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研究成果の概要（和文）：マウス胎仔の嗅索において、LOTUS-KOマウスでは軸索側枝が増加したのに対し、NgR1-KOマ 
ウスでは逆に減少し、更にそれらのダブルーKOマウスではNgR1-KOマウスのレベルまで減少することが示され、Nogo-Ng
R1の作用によ って嗅索の軸索側枝か形成が促進されると考えられた。
　一方、LOTUS-KOマウスでは歯状回内部の錐体細胞のdoublecortin陽性移動細胞が有意に多く存在していることが判明
し、LOTUSは当該細胞の細胞移動に関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In developing lateral olfactory tract (LOT) in mouse embryos, axonal branch was in
creased in LOTUS-deficient mice, whereas the axonal branch was decreased in NgR1-deficient mice. Furthermo
re, the axonal branch was also decreased in their double knocking-out mice, suggesting that Nogo-NgR1 inte
raction may induce axonal branching of LOT.
   On the other hand, doublecortin-positive migrating pyramidal neurons were found in inside area of denta
te gylus of hippocampus in LOTUS-deficient mice when compared with the wild type mice, suggesting that LOT
US may be involved in neuronal migration in developing hippocampus
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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、マウスの嗅球から大脳嗅覚

野への神経投射路である嗅索（Lateral 
olfactory tract: LOT）の形成に関わる機能分
子を探索する目的で、光照射分子不活性化

（FALI）法をマウス終脳器官培養系に適用
して機能的スクリーニングを行った。特定分

子を FALI 法によって機能阻害したところ、
LOT の神経束がバラバラに脱束化する異常
表現型を見出し、LOT形成に重要な新規軸索
ガ イ ダ ン ス 分 子 と し て LOT usher 
substance（LOTUS）と命名した。 
（2） LOTUS ノックアウトマウスにおける
LOT 形成異常：胎生期の LOTUS-ノックア
ウト（LOTUS-KO）マウスの嗅球に軸索トレ
ーサーを注入し、LOTを蛍光色素で可視化し
て解析したところ、著しい LOT の脱束化が
認められ、LOTUSは LOTの神経束形成に重
要な機能分子であることが判明した(Sato et 
al., 2011)。 
(3) LOTUS結合分子の同定：LOTUSは細胞
内ドメインをほとんど持たない細胞膜分子

であることから、生理機能を発するには細胞

膜上の他の分子との相互作用が必要である

と考えられた。そこで、アルカリフォスファ

ターゼ（AP）を融合させた AP-LOTUS を
作製し、胎生 14 日目のマウス終脳における
結合部位（LOTUS 結合分子の発現部位）を
検討したところ、AP-LOTUSは LOT上に強
く結合し、LOTの細胞膜上に LOTUSの結合
分子が存在すると考えられた。そこで、前出

の嗅球の発現遺伝子ライブラリーを用いて

当該分子を検索し、LOTUS の結合分子とし
て Nogo受容体（NgR1）を同定した。NgR1
は、ミエリン由来の 3種の神経再生阻害因子
（Nogo, MAG, Omgp）に共通する受容体で、
それらリガンドとの結合によって神経突起

伸長を阻害し、中枢神経系の再生を困難にす

る主原因を担うことがよく知られている。 

（4） 内在性 Nogoアンタゴニストとしての
機能：LOTUSは NgR1と結合することから、
COS7細胞に LOTUSおよびNgR1を共発現
させて Nogoと NgR1の結合を検討したとこ
ろ、ほぼ完全にその結合が阻害された。更に、

NgR1 が発現し、LOTUS の発現が認められ
ない鶏卵胚後根神経節(DRG)細胞の成長円錐
は Nogo の添加によって退縮（コラプス）す
るが、そこに LOTUS を強制発現させると
Nogo による成長円錐退縮は完全に抑制され
た。次に、マウス嗅球ニューロンは LOTUS
と NgR1の双方を発現するため、培養嗅球ニ
ューロンの成長円錐は Nogo による退縮反応
を示さなかったが、LOTUS- KOマウスの培
養嗅球ニューロンの成長円錐は Nogo によっ
て退縮することが判明した。以上から、

