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研究成果の概要（和文）：皮質脊髄路の神経細胞が橋核に伸ばす側枝をモデルとし、軸索の細胞骨格制御や側枝
形成におけるリン脂質ホスファターゼの役割について解析を行った。着目したリン脂質ホスファータゼを皮質脊
髄路の神経細胞でノックダウンすると、橋核に伸ばす軸索側枝の形成が阻害されることや、軸索の伸長が著しく
阻害されることを明らかにした。また、培養神経細胞を用いた実験から、軸索の枝分かれを制御していると考え
られている分子と相互作用することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the roles of one of lipid phosphate phosphatases in axon 
cytoskeletal regulation and collateral formation in corticopontine projections, which are collateral
 projections from corticospinal tract neurons. We found that knockdown of a lipid phosphate 
phosphatase in the corticospinal tract neurons inhibited the axon collateral formation to the 
basilar pons, and significantly inhibited axon elongation. We also found that the lipid phosphate 
phosphatase interacted with molecules regulating axon branch formation.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索側枝形成は脳が精緻な神経回路を形成するメカニズムの１つであるが、側枝の形成を促すトリガー分子や細
胞骨格の変化を引き起こす分子機構などは未だ十分には解明されていない。リン脂質ホスファターゼが軸索側枝
形成に関与していることを示した本研究によって、神経回路形成の仕組みの理解が進むと期待できる。
脳は損傷を受けると機能障がいが起こるが、代償機構が働くことで一部の機能は回復する。代償機構を担うのは
軸索側枝形成による神経回路の再編成であるので、本研究の成果は、代償機構を向上させ、脳機能を回復させる
新たな方法の開発にもつながると期待できる。

※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 
神経回路形成のメカニズムのひとつに軸索側枝形成がある。神経細胞は軸索の途中に、側枝を

形成し、複数の標的細胞とシナプスを形成する。これにより、神経細胞は複数の神経核に同時に

信号を送ることができ、協調的な活動が可能となる。例えば、大脳皮質の運動野から脊髄へと投

射する皮質脊髄路の神経軸索は、赤核、橋核、下オリーブ核に軸索側枝を伸ばし(O’Leary and 
Terashima, Neuron, 1988)、手足が複雑な運動を円滑に行うことを可能にしている。タイムラプ
スイメージングを用いた動態解析から、側枝の出芽は軸索シャフトへのアクチン線維の集積に

始まり、複数のフィロポディアを形成した後、そのうちの数本に微小管が進入することで安定化

することや、安定化した側枝がその後に伸長することが明らかとなっている（Gallo, Dev 
Neurobiol, 2011）。しかしながら、このような軸索の細胞骨格の変化を側枝形成領域で引き起こ
す分子機構については、報告が非常に少ないため、依然として不明な点が多い。 
 申請者は、皮質脊髄路起始細胞が橋核に伸ばす側枝形成をモデルに研究を進め、リン脂質ホス

ファターゼの 1つである Lipid phosphate phosphatase related protein（Lppr; Lppr1–Lppr5の 5つの
ファミリーメンバーが存在）が側枝形成に深く関与していることを見出した。Lppr は、培養細
胞や初代培養神経細胞に過剰発現すると、フィロポディアや神経突起の数が顕著に増えること

や（Velmans et al., BMC Neurosci, 2013; Broggini et al., Aging, 2016）、細胞骨格制御因子である
RasGRF1と結合する（Fan et al., Oncotarget, 2016）ことが知られている。これらのことから、 Lppr
は軸索周囲の環境（橋核に発現する側枝誘導因子など）に応答して細胞骨格を制御し、皮質脊髄

路起始細胞が橋核で側枝を伸ばす過程に働いていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、皮質脊髄路の軸索が橋核へと伸ばす側枝をモデルに、Lppr の細胞外領域に
結合するリガンド分子や、下流で働くシグナル経路を同定することで、側枝形成時に軸索の細胞

骨格を制御する分子機構を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) Lpprの突起形成能の評価 
 HEK293T 細胞に Lppr1-Lppr5 をそれぞれ過剰発現し、細胞体周囲に形成される突起の数を定
量し、Lpprの突起形成能を評価する。 
 
(2) 皮質脊髄路起始細胞での Lpprの発現確認 
 皮質脊髄路起始細胞特異的に GFP を発現するマウス（Tg(Fezf2-EGFP)CO61Gsat/Mmnc）の大
脳皮質神経細胞から、FACSを用いて皮質脊髄路起始細胞を分離し、RT-PCR法で Lpprの発現を
確認する。さらに、in situ hybridization法でも Lpprの発現を確認する。 
 
(3) 皮質脊髄路起始細胞が橋核に伸ばす側枝形成への Lpprの関与の検討 
 皮質脊髄路起始細胞が産生される胎生 12.5 日目に子宮内電気穿孔法で shRNA ベクターと
tdTomato の発現ベクターを導入し、Lppr のノックダウンが橋核への側枝形成に影響を及ぼすか
を検討する。 
 
