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研究成果の概要：神経回路網形成を司る新しい生体物質 LOTUS を発見し、その物質の機能に

関する解析を行った。LOTUS の結合分子として Nogo 受容体（NgR1）を同定した。LOTUS
と NgR1 の結合は、嗅覚情報を担う神経回路網の 2 次投射路である嗅索と呼ばれる神経束を形

成するのに重要な役割を担うことが判明した。更にこの結合は、細胞同士の接着を誘起し、網

膜神経節細胞や脊髄後根神経節細胞といった神経細胞の神経突起伸長を促したり、神経再生阻

害因子である Nogo と NgR1 の結合を阻害したりすることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 新規軸索ガイダンス分子 LOTUS の発
見：申請者らは、独自に開発した新しい機能
的スクリーニング法によって、嗅覚 2 次投射
路である嗅索（Lateral Olfactory Tract: LOT）
の軸索束化を担う新規分子 LOTUS を発見し
た。ゲノムデータベースから、この分子には
α-integrin が有する接着に関連する FG-GAP
リピートを有する特徴があった。C 末端近傍
には膜貫通領域があるが、我々は HEK293 細
胞に強制発現した時の培養上清にもこの分
子が検出されることから、分泌型と細胞膜貫
通型の 2 種が存在すると考えた。CEP68 は軟
骨細胞のマーカー分子であることが報告

（Steck, et al.,2001）されている以外、機能を
含めて全く未知の分子である。 
(2) LOTUS と結合する分子の同定：アルカリ
フォスファターゼ(AP)との融合タンパク質 
AP-LOTUS を作製し、胎生 13 日目のマウス
終脳の結合部位（結合分子の存在部位）を検
討したところ、AP-LOTUS は LOT とその周
辺領域を含む広い範囲に結合していた。そこ
で申請者らは、LOT 発現遺伝子ライブラリー
を 用 い て Nogo-66 受 容 体 （ Nogo 
receptor-1:NgR1）を同定した。LOTUS と NgR1
との結合の IC50はおよそ 7nM であった。 
(3) LOTUS の発現部位：in situ hybridization
法によって LOTUS の mRNA 発現部位を解析



したところ、胎生 12〜16 日目のマウスの嗅
球中腹側部、LOT の内側領域、大脳皮質
subplate 層、海馬錐体細胞層などに特異的な
発現が見られた。その他、網膜神経節などに
も発現が認められた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、LOTUS の遺伝子欠損マウス
を作製し、LOT 形成に関わる機能などの
LOTUS の生物学的機能を解析する。また、
培養神経細胞を用いた解析を行い、LOTUS
の細胞レベルにおける分子機能についても
解明する。 
(1) LOTUS の遺伝子欠損マウスによる解析： 
ゲノムデータベース上では LOTUS の相同分
子が見当たらないことから、単一遺伝子欠損
による表現型の出現が期待される。理研 CDB
との共同研究で LOTUS 遺伝子欠損マウスを
作製し、胎生 12〜16 日目のマウス胎仔脳に
おける LOT 形成に関わる機能、及び他の発現
部位における組織学的異常の有無を詳細に
解析する。 
(2) LOTUS の細胞機能解析: LOTUS 発現部
位に存在する神経細胞（嗅球細胞や網膜神経
節細胞など）の初代培養系を作製し、LOTUS
を培養皿底面にコートした場合や LOTUS を
培養上清に添加した場合における神経突起
伸長活性を解析する。一方、LOTUS の NgR1
との結合部位を分子生物学的手法で LOTUS
変異体を作製して検討する 
 