LOTUS は内在性の Nogo ンタゴニストであ
ると結論された（Sato, et al., 2011）。 
	 LOT 上には LOTUS や NgR1 に加え、
NgR1のリガンドNogoも発現する。従って、 
LOTUS-KOマウスの LOTの脱束化は、Nogo
とNgR1が結合することによって軸索同士が
反発し合って起こるものと推察され、野生型

マウスの LOT は LOTUS の発現によって
Nogo による脱束化を防いで形成されるとい
う今迄にない新しい機構を提唱するに至っ

た。 

 
２．研究の目的 
	 胎生期マウスの LOT 上には LOTUS と
NgR1、および NgR1 のリガンド Nogo が発
現している。前述のように、LOTUSは Nogo
に対して拮抗作用を示し、LOTUS-KO マウ
スでは LOT の著しい脱束化が見られた。本
研究では、ノックアウトマウスを用い、生体

における LOTUSの Nogo拮抗作用と神経突
起伸長作用の生物学的意義を明らかにする。 
（1）嗅索形成における LOTUSによる NgR1
に対する拮抗作用：以下の作業仮説を証明す

る実験研究を行う。①NgR1-KOマウスでは、



Nogoの作用が入らないためLOTの脱束化は
認められず、LOTはほぼ正常な軸索走行を示
す。②LOUTS-NgR1-ダブル KOマウスでは、
Nogo の作用が入らないため LOTUS-KO マ
ウスで見られた LOT の脱束化がレスキュー
される。これら双方が示されれば、LOTUS
は NgR1・Nogo結合を阻害して LOT束化に
寄与することが証明される。 
（2）神経突起伸長作用：前述のように、NgR1
はNogo, MAG, Omgpといった 3種の神経再
生阻害因子の共通の受容体として知られて

いたが、近年、それらの受容体として新たに

paired immunoglobulin-like receptor-B
（PirB）が同定された（Atwal, et al., 2008）。 
そこで、COS7細胞において LOTUSと PirB
の結合性を調べたところ、LOTUS は PirB
とも相互作用を示し、NgR1 以外の LOTUS
結合分子として PirB を同定した。胎生期マ
ウスの網膜神経節細胞（RGC）は PirB を発
現している。NgR1-KO マウスの培養 RGC
は培養液に添加した外来性の LOTUSと結合
を示す。このことは、RGC には少なくとも
PirB を含む NgR1 以外の LOTUS 結合分子
が発現していることを示す。本研究では、

LOTUS-PirB 結合による神経突起伸長作用
の有無を明らかにする。 
（3）神経再生能：上記の発生期にみられる
LOTUS の Nogo 拮抗作用と神経突起伸長作
用は、双方とも神経再生を促進する効果を持

つと期待される。野生型の脊髄損傷モデルマ

ウスでは、損傷後約 1ヶ月で或る程度の機能
再建を示すようになる。LOTUS-KO マウス
において脊髄損傷モデルを作製し、野生型に

比して機能回復が遅延するか否かを解析し、

LOTUS の神経再生における適用意義を検討
する。 

 
３．研究の方法 
（1）嗅索形成における LOTUSによる NgR1
に対する拮抗作用：胎生期の NgR1-KOマウ

ス、および LOTUS・NgR1 のダブル KO マ
ウスを用い、嗅球に脂溶性蛍光色素 DiIを注
入して LOTを可視化し、LOTの軸索走行に
おける表現型を詳しく解析する。これによっ

て、LOTUSと NgR1の相互作用（NgR1に
対する拮抗作用）の LOT 形成における生物
学的意義を明らかにする。 
（2）神経突起伸長作用：LOTUSの神経突起
伸長作用においては、LOTUS を培養基質と
してマウスの網膜神経節細胞を培養し、

