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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題では、新規リゾリン脂質 Lyso-PtdGlc が軸索突起の伸長方向を制御する分子メカニ

ズムの解明を目指し、Lyso-PtdGlc 受容体候補遺伝子を同定した。さらに、その候補受容体遺

伝子のノックアウトマウスから調製した神経細胞を用いて、培養系における LysoPtdGlc によ

る軸索反発に同定した受容体が重要であることを明らかにした。また、受容体に共役する G タ

ンパク質のサブタイプを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To understand molecular mechanisms as to how the novel lysophosphoipid, lyso-PtdGlc, 
regulates the direction of axon elongation, first we identified a candidate gene of G protein 
coupled receptors which is activated by lyso-PtdGlc.  Furthermore, using the DRG 
neurons derived from the receptor knock-out mice, we revealed that the receptor is 
necessary for growth cone repulsion induced by lyso-PtdGlc.  In addition, we also 
identified the subtype of Galpha subunits which couples to the receptor. 
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１．研究開始当初の背景 
神経回路網は神経細胞から伸長した軸索突

起が標的となる細胞へと投射しシナプスを

形成することで構築される。軸索ガイダンス
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因子は軸索突起に対し誘因または反発作用

を示し、軸索が正しい標的部位へと投射する

ための道標として機能することで、神経回路

網の構築過程に重要な役割を担っている。過

去 15 年間の軸索ガイダンスに関わる研究の

中で、複数のタンパク性軸索ガイダンス因子

とその受容体が同定され、細胞内シグナル伝

達経路などの分子作用機構も明らかにされ

てきている。その一方、脂質などの非タンパ

ク性分子については軸索ガイダンスにおけ

る機能解析例は極めて少なく、その生理機能

も明らかにされていない。特に脂質は細胞膜

を構成する主要な構成成分であり細胞間情

報伝達の媒体となりうるが、分子生物学およ

び生化学的な解析が困難であることから、神

経回路網形成での解析が立ち遅れてきた。 
近年我々は所属機関内の異分野連携研究を

サポートする競争的研究費の成果として、グ

リア細胞膜から細胞外に放出されたリゾリ

ン 脂 質 、 Lysophosphatidylglucoside
（Lyso-PtdGlc）が軸索の伸長方向を制御す

ることを見出し、タンパク性因子のみでは説

明が困難な軸索ガイダンス機構の存在を示

唆する実験結果を得た。培養系において、軸

索の成長円錐近傍にLyso-PtdGlcの濃度勾配

を作成すると、成長円錐は Lyso-PtdGlc を避

ける方向に旋回した。本実験系での成長円錐

近傍の Lyso-PtdGlc の濃度は約 100 pico-M
であり、Lyso-PtdGlc が極めて低濃度で作用

する軸索伸長阻害/反発性ガイダンス分子で

あることが示唆された。さらに、Lyso-PtdGlc
が発生段階での脊髄感覚神経回路の構築に

関与することを示唆する実験結果も得られ

た。一方、発生段階に対し成体の中枢神経組

織 で は Lyso-PtdGlc の 前 駆 体 で あ る

Phosphatidylglucoside（PtdGlc）の発現量

が顕著に減少するが、人為的に外傷が加わる

と損傷部位近傍での PtdGlc の発現量が上昇

した。このことから、PtdGlc や Lyso-PtdGlc
が成体中枢神経回路の再生阻害因子となる

ことが予想された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Lyso-PtdGlc が軸索の伸長方向
を制御する分子メカニズムを明らかにし、非
タンパク性軸索ガイダンス因子による神経
回路網形成の分子機構の解明を目的とした。
具体的には、新規リゾリン脂質である
Lyso-PtdGlc の受容体を同定し、成長円錐が
細胞外のLyso-PtdGlcを検出する分子機序を
明らかにすること、また、Lyso-PtdGlc 受容
体下流の分子シグナル経路を明らかにし、
Lyso-PtdGlc が誘導する軸索反発の細胞内シ
グナル伝達経路を解明することを目的とし

