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研究成果の概要（和文）：神経成長円錐に豊富な脂肪酸伸長酵素、GPSN2の欠損マウスを作製。ホモ欠損マウス
は胎生致死で神経回路形成が停滞することを見出した。リピドミクス解析では、GPSN2欠損により極長鎖脂肪酸
を含むセラミド代謝産物、特に脂質ラフト構成要素のガングリオシドの産生が低下した。GPSN2ヘテロ欠損や発
現抑制した神経細胞では、脂質ラフト形成および神経極性形成が阻害されることを明らかにした。これらは、極
長鎖脂肪酸セラミドの投与で回復することから、極長鎖脂肪酸は、ガングリオシド産生などを介して脂質ラフト
形成を誘導、神経軸索成長に重要な神経極性決定を制御することを解明した。 Cell Reports 2023’　

研究成果の概要（英文）：We generated knock out mice lacking the enzyme for the fatty acid elongase 
of VLCFAs, GPSN2 abundant in the neuronal growth cones. Homozygous knockout mice exhibited embryonic
 lethality and the suppression of neural circuit formation. Lipidomic analysis revealed decreased 
production of gangliosides, particularly a components of lipid rafts containing very long-chain 
fatty acid ceramide metabolites, due to GPSN2 deficiency. In neurons with heterozygous knockout or 
suppressed expression of GPSN2, lipid raft formation and neuronal polarity were inhibited. These 
findings suggests that very long-chain fatty acids induce lipid raft formation via ganglioside 
production, crucially regelatlling neuronal polarity determination and axon growth. (A Honda et al, 
Cell Reports 2023)

研究分野： Neuroscience
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経軸索形成機構の解明は、脳神経回路形成や，成体の神経損傷後の神経軸索再生過程を理解する上で不可欠で
ある。
本研究成果は、神経軸索形成機構を脂質・タンパク質の分子レベルで解明すると共に、生体内での実体が殆ど分
かっていない脂質合成と脂質ラフト形成の関係から、脂質膜マイクロドメインレベルの生理機能制御機構を生き
た細胞・組織において示したもので、神経科学だけでなく細胞生物学全体において汎用性の高い生理機能を提示
するものである。本研究で扱うGPSN2変異による精神遅滞だけでなく、脂質ラフトが関与する病態の解明や、神
経軸索再生をはじめとする脂質ラフトを介した治療法開発など臨床医学への発展が強く期待される。

※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 
 
神経回路を作る神経軸索の成長機構の解明は、発生期の脳形成過程や神経損傷後の再生
過程を理解する上で不可欠である。申請者らは、これまでに成長過程の軸索先端の特殊な構
造体「成長円錐」において GPM6a 膜タンパク質が関与する「脂質ラフト」を見出し、その形
成・拡大がシグナル伝達分子群の集積を引起こし、神経極性決定や軸索成長に重要な役割を
持つことを明らかにしている(申請者論文⑤⑥⑦⑩)。 
「脂質ラフト」とよばれる脂質マイクロドメインは、コレステロールと極長鎖脂肪酸[炭素
数 22（C22）以上の脂肪酸]をもつスフィンゴ脂質、すなわちスフィンゴミエリンやスフィ
ンゴ糖脂質から構成されており、極長鎖脂肪酸の産生が脂質ラフトの形成や機能に重要で
あることがこれまでに報告されている (1988 年 Simons ら, 1998 年箱守仙一郎ら , 2009 年
岩渕和久ら, 2010 年木原章雄ら)。 成長円錐には小胞体構成タンパク質と、小胞体上で極
長鎖脂肪酸を産生する脂肪酸伸長酵素が豊富に存在する（申請者論文④）が、成長円錐にお
ける極長鎖脂肪酸産生の実態については不明である。 
 GPSN2/Tec は、極長鎖脂肪酸を産生する脂肪酸伸長サイクル最終段階を担う唯一の責任酵
素で、ヒトにおける GPSN2 の 1 残基変異 P182L は、酵素活性の低下や非症候性精神遅滞症
を引起こすことが報告されている (2013 年 木原章雄 ら)。申請者はこれまでに超解像イメ
ージングにより、GPSN2 を含む脂肪酸伸長酵素と成長円錐内のチューブ状ネットワーク小胞
体とが共局在することを見出しており、その生理的意義を解明するため、GPSN2 のホモ欠損
(ノックアウト：KO)マウスを作製した。 
 
２．研究の目的 
 
神経軸索成長の制御機構を、神経成長円錐に局在する脂肪酸伸長酵素による極長鎖脂肪酸合
成による「脂質マイクロドメイン（ラフト）」形成とその制御機構から解明する 
これまでに申請者はプロテオミクス解析により、極長鎖脂肪酸産生に関わる脂肪酸伸長酵
素が成長円錐に豊富に存在することを見出しているが、成長円錐における極長鎖脂肪酸役
割は不明である。極長鎖脂肪酸産生酵素 GPSN2 は、どのような脂質代謝経路を介して、軸索
成長に作用するのか？申請者は、その作用が、自身がこれまでに報告している成長円錐にお
いて神経極性決定を制御する脂質マイクロドメイン（ラフト）の形成に大きく寄与するので
はないかと仮説を立て、本研究において検証した。                              
 