３．研究の方法 
(1) LOTUS 遺伝子欠損マウスの作製：
LOTUS/CEP68 の遺伝子座はマウス染色体第
XIX 染色体 C3 に位置する。開始メチオニン
を含むゲノム領域約 10Kbp をクローニング
して塩基配列を確認した後、Neo 耐性遺伝子
カセットを Exon-1 領域に組み込み、また末端
にはジフテリア毒素遺伝子を組み込んで非
相同組み換えを排除する。この組み換えベク
ターをES細胞に導入してG418存在下で培養
し、組み換えクローンをサザンブロットによ
り選別し、8 細胞期の ICR マウス胚に組み換
え ES 細胞を注入してキメラマウスを作製す
る。交配によりヘテロマウスを得て、C57/BL6
交雑交配を 8〜10 世代に渡って行い、遺伝的
背景を C57/BL6 系統にする。遺伝子欠損マウ
スの作製には、8〜10 ヶ月程度の時間を要す
るので、ヘテロ及びホモ個体における解析は
次年度で行う。変異マウスでは胎生致死であ
ったり、生後発育不全によって成体での解析
や継代維持に困難を来したりする場合があ
るので、系統維持はヘテロ個体で行い、ヘテ
ロ個体の交配によってホモ個体を得る。ホモ
個体が胎生致死の場合は、胎生期における解
析のみ行う。ターゲティングベクターの作製
からキメラマウスの作製までの変異マウス

作製過程は、共同研究者（中村）及び変異マ
ウス作製の専門家の外部研究協力者（理研
CDB）との共同作業で行う。動物の交雑交配
や系統維持は、横浜市立大学医学部実験動物
センター内で法令と学内規範に準拠して行
う。 
(2) LOTUS の発現解析：嗅索 LOT はマウス胎
生 12 日目から 14 日目の 2 日間でその大半が
形成される。胎生 12〜14 日目のマウス脳の
前顎断および水平断連続切片を作製し、
LOTUS および NgR1 について、 in situ 
hybridization 法によって mRNA 発現部位を検
出して詳しく解析し、遺伝子欠損マウスにお
ける解析対象を精査する。 
(3) LOTUS における NgR1 の結合部位の同
定：lotus 遺伝子の各ドメイン配列を N 末端ま
たは C 末端から順次削除した削除変異体
（LOTUSΔ）にアルカリフォスファターゼ
(AP)を融合した融合タンパク質(AP-LOTUS
Δ)を作製する。NgR1を強制発現させたCOS7
細胞に AP-LOTUSΔを添加し、AP 染色によ
って LOTUS における NGR1 との受容体結合
部位を同定する。 
(4) LOTUS の細胞機能解析：LOTUS は嗅球神
経細胞、大脳皮質 subplate 層細胞、海馬錐体
細胞、網膜神経節細胞などでも発現している。
そこで、最初に嗅球神経と網膜神経節細胞の
初代培養細胞を作製し、NgR1 の発現を免疫
細胞化学的に確認した後、精製 LOTUS を培
養皿底面にコートして基質として作用させ
た場合や、精製 LOTUS を培養上清に添加し
て浮遊性リガンドとして作用させた場合に
おける神経突起伸長活性を解析する。また、
同時に神経成長円錐の運動性や形態変化な
どについても解析し、神経回路網形成機構に
おける役割について細胞レベルで考察する。 
 
４．研究成果 
(1) LOT形成におけるLOTUS・NgR1 結合の機能
：免疫組織化学法によってLOTUSとNgR1 は供
に嗅球から軸索が投射し始めるマウスの胎
生 12 日目では投射予定領域（投射ルート）
に発現し、LOT投射が完了する胎生 14 日目で
はLOT上に発現していた。マウス終脳器官培
養系においてLOTUSやNgR1 を前出の分子機能
阻害技術SELT-FALI法で機能阻害したり、
各々のドミナントネガティブ体を作製して
作用させたりすると、どの場合もLOTの神経
束がばらばらになる脱束化現象が見られた
（図１）。これらのことから、軸索上に発現
する両者の結合がLOTの神経束形成に重要で
あることが明らかになった（論文投稿準備
中）。NgR1 は神経突起伸長阻害因子の共通す
る受容体であるにもかかわらず、LOTUSとの
分子間相互作用ではLOT形成に促進的に寄与
する。LOTUSは、既知のNgR1 のリガンド分子
の機能とは全く異なる生理機能を発揮し、神