た。 
以上により、非タンパク性分子による軸索ガ
イダンスという神経回路網構築の新領域を
開拓し、神経科学領域の更なる発展への貢献
を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）Lyso-PtdGlc 受容体の同定 
我々の予備実験において、NGF 依存性 DRG
神経細胞（温痛覚を担う TrkA 陽性細胞）の
軸索は Lyso-PtdGlc により反発されるが、
NT3 陽性 DRG 神経細胞（固有知覚を担う
TrkC 陽性細胞）の軸索は Lyso-PtdGlc によ
り反発されなかった。このことから、「TrkC
陽性DRG神経細胞に対しTrkA陽性DRG神
経細胞では LysoPtdGlc 受容体が多く、ある
いは特異的に発現している」という仮説を立
てた。また、同様に行った予備実験において、
TrkA 陽性 DRG 神経細胞を百日咳毒素で処
理するとLyso-PtdGlcの軸索反発活性は消失
した。また、3 量体 G タンパク質αサブユニ
ットの一つである Gαi の C 末端ペプチドを
導入した TrkA 陽性 DRG 神経細胞において
も Lyso-PtdGlc の軸索反発活性は消失した。
この結果から、Lyso-PtdGlc 受容体は G タン
パク質共役型受容体(GPCR)であり、特に G
αi サブファミリーと共役することが示唆さ
れた。 
そこで、まずマウスから回収した DRG 神経
細胞を NGF あるいは NT-3 存在下で培養し、
それぞれを TrkA 陽性 DRG 神経細胞群、
TrkC 陽性 DRG 神経細胞群とした。4 日間培
養後、TrkA 陽性 DRG 神経細胞群、TrkC 陽
性DRG神経細胞群それぞれからmRNAを回
収し、約 380 種の G タンパク質共役型受容体
（GPCR）のプライマーカセットを用いて定
量的リアルタイム PCR を行った。以上によ
り、TrkA 陽性 DRG 神経細胞と TrkC 陽性
DRG 神経細胞における GPCR の発現量を比
較し、TrkA 陽性 DRG 神経細胞において有意
に発現量の多い GPCR を検出した。 
 
（2）Lyso-PtdGlc 候補受容体安定発現細胞
株の作製 
リアルタイム PCR により同定した GPCR の遺
伝子を HEK293T 細胞に導入し、薬剤耐性によ
るスクリーニングを行った。2週間後、生存
している細胞をコロニー分離法により単一
細胞クローンに分け、得られた細胞クローン
について、受容体に付加したタグに対する抗
体を用いてウェスタンブロット及び免疫抗
体染色を行い、目的受容体を安定的に発現し
ていることを確認した。目的受容体の発現が
良好なクローンを選抜し、Lyso-PtdGlc 依存
的に受容体下流の細胞内シグナルの活性化
を MAP キナーゼのリン酸化、または細胞内カ
ルシウムイオン濃度の上昇を指標に検証し



 

 

た。 
MAP キナーゼのリン酸化は、Lyso-PtdGlc を
添加した細胞群から調製したタンパク質抽
出液を、抗 MAP キナーゼリン酸化抗体を用い
たウェスタンブロットにより解析した。 
カルシウムイオン濃度は、安定発現細胞株に
カルシウムインディケーターを導入し、蛍光
顕微鏡下で細胞培養液に Lyso-PtdGlcを添加
した際の蛍光強度変化をタイムラプスイメ
ージングにより検出した。 
 
（3）軸索ガイダンスアッセイ 
生後 1日目（P1）マウスから回収した DRG 神
経細胞を接着基質でコートしたガラスディ
ッシュ上で培養した。伸長中の神経軸索の先
端にある成長円錐に対し、伸長方向の前方斜
め 45 度、100 マイクロメートルの距離に
Lyso-PtdGlc または他の軸索ガイダンス因子
を充填したガラスピペットの先端をセット
し、軸索ガイダンス因子をパルス状に放出す
ることで成長円錐の周囲に軸索ガイダンス
因子の濃度勾配を形成した。軸索ガイダンス
因子を放出し始めてから 60 分後の成長円錐
の位置をプロットし、放出前の軸索突起の伸
長方向に対する角度を測定し Lyso-PtdGlcの
軸索反発活性を定量化した。 
 
（４）タンパク質分泌を指標とした
Lyso-PtdGlc 受容体の探索 
様々なオーファン Gタンパク質共役型受容体
の発現スクリーニング法を用いて、
Lyso-PtdGlc 受容体の探索を行った。具体的
には、オーファン Gタンパク質共役型受容体
と Gタンパク質αサブユニットを共発現する
細胞に Lyso-PtdGlc を添加し、刺激依存的に
培養液中に分泌されるタンパク質を生化学
的に解析し、受容体の Lyso-PtdGlc に対する
応答性を検証した。 
また、受容体と共発現させる Gタンパク質α
サブユニットについて、様々なサブファミリ
ーの受容体結合部位と Gq ファミリーのエフ
ェクター結合領域のキメラタンパク質を導
入し、目的とする受容体に共役する Gタンパ
ク質αサブユニットのサブファミリーにつ
いて検証した。 
 
４．研究成果 
（1）リアルタイム PCR による TrkA 陽性 DRG
神経細胞特異的 GPCR の探索 
TrkA 陽性および TrkC 陽性マウス DRG 神経細
胞から mRNA を抽出し、約 380 種のプライマ
ーカセットを用いて、それぞれの細胞群に発
現する GPCR を定量的リアルタイム PCR によ
り解析した。その結果、TrkC 陽性 DRG 神経細
胞に比べ、TrkA 陽性 DRG 神経細胞で有意に発
現量が高い GPCR 遺伝子を複数個同定した。 
 

