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研究成果の概要（和文）：神経細胞は、たがいに軸索を伸ばし、神経回路を形成している。この神経回路が、動
物の高度な活動を支えている。この軸索が形成される過程において、最初複数の未熟な突起が形成され、その中
から1本か2本の軸索が決定される。申請者は、この軸索決定がどのような機構で行われるかに着目した。特に細
胞外マトリックス分子である、ビトロネクチンの効果に着目した。その解析の結果、ビトロネクチンは、受容体
であるαvβ5インテグリンを介し、PI3キナーゼ‐GSK3βの経路により、軸索を決定することを明らかにした。
さらに、軸索決定に関わる細胞極性についてもビトロネクチンが関係していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nerve cells extend their axons to form neural circuits. This neural circuit 
supports the high activity of animals. In the process of formation of the axon, multiple immature 
processes are first formed, and one or two axons are determined from them. The applicant focused on 
the mechanism by which this axon specification is made. Especially, we focused the role of an 
extracellular matrix molecule, vitronectin. As a result of the analysis, it was revealed that 
vitronectin promotes the specification of axons via the pathway of PI3 kinase - GSK3beta, mediated 
by its receptor, alphavbeta5 integrin. Furthermore, it was clarified that vitronectin is involved in
 cell polarity involved in axon specification.

研究分野： 神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索決定は、軸索再生にも関わる現象で、多くの研究者が関心を持っている現象である。これまで、海馬神経細
胞を使って細胞内のシグナル経路に関して明らかにされてきたが、この細胞内経路を刺激する細胞外シグナルに
ついて未知であった。この細胞外シグナルを明らかにすることにより、神経細胞の軸索決定を細胞外から制御可
能になる意義は高い。このことは、損傷等により失われた神経を再生する際の軸索決定にも貢献でき、これまで
直すことができなかった神経損傷への治療の一歩となることが期待される。

※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 

 小脳を構成している神経細胞の大多数を占める顆粒細胞の増殖分化、細胞移動、軸索形成の制

御は、小脳形成において重要な要因である。細胞外マトリックスも小脳顆粒前駆細胞の制御因子

として研究が進められていた。特にビトロネクチンは、顆粒前駆細胞の増殖抑制、分化促進、ま

た突起伸長機能が国内外で報告されていた（Murase, S. and Hayashi, Y., 1998; Pons, S., et al., 

2001）。申請者も小脳顆粒前駆細胞の初期分化の進行をビトロネクチンが進行をすることを明ら

かにしていたが (Hashimoto, K., et al., 2016)、初期分化進行がどのような意義があるのかにつ

いて不明であった。 

また、軸索決定についても、細胞内シグナル経路として、CRMP2 が軸索決定を担っているこ

とが明らかにされている（Inagakaki, N., et al., 2001）。しかし、細胞外のどのような刺激が細

胞内の CRMP2 の活性を制御するのかが不明であった。 

 

２．研究の目的 

 軸索決定は、神経細胞の軸索形成の最初の段階に深くかかわっている。最初、未熟な突起が多

数生じるが、その中から 1 本か 2 本の軸索が決定される。この過程は、軸索形成において重要

な過程であることからその制御機構解明は必須な事項である。申請者は、この軸索決定を細胞外

マトリックス分子ビトロネクチンが制御するのではないかと仮説を立て、この仮説を検証する

こと、そしてビトロネクチンの受容体及び制御する細胞内シグナル経路の同定を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）ビトロネクチンノックアウト（ＫＯ）マウス及びビトロネクチン添加による軸索本数への

影響 

 軸索決定をもしビトロネクチンが制御しているの

であれば、ビトロネクチンをＫＯしたとき軸索の本数

が減少し、またビトロネクチンを添加した時、軸索の

本数が増えると判断した。生後 6 日目の野生型マウス

及びビトロネクチンＫＯマウスから小脳顆粒前駆細

胞の培養系で、軸索マーカーTau１で染色することに

より軸索を同定し、軸索の本数を解析した。 

 

 

 

 

 

 

（２）レンチウイルスを用いた5 インテグリンのノックダウン（KD)及び過剰発現 

 小脳顆粒前駆細胞の培養系において、5 インテグリンのノックダウン（KD）や過剰発現を

行うためには、shRNA 発現や5 インテグリン発現レンチウイルスを用いて行う。レンチウイ

ルスは、非分裂細胞においても目的の遺伝子や shRNA を発現させることができ、神経細胞で

の発現に優れている。 

① 5 インテグリンによる軸索本数への影響（軸索マーカーTau1 染色） 

 軸索決定が進めば、軸索になる本数の増大や軸索長の伸長が見られると思われるし、逆に軸

 