 経発生のみならず神経再生医療技術へ応用
する可能性が示された。 (3) 神経再生阻害因子との機能的関連： 

LOTUSは中枢神経系の神経再生を困難にする
主原因を担うNgR1 と結合して神経突起伸長
を促進する。LOTUSのNgR1 の結合はミエリン

膜に存在する神経突起伸長阻害因子（神経再
生阻害因子：Nogo-66, MAG, Omgp）の阻害作
用に影響を与えるであろうか。 COS7 細胞に
おいて LOTUSをNgR1 と共に発現させたとこ
ろ、驚くべきことに、Nogo-66 またはMAGの
NgR1 との結合をほぼ完全に抑制した（図３）。
COS7細胞に共発現したLOTUSとNgR1は細胞膜
上で互いにCis-結合していることが確かめ
られたので、LOTUSとNgR1 の同一細胞上での
Cis-結合が、Nogo-66 やMAGの結合を阻害する
と考えられた。 

 
(2) LOTUSの神経突起伸長促進作用：マウスL
細胞にLOTUSとNgR1 を各々強制発現させて混
合培養すると、これらの細胞間において細胞
間接着が誘起された。また、培養皿底面にコ
ートした精製LOTUS上にNgR1 の発現が確認さ
れた網膜神経節細胞Retinal Ganglion Cell 
(RGC)を培養して神経突起伸長について検討
したところ、RGCはLOTUS上で劇的な突起伸長
を示した（図２、特許出願１）。また、LOTUS
のNgR1 との結合領域だけを精製して培養皿
底面にコートした場合も同様にRGCの顕著な
神経突起伸長活性が認められた（特許出願 3）。
培養皿底面にコートした精製LOTUSをFALI法
によって特異的に不活性化するとRGCの神経
突起伸長は完全に抑制され、GPIアンカー型
分子を細胞膜から除く酵素処理を行っても
同様に神経突起伸長は完全に抑制された。こ
れらのことから、LOTUSはNgR1 との結合によ
る接着機能を介して突起伸長促進作用を示
すと考えられた。この実験結果は、よく知ら
れているNgR1 を介する神経突起伸長阻害作
用とは全く正反対の作用を示しており、
LOTUSはNgR1 と細胞間結合（Trans-結合）す
ることで神経突起伸長を促進することが判
明した。 

 次に、これら Nogo-66 や MAG といった神経
再生阻害因子による作用を LOTUSの共発現に
よって抑制することができるかを検討した。
神経再生阻害因子は後根神経節 Dorsal Root 
Ganglion（DRG）細胞の成長円錐（伸長する
神経突起先端に存在する構造）をコラプス
（崩壊・退縮）させることがよく知られてい
るので、DRG 細胞に LOTUS を強制発現させて
Nogo-66 による成長円錐のコラプス応答を調
べた。LOTUS が発現する DRG 細胞では Nogo-66
による成長円錐のコラプス応答は強く抑制
されていた（図４）。 



 
 
 これらの結果は、LOTUS と NgR1 の Cis-結

合は Nogo-66などの神経再生阻害因子による
神経突起伸長阻害作用をブロックすること
を明瞭に示している。内因性の生体物質が
NgR1 を負に機能制御した例は全く知られて
いない。因に、前述のように、精製 LOTUS を
培養基質として培養皿底面にコートして DRG
細胞を培養すると、RGC と同様に顕著な神経
突起伸長作用が示された。現在、RGC におい
ても同様の実験を実施し、神経再生阻害因子
に対する機能制御の可能性を検討している。 
 以上のように、LOTUS は神経再生阻害因子
の受容体 NgR1 と 1) 細胞間で Trans-結合す
ることで神経突起伸長を促進し、2) 同一細
胞上で Cis-結合することで神経再生阻害因
子による神経突起伸長阻害作用をブロック
する（図５）。このような 2面的機能を有す
るという意味においても LOTUSは特徴的な生
体物質である。これらの機能は双方とも神経
再生を促進することに奏効することから、近
未来的に神経再生医療技術に応用する研究
展開が大いに期待される。 
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