（2）Lyso-PtdGlc 受容体候補遺伝子の安定発
現細胞株の作製 
(1)により同定した Lyso-PtdGlc 受容体候補
遺伝子が Lyso-PtdGlcにより活性化されるこ
とを検証するため、受容体候補遺伝子を
HEK293T 細胞に一過的に発現させた。免疫抗
体染色法により受容体の細胞膜への局在を
確認したところ、多くの細胞で核周辺部での
凝集が認められ、Lyso-PtdGlc による活性化
を評価することが出来なかった。 
次に、同定した候補遺伝子を安定発現する
HEK293T 細胞クローンの単離を試みた。薬剤
耐性による選抜とコロニー分離法による細
胞クローン化を行い、得られた細胞クローン
について免疫抗体染色法により受容体の局
在を確認したところ、複数の細胞クローンに
おいて導入した受容体が細胞膜に局在して
いることが確認された。一方、一部の受容体
については、遺伝子導入により細胞の生存率
が極端に低下し、安定発現株得ることができ
なかった。 
作製した安定発現細胞株の中で、リガンドが
既知の受容体を発現するクローンについて、
リガンド依存的な MAPキナーゼの活性化をウ
ェスタンブロットにより検証したところ、コ
ントロールの細胞群に対し、受容体安定発現
細胞群で有意に MAPキナーゼのリン酸化レベ
ルの昂進が認められた。また、コントロール
細胞株では特定のリガンドを添加してもカ
ルシウムイオン濃度の上昇が認められない
のに対し、特定の受容体安定発現細胞株では
カルシウムイオン濃度の上昇が認められた。
このことから作製した受容体候補遺伝子を
安定発現する細胞株は Lyso-PtdGlc受容体の
探索に有効なツールであることが示唆され
た。 
続いて、作製した受容体安定発現細胞クロー
ンを用いて Lyso-PtdGlcによる細胞内シグナ
ルの活性化を上記の MAPキナーゼの活性化と
細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を指標
に検証した。しかしながら、作製した細胞ク
ローンにおいて、Lyso-PtdGlc 依存的な細胞
内シグナル伝達経路の活性化は認められな
かった。 
 
（ 3 ） タ ン パ ク 質 分 泌 を 指 標 と し た
Lyso-PtdGlc 受容体候補遺伝子の探索 
定量的リアルタイム PCRにより同定した受容
体について、Lyso-PtdGlc 依存的に活性化す
るものを検出できなかったため、新たな手法
により Lyso-PtdGlc 受容体の探索を行った。
東北大学との共同研究により、様々なオーフ
ァン Gタンパク質共役型受容体の発現スクリ
ーニング法を用いて、Lyso-PtdGlc 受容体の
探索を行った。具体的には、オーファン Gタ
ンパク質共役型受容体と Gタンパク質αサブ
ユニットを共発現する細胞に Lyso-PtdGlcを



 

 

添加し、刺激依存的に培養液中に分泌される
タンパク質を生化学的に解析し、受容体の
Lyso-PtdGlc に対する応答性を検証した。 
その結果、一つの受容体を発現させた細胞に
おいて、コントロールの細胞に対して
Lyso-PtdGlc 依存的にタンパク質分泌が有意
に促進され、その受容体が Lyso-PtdGlc 受容
体であることが示唆された。 
 
（4）Lyso-PtdGlc 受容体候補遺伝子ノックア
ウトマウスを用いた軸索ガイダンスアッセ
イ 
（3）の手法により同定した Lyso-PtdGlc 受
容体候補遺伝子のノックアウトマウスを海
外の研究機関より入手した。生後直後（P1）
のノックアウトマウスから回収した TrkA 陽
性 DRG 神経細胞を用いて Lyso-PtdGlc に対す
る軸索ガイダンスアッセイを行った結果、野
生型 TrkA 陽性 DRG 神経細胞の軸索突起は
Lyso-PtdGlc により反発されたのに対し、ノ
ックアウトマウス由来の DRG神経細胞の軸索
突起は Lyso-PtdGlcにより反発されなかった。
また、Sema3A 等、他の反発性軸索ガイダンス
因子の濃度勾配に対する反発性応答は、野生
型およびノックアウトマウス由来の DRG神経
細胞で認められた。以上の結果から、同定し
た受容体候補遺伝子は Lyso-PtdGlcに依存し
た軸索反発シグナルを成長円錐内に媒介す
る上で重要な分子であることが示唆された。 
 
（5）Lyso-PtdGlc 受容体下流シグナル経路の
探索 
（3）のタンパク質分泌を指標としたアッセ
イ系を用いて、受容体に共役する Gαサブユ
ニットのサブタイプの同定を試みた。その結
果、HEK293 細胞内においては Lyso-PtdGlc 受
容体には Gα12/13 ファミリーのサブタイプ
が特異的に共役し、Lyso-PtdGlc 依存的に受
容体下流シグナルを活性化した。以上の結果
から、TrkA陽性DRG神経細胞の軸索において、
Gαi のみでなく、Gα12/13 ファミリーも
Lyso-PtdGlc による軸索反発シグナルに関与
することが示唆された。 
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