図 1 ビトロネクチン（VN）による軸

索本数への影響 



索決定が阻害されれば本数減少や軸索長の退縮が推察される。軸索マーカーTau1 に対する蛍

光染色した CGCP の画像から、軸索本数や長さを ImageJ などの画像解析などを使い計測して

いく。その際に、感染した細胞を特定するために、レンチウイルスには、蛍光タンパク質 GFP

の遺伝子あるいは Myc タグが組み込まれており、これらの蛍光染色により感染細胞を特定す

る。 

 

（３）ビトロネクチンから受容体を介した軸索決定は、どのシグナル経路により担われているの

か？ 

① 阻害剤を用いたシグナル経路の検討 

  これまでの海馬の神経細胞を用いた研究の報告では、PI3K-Akt 経路が軸索決定に関わって

いることが知られている。この経路の各因子に対する特異的な阻害剤による軸索決定への影

響を解析する。 

 

② Neuro2a 細胞再構成系によるシグナル経路の検証 

小脳顆粒前駆細胞において、ビトロネクチンからのシグナルが上記経路を活性化していること

を各種因子のリン酸化レベル変化で追いたいところであるが、顆粒前駆細胞の培養系では、様々

な分化段階の細胞が混在している点、また初代培養のため細胞をシグナル経路解析に安定的に

使うことが、難しいと予想される。そのため、神経芽腫細胞株 Neuro2a 細胞に・5インテグリン

を過剰発現させ、その細胞にビトロネクチンを添加し、Akt や GSK3βのリン酸化レベルをウエス

タンブロットを用い検証していく。 

 

（４）ビトロネクチンによる神経芽腫 Neuro2a 細胞における多極性―双極性遷移の促進 

 神経芽腫細胞株 Neuro2a 細胞は、レチノイン酸により多極性から総教区性に形態が遷移し、神

経様の突起を形成する。この系において、ビトロネクチンを添加し、携帯への影響を調べ。さら

に極性関連因子 Par との関連をも調べる。 

 

４．研究成果 

（１）ビトロネクチンノックアウト（ＫＯ）マウス及びビトロネクチン添加による軸索本数への

影響 

 ビトロネクチン（VN）KO マウス（－/－）由来の小脳顆粒前駆細胞は、野生型のマウス（＋/

＋）と比較して、No axon の割合が多く、Single axon の割合が低かった（図２）。また、野生型

の小脳顆粒前駆細胞に対して、VN 添加をした時も、多数の突起を持つ細胞が増えるなどの有意

な効果が見られた（図２）。これらの結果は、ビトロネクチンが軸索決定を促進することを示し

ている。 



 

 

（２）レンチウイルスを用いた5 インテグリンのノックダウン（KD)及び過剰発現 

  β5インテグリンの shRNA 発

現レンチウイルスを小脳顆粒前

駆細胞に添加し、その効果を見

た。その結果、β5 インテグリン

の KD により軸索のない細胞の割

合が顕著に増大した。また、VN 添

加による軸索本数増大の効果は、

β5インテグリンのノックダウン

によりその効果が消失すること

が明らかにされた（図３）。さらに

β５インテグリンを過剰発現す

るレンチウイルスを添加したと

ころ、複数の軸索を持つ細胞の割

合の増大が見られた。 

β５インテグリンを過剰発現し

ている細胞においてビトロネク

チンを添加すると相乗的に軸索

の本数が増えていった（図３）。 

 

図２ ビトロネクチン（VN）による軸索本数への効果 

図 3  β5 インテグリンによる軸索本数への効果 



（３）ビトロネクチンから受容体を介した軸索決定に関わるシグナル経路の解析 

  

 軸索決定のシグナル経路について、阻

害剤を用いて解析を行った。 

まず、PI3 キナーゼの阻害剤である

Wortmannin を添加したところ、軸索の形

成が顕著に阻害された（図４）。また、GSK3

βの阻害剤である LiCl の添加により軸

索の本数の増大が観察され、PI3 キナー

ゼーGSK3βの経路が関与していることが

示された。 

神経芽腫 Neuro2a を使って、ビトロネ

クチンから GSK3βまでの経路を確認し

たところ、この経路が有効であることを

確認した。 

  

（４）多極性から双極性遷移に対するビ

ト   

ロネクチンの効果 

 神経芽腫にレチノイン酸を添加するこ

とにより、多極性から双極性の形態へと遷

移することが知られているが、この形態変

化へのビトロネクチンの効果を見たところ、有意な促進効果が見られた（Sugahara, M., et al., 

2019）。           

 

図 4  各種阻害剤の軸索決定への効果 
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