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研究成果の概要（和文）：我々が2015年に見出した神経軸索ガイダンス因子Netrin-5は、神経新生関連領域に強
い発現が見られるが、その機能に関しては不明であった。本研究課題では、脳梗塞におけるNetrin-5の機能に注
目したが、期待された結果は得られなかった。一方で、Netrin-5 ノックアウトマウスの解析により神経新生に
異常があることを見出した。特に脳室下帯における細胞分裂周期がNetrin-5ノックアウトマウスでは長くなって
いたことと、吻側移動流（RMS）の形成が乱れることが明らかとなった（Ikegaya et al., Front Neuroscience,
 2020）。

研究成果の概要（英文）：The axon guidance molecule Netrin-5, which we reported in 2015, is strongly 
expressed in neurogenesis related areas, but its function was unknown. In this research project, we 
focused on the function of Netrin-5 in cerebral infarction, but did not obtain the expected results.
 However, analysis of Netrin-5 knockout mice revealed abnormal neurogenesis. The cell division cycle
 in the SVZ was longer and the number of dividing cells was decreased in Netrin-5 knockout mice. In 
addition, the formation of RMS was disorganized (Ikegaya et al., Front Neuroscience, 2020). 
These results indicate that loss of function of Netrin-5 may reflect aging of the brain. In 
addition, we found that cerebral infarction caused strong upregulation of Netrin-5 in neuroblast and
 vascular endothelial cells. Therefore, it is expected that new methods such as the establishment of
 a neurotrophic factor release using the Netrin-5 promoter will be applied to the regeneration of 
cerebral infarction.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Netrin-5ノックアウトマウスでニューロブラストの細胞分裂周期の延長と分裂細胞数の減少が見られたため、脳
の老化を反映している可能性が考えられる。すなわちNetrin-5投与による脳老化の抑制効果が期待される。ま
た、脳梗塞時にはニューロブラストおよび血管内皮細胞でNetrin-5の強い発現亢進が見られた。したがって、
Netrin-5プロモーターを用いた神経栄養因子の放出方法の樹立など、今後視点を変えた新規手法により脳梗塞再
生に向けての発展応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

神経軸索ガイダンス分子は、神経軸索を誘導するだけでなく、血管の誘導や神経新生など、その

機能は多岐にわたる。また、細胞移動や腫瘍の発生など、にも重要な役割を果たしている。これ

までに、私は、新機反発性軸索ガイダンス因子として FLRT ファミリーを見出し、研究してき

た（Egea, Yamagishi et al., Gene Dev., 2008;Yamagishi et al., EMBO J., 2011）。また、ネトリ

ンファミリー蛋白質（Netrin-1, 3, 4)も神経軸索ガイダンス分子として良く知られており、様々

な機能が報告されている（Serafini et al., Cell, 1994)。申請者は 2015 年に、新規ネトリンファ

ミリー分子として Netrin-5 を見出し報告した（Yamagishi et al., Front Cell. Neurosci., 2015）。

Netrin-5 は機能未知ではあるが、神経新生部位である脳室下帯や海馬歯状回の DCX 陽性ニュー

ロブラストや血管内皮細胞に特異的に発現しており、神経新生・血管新生に関わっている可能性

が高い（図 1）。 

一方、脳梗塞で脳内に傷害が生じた際、神経再生の鍵となるのはニューロブラストである。ニュ

ーロブラストは脳室下帯で産生が亢進し、梗塞領域へと移動して行く。残念ながらこれらのニュ

ーロブラストはやがて死滅し、大脳皮質で成熟した神経細胞になることは殆どない。しかしなが

らニューロブラストを生存させることができれば、神経機能亢進につながると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究課題では、まず、Netrin-5 のノックアウトマウスのフェノタイプを解析することにより

成体脳における神経新生における機能を明らかにすることを目的とする。さらに、脳梗塞におけ

る Netrin-5 の関与を解析する。また、リコンビナント Netrin-5 を精製し、脳室内投与による

Netrin-5 の脳梗塞への影響を解析する。すなわち、Netrin-5 の神経新生・血管新生に関する基

礎的な分子機能に関するデータを集めると共に、過剰発現や脳室内投与で脳梗塞再生が可能か

を検討することを当初の目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

Netrin-5 コンディショナルノックアウトマウスを作成し、EdU インジェクションにより成体脳

における神経新生を形態学的に解析する。EdU の投与期間は 1 日後、7 日後を解析することに

より、分裂時および移動に関する機能を解析できるようにした。 

また、脳梗塞モデルは中大脳動脈結紮モデルを用いて作成した。固定後に各種抗体を用いて組織

学的な解析を実施した。 

 

４．研究成果 

 

 Netrin-5 コンディショナルノックアウトマウスは、全身性の PGK-Cre と交配しても致死性は

なく成体まで成長した。一見、行動学的な異常は見られず、主だったフェノタイプはないが、詳

細に解析した結果、神経新生に異常があることを見出した。 



EdU 投与 1 日後、脳室下帯（V-SVZ）における EdU 陽性細胞数は Netrin-5 ノックアウトマウ

スにおいて減少が見られた。特に DCX 陽性であるニューロブラストーマにおける EdU 陽性細

胞数の減少が観察された。しかしながら、興味深いことに Ki67 で染色される細胞数には予想に

反し有意差が認められなかった。この結果は Netrin-5 ノックアウトマウスでは細胞分裂周期が

長くなっていると考えられる。 

 さらに、V-SVZ で誕生したニューロブラストが吻側移動流（RMS）を通り嗅球へと向かう経

路において、通常、ニューロブラストは綺麗な列を形成しているが、Netrin-5 ノックアウトマ

ウスではこの列の形成が乱れることが明らかとなった。この原因としては、２つの理由が考察さ

れ、①Netrin-5 陽性のニューロブラストがトンネルを形成するアストロサイトに対して反発力

が強くなったか、②ニューロブラスト同士の細胞接着が弱くなったかであると考えられる。一

方、ニューロブラストの最終移動先である嗅球では、1 日後・7 日後における EdU 陽性細胞数

には、野生型と比して変化はなかった（Ikegaya et al., Front Neuroscience, 2020)。もう 1 つの

神経新生ニッチェとして知られている海馬歯状回における SGZ では、Netrin-5 ノックアウトマ

ウスにおける EdU 陽性細胞数の変化は見られなかった。 

 また、大脳皮質や線条体など様々な領域におけるオリゴデンドロサイト前駆細胞の細胞分裂

が促進していることも明らかとなった。これは、脳内に広く分布する血管内皮細胞から Netrin-

5 が分泌され、オリゴデンドロサイト前駆細胞の分裂を抑制しているのではないかと考えられる

（Ikegaya et al., Front Neuroscience, 2020）。 

 Netrin-5 の発現を発生過程で観察すると、胎生期の大脳皮質で強い発現が観察された。した

がって、大脳皮質が形成される際の放射状移動にも Netrin-5 が関与している可能性が考えられ

る（Yamagishi et al., Front Cell Dev Biol, 2021）。 

 また、脳梗塞に関して、中大脳動脈結紮後 3 日目において、興味深いことに顕著な Netrin-5

陽性細胞の増加が見られた。Netrin-5 陽性細胞は V-SVZ から梗塞領域に向かう DCX 陽性ニュ

ーロブラストに強く発現していること、また新生血管の内皮細胞にも強く発現していることが

明らかとなった。Netrin-5 ノックアウトマウスを用いて脳梗塞モデルを作成したが、残念なが

ら野生型と明確な行動学的・形態学的な違いは観察されなかった（未発表）。 
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