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研究成果の概要： 

ハムスター大脳皮質ニューロン初代培養系を用い、神経回路形成に働く軸索ガイダンス因子

ネトリン-1のもつ軸索分岐形成作用に、ネトリン受容体 DCC の細胞表面移行が関与するか否か

を調べた。大脳皮質ニューロン軸索シャフトではネトリン-1 刺激により糸状仮足を経て分岐が

形成されるが、糸状仮足形成時にシャフト表面で DCC レベル上昇･クラスター形成がエキソサイ

トーシス依存的に認められ、DCC の細胞表面移行が軸索分岐の調節に関わることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 発生過程で起こる神経回路の形成におい

て、軸索が伸長と分岐とを繰り返し標的

へと投射する際には、様々な軸索ガイダ
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ンス因子が働くことが知られる。軸索ガ

イダンス因子の一つであるネトリン-1 は、

種々のニューロンにおいて軸索の伸長／

誘引／反発／分岐形成などの多様な機能

を発揮することが報告されている。 

 

(2) 大脳皮質ニューロンにおける軸索分岐形

成には、軸索の先端に存在する成長円錐

を介して分枝が生ずる様式と、軸索シャ

フトに生ずる糸状仮足が分枝へと発達す

る様式との二通りが知られ、ネトリン-1

は後者を刺激するといわれている。 

 

(3) ネトリン-1 受容体の一つである DCC 

(deleted in colorectal cancer) は、脊髄交

連ニューロンにおいては細胞内の小胞に

局在しており、DCC小胞がエキソサイト

ーシスを介して細胞表面へと移行するこ

とによりネトリン-1 の軸索伸長作用が増

強されるという報告がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではネトリン-1により促進される

大脳皮質ニューロン軸索分岐形成に、小胞

輸送を介したネトリン-1受容体DCCの細胞

表面移行が関与するか否かを検証すること

を目指した。 

 

３．研究の方法 

ハムスター新生仔大脳皮質より初代培養

ニューロンを調製し、5 ~ 7日間の培養の後、

培地中にネトリン-1 を加えてニューロンを

刺激した。またエキソサイトーシスの関与が

あるか否かを明らかにするため、v-SNARE 

(R-SNARE) タンパク質類の分解・無効化を

介したエキソサイトーシス阻害剤である破

傷風毒素を、ネトリン-1 添加の 15 分前より

培地中に加えた。これらの条件下で以下の解

析を行った。 

（1）細胞を固定した後に検鏡し、軸索シャ

フトにみられる糸状仮足数と分岐数を

数えて、これらに変化がみられるか調

べた。 

（2）細胞表面 DCCの分布とレベルの変化に

ついて調べるため、DCC の細胞外ド

メインに対する抗体を用いた細胞表

面 DCC の蛍光免疫組織化学を行った

後、軸索のシャフト部分と成長円錐部

分の各々について定量的画像解析を

行った。 



４．研究成果 

(1) ハムスター新生仔大脳皮質由来の初代

培養ニューロンに4時間のネトリン-1刺

激を行ったところ、軸索分岐数の増加が

認められた。30分間のネトリン-1刺激を

行った際には、軸索シャフトに糸状仮足

数の増加が認められ、ニューロンは軸索

分岐形成の前段階にあるものと考えら

れた。 

 

(2) 30分間のネトリン-1刺激を行った大脳

皮質ニューロンにおいて、細胞表面DCC

の分布とレベルの変化に関し定量的画

像解析を行ったところ、以下の結果が得

られた。 

① 軸索シャフト部分の細胞表面では、ネト

リン-1刺激に反応して、DCCが偏在し微

細なクラスター様の構造が形成された。

またこれに伴ってDCCのレベルが上昇

した。 

② シャフト表面DCCにみられたネトリン

-1に対するこのような反応は、エキソサ

イトーシスの阻害剤である破傷風毒素

により妨げられた。 

③ 軸索の成長円錐部分の細胞表面におい

ては、DCCの分布とレベルに、ネトリン

-1刺激による変化は認められなかった。 

 

(3) これらの結果より以下の考察に至った。 

① 大脳皮質ニューロンの細胞内にも DCC

小胞が存在し、この小胞がネトリン-1 刺

激に応じエキソサイトーシスを介して細

胞表面に移行することにより、細胞表面

における DCC の分布とレベルの調節が

行われるものと考えられた。 

② 小胞輸送を介した細胞表面 DCC の調節

機構が、ネトリン-1 により引き起こされ

る、シャフトから糸状仮足を経て分枝が

生ずる様式の軸索分岐形成に関与してい

ることが示唆された。 
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