３．研究の方法 
 
 
❶ 脂肪酸伸長酵素 GPSN2 による極長鎖脂肪酸産生の、神経成長過程における重要性の in 
vivo, in vitro 解析 
申請者らが作製した GPSN2 KO マウスの脳形成過程の軸索伸長や神経極性決定、神経回路形
成における異常を組織・個体レベルで解析した。KO マウスは胎生 9.5 日で胎生致死である
ことから、胎生 9.5 日目の KO, Ht, WT の胎仔マウスの神経回路を神経マーカー抗体 Tuj1 に
よるホールマウント染色で解析した。 
発生過程の脳での神経軸索伸長におけるGPSN2の関与を調べるため、胎生14.5日目のGPSN2 
WT, Ht 胎仔マウス脳への in utero エレクトロポレーションにより GFP 発現遺伝子を導入
し、胎生 17.5 日目の脳切片において大脳皮質神経細胞における軸索伸長を GFP による可視
化により解析。胎生 14.5 日目における GPSN2 KO の解析が行えないため、GPSN2 WT Ht 胎
仔マウス脳へ GFP 発現遺伝子と共に GPSN2 shRNA を導入して GPSN2 ノックダウン実験をお
こなった。神経細胞の軸索伸長の測定は、脳梁を通って反体側に伸長する GFP 発現神経細胞
の軸索を解析。神経極性の測定は、大脳皮質の中間帯における GFP 発現神経細胞の形態から
極性決定を解析した。 
GPSN2 WT, Ht 胎仔マウス脳神経細胞の in vitro 解析には、海馬もしくは大脳皮質の初代
培養神経細胞を用いて、神経極性形成や成長円錐の形態、軸索伸長能を超解像イメージング
やライブイメージングによる解析を行った。 
 



❷リピドミクス解析により、GPSN2 KO マウス胎仔における脂質代謝の変化と神経成長円錐の形
質膜の脂質組成を解析 
質量分析装置を用いて、胎生 9.5 日目の KO, Ht, WT の胎仔マウスのノンターゲットのリピ
ドミクス解析を行う。結果から、GPSN2 欠損下（KO）において、極長鎖脂肪酸が低下してい
るのか、どの分子種の代謝産物に影響しているのかなど代謝経路から解析した。さらに密度
勾配遠心法により胎生 14.5 日目マウス胎仔脳から成長円錐画分を精製し、ノンターゲット
なリピドミクス解析を行い、GPSN2 発現阻害による成長円錐の形質膜への作用を分子種レベ
ルで解析した。 
 
❸ 超解像 および 共焦点顕微鏡によるイメージング解析と生化学的解析により、GPSN 阻害に
よる神経成長円錐 脂質ラフトの形成・分布の変化を解析 
GPSN2 阻害により形態・動態変化が観察された成長円錐における脂質ラフトの形成や分布の
変化を、蛍光標識脂質ラフトマーカー（D4:コレステロール/OlyA: スフィンゴミエリン・コ
レステロール クラスター/CtxB:GM3 / GPM6a, Flotillin:脂質ラフトタンパク質）を用い
て超解像イメージングにより解析。さらに、GPSN2 Ht の脂質ラフト画分のウェスタンブロ
ッティングにおいて、WT との比較において変化のあった分子の成長円錐での局在変化につ
いてもイメージングにより解析した。 
 
❹ リピドミクス解析結果より、GPSN2 発現抑制により阻害された代謝経路の回復実験を行い、神
経軸索伸長や極性形成、脂質ラフトにおける作用を解析・検証する 
胎生 9.5 日目の GPSN2 KO マウス胚や、胎生 14.5 日目 GPSN2 Ht マウス胎仔脳の成長円錐膜
画分において野生型に比べて産出が顕著に低下している極長鎖脂肪酸含有の代謝産物を同
定し、これを胎生 14.5 日目 GPSN2 Ht マウス胎仔脳の神経細胞に培地添加を行う。添加後
の xにより神経軸索伸長や極性形成における回復を解析。 
 
４．研究成果 
 
[1] 極長鎖脂肪酸産生酵素 GPSN2 の神経軸索成長における重要性を調べるため、GPSN2 ノッ
クアウト(KO)マウスを作製したところ、KO ホモマウスは胎生 9.5 日において胎生致死であ
ることが分かった。胎生 9.5 日目の胎仔の神経回路形成を調べるため神経マーカーTuj1 で
ホールマウント染色を行ったところ(図 1a)、KO ホモマウスの中枢・末梢の神経回路形成が
著しく阻害されていることが分かった。また、子宮内エレクトロポレーションにより胎生
14.5 日目の野生型(WT)及びヘテロ(Ht)マウス胎仔脳へ GPSN2 shRNA を導入し、in vivo ノ
ックダウン(KD)実験を行なったところ(図 1b),胎生 17.5 日目の導入神経細胞(緑)の脳梁に
おける神経軸索伸長が、WT 及び Htにおいて KD により遅滞することが分かった。また WTで
GPSN2をKDした神経細胞とネガティブコントロール神経細胞の発生過程を調べたところ(図
1c)、大脳皮質中間帯における神経極性決定が著しく阻害されていることが分かった。これ
らの結果は in vivo において GPSN2 発現が神経の極性決定や軸索伸長に必要であることを
示しており、WT, Ht マウス胎仔脳の初代培養細胞においても(図 3a)、同様な結果が得られ
た。 
 
