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研究成果の概要（和文）：脂質は多様な物理化学的性状を有し、タンパク質の働きでは説明できない生理機能を担うこ
とが推察される。本研究では、発生段階の脊髄内の限局した領域でグリア細胞が産生・放出する新たな脂質LysoPtdGlc
を発見した。LysoPtdGlcは、脊髄で痛覚と固有感覚を担う軸索を分別することで、感覚神経回路の構築に重要な役割を
担う。さらに、LysoPtdGlcの受容体であるGタンパク質共役型受容体GPR55を同定し、LysoPtdGlcあるいはGPR55の阻害
により痛覚と固有感覚の軸索が混線することを示した。本研究により、グリアと神経細胞間の情報伝達を担う新たな脂
質とその生理機能が解明された。

研究成果の概要（英文）：Lipids exhibit vast physicochemical diversity and may participate in biological 
processes inaccessible to protein-based mechanisms. Here we identify lyso-phosphatidyl-β-D-glucoside 
(LysoPtdGlc), a novel hydrophilic glycerophospholipid that is synthesised and released by radial glia in 
a patterned spatial distribution. LysoPtdGlc regulates the development of sensory circuits in the 
vertebrate spinal cord by sorting nociceptive and proprioceptive afferents at a previously unexplained 
axon segregation checkpoint. The G protein-coupled receptor GPR55 is a high-affinity receptor for 
LysoPtdGlc, and GPR55 deletion phenocopies LysoPtdGlc loss-of-function in vivo, misdirecting nociceptive 
axons into proprioceptive zones. This study demonstrates LysoPtdGlc/GPR55 as a crucial mediator of 
glia-neuron communication for axon spatial patterning and suggests a broader role for lipids in 
coordinating diverse biological functions.

研究分野：神経細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞の細胞体から伸長した軸索突起が
標的とシナプスを形成することで神経回路
が構築される。伸長過程にある軸索の先端部
（成長円錐）は、細胞外環境に存在するガイ
ダンス分子を認識し、軸索を正確な方向へ誘
導・牽引する。他の細胞から産生・放出され
たガイダンス分子は、成長円錐に発現する受
容体に結合して軸索の伸長速度と方向を制
御する。国内外の過去20年間の研究により、
軸索ガイダンス分子および受容体として機
能する数多くのタンパク質が同定され、その
作用機序の解明も進んだ（引用文献①,②）。
しかし、これまでに同定されたガイダンス分
子のほぼ全てはタンパク質であり、非タンパ
ク性因子による軸索ガイダンスは見過ごさ
れてきた。脂質は細胞膜を構成する主要分子
であり細胞間情報伝達の重要な媒体となり
うるが、生物学的実験手法のみでは解析が困
難であるなどの理由で研究が立ち遅れてい
た。研究代表者らは、有機化学など異分野と
の連携研究を遂行し、細胞外に放出されたリ
ゾリン脂質が軸索の伸長方向を制御するこ
とを発見し、タンパク性因子のみでは説明不
可能な軸索ガイダンス機構の存在を示唆す
る実験結果を得ていた。脂質とその受容体を
対象とした本研究を発展させることは、神経
回路の発生再生に関する学問分野へ大きく
貢献するものと期待されていた。 
 