(4) Lpprの下流で働く細胞骨格を制御するシグナルカスケードの同定 
 大脳皮質の培養神経細胞に Lpprと細胞骨格制御に関わる分子を共発現させ、側枝形成部位で
共局在するものがあるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 

(1) Lpprの突起形成能の評価 
 Lppr は培養細胞に過剰発現させると、細胞体の周囲に多数の突起を形成することが知られて
いる。5つのファミリーメンバー (Lppr1–Lppr5) それぞれを HEK293T細胞に発現させ、細胞体



周囲に形成される、細胞体の単位長あたりの突起数を計測したところ、Lppr4が最も高い突起形
成能を有することが明らかとなった。この結果をもとに、以降の実験では主に Lppr4について解
析を進めた。 
 
(2) 皮質脊髄路起始細胞での Lpprの発現確認 
 皮質脊髄路起始細胞特異的に GFP を発現するマウス（Tg(Fezf2-EGFP)CO61Gsat/Mmnc）の大
脳皮質をパパインで処理した後、FACSを用いて皮質脊髄路起始細胞を分離した。この細胞から
mRNAを抽出し RT-PCRを行ったところ、皮質脊髄路起始細胞が橋核に側枝を形成する時期に、
Lppr4 は皮質脊髄路起始細胞に発現していることが明らかとなった。また、Lppr4 以外のファミ
リーメンバーも同時期に皮質脊髄路起始細胞に発現していた。Lppr4 の mRNA が側枝形成時期
に皮質脊髄路起始細胞に発現していることは、in situ hybridization法によっても確認できた。皮
質脊髄路起始細胞が局在する大脳皮質第 5b 層は Ctip2 に対する抗体を用いた免疫染色によって
同定した。 
 Lppr4に対する市販の抗体をいくつか試したが、免疫組織化学染色に使用できる抗体がなかっ
たため、皮質脊髄路起始細胞での Lppr4タンパク質の発現や局在を調べることが出来なかった。
今後、ゲノム編集法を用いて Lppr遺伝子にタグを組み込み、タグ特異的抗体で免疫染色を行う
ことで、内在性の Lppr4の細胞内局在が明らかにできると考える。 
 
(3) 皮質脊髄路起始細胞が橋核に伸ばす側枝形成への Lpprの関与の検討 
 皮質脊髄路起始細胞が産生される胎生 12.5日目に子宮内電気穿孔法で Lppr4に対する shRNA
ベクターと、神経細胞標識用の tdTomato 発現ベクターを導入した後、生後 2日目で脳切片を作
製し、橋核に伸びる軸索側枝を観察した。コントロールの shRNAを導入した場合に比べ、皮質
脊髄路起始細胞で Lppr4 をノックダウンすると、軸索側枝形成が阻害されていることが明らか
となった。さらに、Lppr4をノックダウンすると、tdTomatoでラベルされた神経細胞の数に対す
る皮質脊髄路の蛍光強度が、コントロールと比較して著しく低くなっており、Lppr4は側枝形成
だけでなく、皮質脊髄路の軸索伸長にも関与していることが示唆された。同様の方法を用いて、

Lppr4 以外のファミリーメンバーも皮質脊髄路起始細胞でそれぞれノックダウンしたところ、
Lppr4のように軸索伸長に顕著な異常が見られるものはなかったが、側枝形成に影響が出るもの
があった。さらに、Lppr1–Lppr5を全てノックダウンすると、軸索伸長の異常は見られなかった
が、橋核への軸索側枝形成が著しく阻害されることが明らかとなった。これらの結果は、Lppr1–
Lppr5が軸索伸長や側枝形成において、共通の役割と異なる役割を持っていることを示唆してお
り、今後解析を進めていくことで、それぞれの役割を明らかにできると考える。 
 
(4) Lppr4の下流で働く細胞骨格を制御するシグナルカスケードの同定 
  Lppr4が関わる細胞骨格制御のシグナル経路について検討を行った。Lppr3が PTENの働きを
阻害することで PIP3を安定化し、軸索のブランチ形成を促進するということが知られているの
で(Brosig et al., Cell Rep, 2019)、Lppr4も同様のメカニズムで細胞骨格を制御するかを検討した。
初めに、Lppr4は PTENと結合するのかを pull-down法で確認したところ、Lppr3と比較すると弱
いが、PTENと結合した。次に、大脳皮質の培養神経細胞に、Lppr4と、PIP3に強く結合する Grp1
の PHドメインを共発現させたところ、軸索上にできるブランチの付け根付近で両者は共局在し
ており、Lppr4は PIP3と共局在することが明らかとなった。これらの結果は、Lppr4は Lppr3と
同様のメカニズムで細胞骨格を制御していることを示唆している。 
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