LOTUS と PirB の結合を完全に阻害する
PirB機能阻害抗体を添加し、PirBが LOTUS
結合分子として神経突起伸長作用を媒介す

るか否かについて検討する。 
（3）神経再生能：LOTUSの Nogo拮抗作用
と神経突起伸長作用が神経再生に奏効する

かを検討する目的で、LOTUS-KO マウスに
おける脊髄損傷モデルを作製し、野生型の機

能回復度と組織学的・行動学的に比較する。 

 
４．研究成果 
（1）嗅索形成における LOTUSによる NgR1
に対する拮抗作用：LOTUS-KO マウスでは
嗅索の脱束化を示した（図 1）。これは、
LOTUS の欠損によって嗅索の軸索上に発現
する Nogoによる反発性シグナルが NgR1に
受容されるようになり、嗅索の軸索は周囲の

軸索を避ける方向（本来の軸索の束の外側）

に伸長したために結果的に神経束がバラバ

 



ラになったと考えられた。その傍証の一つと

して、マウス嗅球の細胞塊を培養すると、野

性型では嗅球ニューロンの軸索は束化しな

がら伸長する様子が観察されるのに対し、

LOTUS-KO マウスの嗅球ニューロンの軸索
は脱束化していた。これらのことから、Nogo
のような軸索伸長阻害因子が周囲に多く存

在すると成長円錐崩壊が起きて軸索はどの

方向にも伸長できないが、阻害因子が局在し

ているような場合はそれを避けるように伸

長すると考えられた。ところが、NgR1-KO
マウスでは LOT 形成はほぼ正常であった。
そして、LOTUSと NgR1の二重欠損マウス
(ダブル-KO マウス)を作製して同様に解析し
たところ、LOTUS-KOで見られた LOTの脱
束化はほぼ正常に近いレベルまでレスキュ

ーされていた（図 2）。これらの結果は、
LOTUSは嗅索上で NgR1と結合することで
NgR1とNogoとの結合を抑制してLOT形成

に寄与していることを明確に示す。 
（2）神経突起伸長作用：LOTUSと PirBは
相互作用を示す（図３）。この LOTUSと PirB
の結合を完全に阻害するモノクローナル抗

体を得た。培養網膜神経節細胞は精製

LOTUS タンパク質をコートした基質上で顕
著な突起伸長活性を示すが、その培養液中に

上記相互作用を阻害する濃度で抗 PirB 抗体
を添加したところ、顕著な突起伸長活性は抑

制されなかった。このことは、LOTUSとPirB
の相互作用によって網膜神経節細胞の突起

伸長が誘起されるわけではないことを示し、

PirB 以外の LOTUS 結合分子が存在するこ
とを示唆する。現在、当該分子を免疫沈降法

によって解析中である。 
（3）神経再生能：胸椎 7-8 位の背側半切断
による脊髄損傷モデル動物を作製し、経時的

に運動機能の回復を BBB スコアリングによ
って解析したところ、LOTUS-KO マウスに
おいては齧歯類が有する自然神経再生能が

野性型に比して著しく減弱していた (図４)。
これは、齧歯類が示す自然神経再生能に内在

性 LOTUSが深く関わることを強く示唆する。

  

 

 



脊髄損傷時から経時的に患部周辺の LOTUS
の発現量についてウエスタンブロッティン

グ法で調べたところ、損傷 7 日目以降に
LOTUSが減少していた（図５）。歩行運動の
行動指標（BBBスコア）では、野生型マウス
は損傷後 7日目以降に自然回復能が減少した
（図４）。これと LOTUS の発現減少との間
に相関性が見られることから、LOTUS の発
現維持が神経再生能と関連すると考えられ

た。組織学的解析では、LOTUS-KO マウス
の損傷部より尾側の神経線維は、野生型に比

して減少することが明らかになった（図６）。

以上のことから、LOTUS が神経再生能を有
すると考えられた。 
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