２．研究の目的 
発生段階の神経組織において、リン脂質
Phosphatidylglucoside （ PtdGlc ） と
Lysophosphatidylglucoside（LysoPtdGlc）
および LysoPtdGlc 受容体である G タンパク
質共役型受容体GPR55の発現と局在を解析し、
LysoPtdGlc が軸索ガイダンス分子として機
能しうる部位を探索する。GPR55 ノックアウ
トマウスの脊髄を解析し、神経回路の構築異
常の有無を検証する。さらに、分散培養系を
用いた実験を行い、LysoPtdGlc の軸索ガイダ
ンス活性を定量する。また、GPR55 下流のシ
グナル伝達経路を探索し、LysoPtdGlc による
軸索ガイダンスの細胞内分子機構の解明を
目指す。以上、中枢神経系の発生過程におけ
る新規リゾリン脂質 LysoPtdGlc の役割とそ
の作用機序を明らかにし、神経回路の再生過
程に LysoPtdGlc/GPR55 が関与することの傍
証を得ることを主たる研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）脊髄での PtdGlc 産生細胞の同定。 
発生段階の脊髄の組織切片および脊髄から
分離培養した増殖性の細胞を用いて、一般的
な間接抗体法で二重染色を行った。抗 PtdGlc
抗体および神経細胞／グリア細胞の各種マ
ーカー抗体を使用した。 
（２）GPR55 ノックアウトマウスの培養神経
細胞を用いた軸索ガイダンスアッセイ。 
野生型あるいはGPR55ノックアウトマウス由

来のTrkA陽性後根神経節神経細胞を培養し、
成長円錐の片側の培養液中にガイダンス分
子（LysoPtdGlc など）の濃度勾配を作製し、
このガイダンス分子濃度勾配が誘発した成
長円錐の旋回角度を定量した。各種阻害剤の
培養液中への添加、阻害ペプチドの細胞内導
入、RNA 干渉法を組み合わせて、本実験を行
った。 
（３）GPR55 ノックアウトマウスの脊髄感覚
神経回路の解析。 
野生型あるいはGPR55ノックアウトマウスの
後根神経節に脂質親和性蛍光プローブDiIを
注入して、痛覚神経軸索および固有感覚神経
軸索を選択的に標識し、脊髄内での各感覚神
経軸索の走行様式を解析した。また脊髄切片
を、痛覚神経軸索と固有感覚神経軸索に特異
的なマーカー（それぞれ TrkA と TrkC）で免
疫染色し、感覚神経軸索の走行を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）脊髄での PtdGlc 産生細胞の同定。 
発生段階の脊髄の組織切片を免疫染色で解
析した結果、PtdGlc は脊髄背側に限局して発
現し、放射状グリア細胞のマーカーである
transitin と共局在した（図１）。しかし脊髄
組織切片において、PtdGlc は神経細胞マーカ
ーである NeuN とは共局在しなかった。脊髄
から分散培養した細胞を用いて二重染色を
行った結果も同様であった。以上の実験結果
から、脊髄背側の放射状グリア細胞が PtdGlc
を産生し LysoPtdGlc を放出することが示唆
された。 

図１ 脊髄での PtdGlc（マジェンタ色）および
trnasitin（緑色）の局在。下段はそれぞれ上段の
拡大像。スケールバーは 100 µmに相当。 
 
（２）GPR55 ノックアウトマウスの培養神経
細胞の解析。 
GPR55 遺伝子を欠損するノックアウトマウス
を実験材料として、このマウスの脊髄後根神
経節から分散培養した神経細胞に対する
LysoPtdGlc の軸索ガイダンス活性を定量的
に評価した。野生型あるいは GPR55 ノックア
ウトマウスの後根神経節神経細胞を神経成
長因子存在下で培養し、得られた痛覚神経軸
索の成長円錐近傍に各種ガイダンス分子
（LysoPtdGlc、Lysophosphatidylinositol、
Lysophosphatidic acid、Semaphorin 3A）の
濃度勾配を作製し、成長円錐の旋回角度を測



