時点で視神経を摘出し、トレーサーを可視化して共焦点顕微鏡で撮像・解析する。 
（２）LOTUSの外来性導入法 
 外来性に LOTUS 導入する方法として以下の 2種の方法で実施する。（a）精製 LOTUSタン
パク質を患部に注入する方法、および (b) lotus 遺伝子を患部に遺伝子導入する方法。実験処置

に必要な試料（精製 LOTUS リコンビナントタンパク質、および LOTUS 発現用アデノ随伴ウ

イルス）は作製した。前述の脊髄損傷モデル動物および視神経損傷モデル動物において、以下の

ように精製 LOTUSタンパク質の投与、および lotus 遺伝子の導入を行う。 
・脊髄損傷モデル：（a）タンパク質投与：圧挫滅処置の後、5 日後（急性期）または 6 週間後（慢

性期）に再び脊髄を露出させ、徐放剤（Medgel）に充填した精製 LOTUSタンパク質を患部直

上に静置して再縫合する。必要に応じて、2回目のタンパク質投与を 1回目の 1 週間後に同様に

行う。徐放剤に充填する精製タンパク質の有効濃度や投与期間は既に検討済みである。（b）遺伝

子導入：圧挫滅処置後、5 日後（急性期）または 6 週間後（慢性期）に再び脊髄を露出させ、

LOTUS 発現用アデノ随伴ウイルスベクターを患部に注入して再縫合する。遺伝子導入効率は、

lotus 遺伝子に融合させたHAタグの免疫組織化学的解析によって確認する。様々な濃度や注入

量を試行し、神経再生に奏功する実験条件を検討する 
・視神経損傷モデル：（a）タンパク質投与：圧挫滅処置後、損傷直後（急性期）、または 6 週間

後（慢性期）に精製 LOTUSタンパク質を硝子体に注入する。1回目の投与後 5 日目に更に 2回
目の投与を同様に行う。（b）遺伝子導入：圧挫滅処置後、損傷直後（急性期）または 6 週間後

（慢性期）に LOTUS発現用アデノ随伴ウイルスを硝子体に注入する。遺伝子導入効率は、上述

と同様に、lotus 遺伝子に融合させたHAタグの免疫組織化学的解析によって確認する。 
 
４．研究成果 

（１）可溶型 LOTUS（LOTUSタンパク質製剤）の機能解析 
 LOTUSは膜結合型と C 末端が切断されて分泌される可溶型の双方が存在する。そこで、外来

性に投与するタンパク質製剤としての機能について検証を行った。最初に、可溶型 LOTUS
（soluble form of LOTUS: s-LOTUS）が膜結合型 LOTUSと同様の作用を有するかを調べた。

s-LOTUS は NgR1 のみならず、その共受容体の一つである p75NTR とも結合することが結合



実験やプルダウン実験で判明した。s-LOTUSとNgR1の結合、および s-LOTUSと p75NTRと
の結合はNgR1と p75NTRとの結合を阻害した。LOTUSを発現していない胎生期 18.5 日のマ

ウス培養大脳皮質ニューロンの培養細胞に s-LOTUSを外来性に投与してNogo、MAG、OMgp
による NgR1 シグナルを検討したところ、NgR1 シグナルである RhoA の活性が s-LOTUS 投
与によって減弱し、s-LOTUS によって NgR1 シグナルを抑制することが示された。s-LOTUS
は鶏卵胚 DRG細胞における同様の 3種のリガンドによる成長円錐崩壊作用を抑制し、同じ細胞

における 3種リガンドによる軸索伸長抑制作用についても同様に抑制した。更に LOTUS-KO マ

ウス由来のOBニューロンにおける 3種リガンドによる成長円錐崩壊においても完全に抑制し、

内在性 LOTUS の機能を外来性に投与された s-LOTUS によって補填できることが判明した

（Kawakami et al., 2018）。 
（２）脊髄損傷における LOTUSの効能 
 脊髄損傷モデルマウスを作製し、精製 LOTUS タ
ンパク質投与による機能改善効果を検討した。脊髄損

傷後 5 日目に損傷患部直上に LOTUS タンパク質を

含んだゲルを静置したところ、コントロール群では損

傷後 7 日目より機能改善が頭打ちになってそれ以上

の改善が起こらなかったのに対し、LOTUSタンパク
質投与群では損傷後 7 日目以降も機能回復が見られ

て有意な機能改善を示した（図３）。 
（３）視神経障害における LOTUSの効能 
 視神経損傷モデルを作製し、硝子体に注入したアデノ随伴ウイルスを介して LOTUS を視神

経に過剰発現させたところ、有意に視神経の再生が認められた（Hirokawa et al., 2017）。また、
硝子体に可溶型 LOTUS タンパク質（s-LOTUS）を注入して LOTUS を外来性に補填して

LOTUSの効能を検討したところ、遺伝子導入の場合と同様に有意に視神経の再生が認められた

（Kawakami et al., 2018）。これらの結果から、LOTUSの外来性導入によって視神経障害にお

いても神経再生が誘起され、将来的な治療法として有用であると考えられた。 
（４）スーパーLOTUS作製の試み 
 LOTUSは糖タンパク質であるため、タンパク質の構造解析に不向きな糖鎖修飾を一定の付加

条件におく必要があるため、HEK293S 細胞という N 型糖鎖を均一化する細胞株に精製用タグ

を N 末側に付加した全長 LOTUSを発現させて大量精製を試みたが、精製過程において凝集体

が多数出現したために純度の高い精製 LOTUS タンパク質を取得することができなかった。凝

集体の責任領域として 4 箇所のシステイン残基を同定し、それらのアラニン置換変異体を作製

したところ、凝集性が減少した。しかしながら、タンパク質製剤の生産や、X 線および中性子回

折・散乱法による LOTUSの構造解析に敵うレベルの単量体純度には至らなかった。現在、さら

に高純度の単量体を取得するために発現細胞系を検討し直したり、精製過程の方法を再検討し

ている。一方、LOTUSの NgR1結合部位を LOTUSの C 末端側約 150アミノ酸残基と同定し

た（Kurihara et al., 2012）。この結合ドメインのアミノ酸配列情報を基に数種のソフトウエア

を用いて 2 次元構造や予想 3 次元構造を解析したところ、2箇所の塩基性アミノ酸によるNgR1
との結合部位が予想されたので、予想結合部位の点変異体を作製して NgR1 との結合親和性を

解析して結合責任領域を同定した。現在、その結合責任領域を含んだ生理機能活性を有する最小

の LOTUSタンパク質の精製を試みている。 
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