図 1 
a                          b                           c 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a)胎生 9.5 日目 野生型(WT)、ヘテロ(Ht)、ホモノックアウ TO(KO)マウスのホール
マウント Tuj1 抗体画像 b, c）WT, Ht 胎生 14.5 日目GPSN2 shRNA 子宮内エレク
トロポレーションによるGPSN2ノックダウン実験。胎生17.5 日目大脳皮質神経細胞
像。脳梁を通り反体側に伸びる軸索(b)と中間帯における神経極性形成(c) 
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[2] GPSN2の極長鎖脂肪酸合成の脂質代謝における役割を調べるため、胎生9.5日目のGPSN2 
WT, Ht, KO マウス胎仔のノンターゲットリピドミクスを行ったところ、セラミド代謝経路
の代謝産物、特に極長鎖脂肪酸を含有するガングリオシドやスフィンゴ脂質の KO での産生
量の有意な低下が確認された（図 2a）。胎生 16.5 日の野生型と GPSN2 ヘテロマウスの神経
成長円錐膜画分と細胞全体膜画分における脂質の分子種を比較したところ(図 2b）、成長円
錐画分におけるガングリオシドの分布量が顕著に減少することが分かった。これらの結果
より、GPSN2 による極長鎖脂肪酸合成は成長円錐膜に存在するガングリオシドやスフィンゴ
脂質などの産生に関与していることが示唆された。 
 
図 2 
a                    b 
 
 
 
 
 
 
 

a)胎生 9.5日目 GPSN2 WT、Ht、KOマウスの全身のリピドミクス解析結果（セラミド代謝
経路） b）胎生 16.5 日目WT, Ht マウス脳の細胞膜画分または成長円錐膜画分において同
定された分子種のWTマウスに対するHt マウスの変数比較 

 
 
 
[3] 極長鎖脂肪酸の神経成長円錐の形質膜（脂質二重膜）における重要性とその生理的作用
を明らかにするため、胎生 16.5 日の GPSN2 WT, Ht マウス神経細胞における、成長円錐形
質膜にの相分離について、蛍光プローブを使用して生きた神経細胞を用いて検証したとこ
ろ（図 3a）、WT では成長円錐の形質膜が液体秩序相(コレステロール、スフィンゴ脂質豊富)
であるのに対し、GPSN2 Ht では成長円錐膜を構成している液体秩序相が顕著に失われてい
ることが分かった。コレステロール、スフィンゴ脂質が豊富な液体秩序相は脂質ラフトを構
成していると考えられているが、これと一致して成長円錐形質膜の染色像では（図 3b）、成
長円錐にコレステロール、ガングリオシド、スフィンゴミエリン、脂質ラフトタンパク質 M6a
が共局在していることを明らかにした。 
GPSN2 Ht の表現型、神経極性形成および軸索伸長の阻害とリピドミクスの結果から、GPSN2 
Ht で減少した極長鎖脂肪酸含有セラミド代謝産物が、GPSN2 Ht の表現型を回復できるかど
うか調べるため、C24 セラミドの細胞添加によるレスキュー実験を行った（図 3c）。その結
果、成長円錐膜形成及び神経極性形成、軸索伸長が C24 セラミドの添加で回復したことか
ら、極長鎖脂肪酸は神経細胞においてセラミド代謝産物の産生に関与しており、その代謝産
物が成長円錐の形質膜に脂質ラフトを構成することが、神経極性決定や軸索伸長において
重要であること（図 3d）を明らかにした。 
以上の研究成果を、A. Honda et al, Cell Reports 2023 において報告した（申請者論文⑪） 
 
 
図 3 
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Figure S8
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a)胎生 14.5 日目 GPSN2 WT、Ht マウス
大脳皮質神経細胞（上；細胞全体、下；成
長円錐）の膜相分離イメージング 脂質液
体秩序相 Loは緑色、脂質液体無秩序相 Ld
は赤で指標される b）胎生 14.5 日目 
GPSN2 WT 成長円錐の染色像 OlyA:ス
フィンゴミエリン, D4: コレステロール、
GM1:ガングリオシド、 GPM6a:脂質ラ
フトタンパク質 c) 胎生 14.5 日目 
GPSN2 WT、Ht マウス大脳皮質神経細胞
の形態像 右側：Ht 神経細胞に BSA（コ
ントロール）, C16Cer(長鎖脂肪酸セラミ
ド)、C24Cer（極長鎖脂肪酸セラミド）を
培地中に添加した d）GPSN2による極長
鎖脂肪酸合成と脂質液体秩序相Lo（脂質ラ
フト）形成、成長円錐形質膜と神経極性決
定の関係を示した模式図 
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