定した。いずれのガイダンス分子も野生型の
成長円錐を反発した。GPR55 ノックアウトマ
ウスの成長円錐は LysoPtdGlc には応答しな
かったが、他のガイダンス分子には応答して
反発方向に旋回した。LysoPtdGlc が痛覚神経
軸 索 を 反 発 す る の と は 対 照 的 に 、
neurotrophin-3 存在化で培養した固有感覚
神経軸索は LysoPtdGlc 濃度勾配に応答せず
直進した。以上、GPR55 は LysoPtdGlc による
痛覚神経軸索ガイダンスを特異的に媒介す
る受容体であることが判明した。 
 次に、GPR55 下流シグナルを解析した。各
種 G蛋白質阻害ペプチド（G蛋白質のカルボ
キシ末端）を導入した神経細胞の LysoPtdGlc
に対する応答性を定量した結果、G 蛋白質
（Gl3）が GPR55 に共役し軸索の方向転換に
必要であることが判明した（図２）。さらに
RNA 干渉法あるいは G 蛋白質キメラを用いた
実験により、GPR55 は G13 を介して細胞内シ
グナルを生成することが明らかになった。さ
らに、G 蛋白質下流のエフェクターを同定す
るために各種薬理学的阻害剤の存在下で軸
索ガイダンスアッセイを行った。アクチン骨
格制御因子である Rhoと Rho キナーゼの阻害
剤（それぞれ CT04 と Y-27632）存在下では、
LysoPtdGlc は痛覚神経軸索を反発しなかっ
たことから、これらのエフェクターの関与が
強く示唆された。以上の実験結果を総合的に
判断し、GPR55 は G13—Rho 経路を介して神経
軸索を反発すると結論づけた。 
 一般的に成長円錐細胞質でのカルシウム
イオン（Ca2+）濃度上昇が軸索ガイダンスを
誘起するシグナルであることが知られてい
るため、LysoPtdGlc による軸索ガイダンスに
おける Ca2+シグナルの関与を検証した。各種
Ca2+チャンネル阻害剤の存在下で軸索ガイダ
ンスアッセイを行った結果、LysoPtdGlc は
L, N, P/Q タイプチャンネルを通る細胞外か
らの Ca2+流入を介して軸索を反発することが
明らかになった。 
 

 
図２ LysoPtdGlc による痛覚神経軸索の反発。マ
イナスの旋回角度は反発を示す。G13 の阻害ペプ
チド（inhG13）は LysoPtdGlc による軸索反発を
阻害したが、コントロールペプチド（contG13）
は影響を及ぼさなかった。括弧内の数字は、解析
した軸索の本数を示す。 

 
（３）GPR55 ノックアウトマウスの脊髄感覚
神経回路の解析。 
LysoPtdGlc とその受容体の生体内での役割
を検証するために、GPR55 ノックアウトマウ
スの脊髄感覚神経回路の形態学的解析を行
った。脂質親和性蛍光プローブ DiI を脊髄後
根神経節の背内側部あるいは腹側部に注入
して、それぞれ痛覚神経軸索あるいは固有感
覚神経軸索を選択的に標識した。野生型マウ
スの脊髄では、痛覚神経軸索と固有感覚神経
軸索は分離して別個の領域を走行するが、
GPR55 ノックアウトマウスの脊髄では痛覚神
経軸索が固有感覚神経軸索の領域へ進入す
るという異常が観察された（図３）。痛覚神
経軸索と固有感覚神経軸索のマーカーであ
る TrkA と TrkC を免疫染色した実験でも、DiI
標識実験と同様の痛覚神経軸索走行異常が
確認された。これらの実験結果は、脊髄内で
のPtdGlc/LysoPtdGlcの局在および培養神経
細胞の LysoPtdGlc への旋回応答性と合致す
る表現型であり、LysoPtdGlc が GPR55 を介し
て痛覚神経軸索を反発して固有感覚神経軸
索から分離させることが明らかになった。 

図３ 野生型（WT）および GPR55 ノックアウトマ
ウス（Gpr55-/-）の脊髄での痛覚神経軸索の走行。 
画像は脊髄の背側 1/4 であり、灰色の点線は正中
を示す。DiI で標識された痛覚神経軸索を黒で表
示する。スケールバーは 200 µmに相当。 
 
以上、異種の感覚を司る神経軸索を分別して
精密な中枢神経回路を構築するために必要
な新たな脂質シグナルを発見した。 
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