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研究成果の概要（和文）：新規発見された軸索伸展促進因子Lotusが、神経発生および脳梗塞後の機能回復にどの程度
関与するかを検証した。胎生期神経発生過程では、Lotus 欠損マウス生後7日目の海馬にて、神経前駆細胞の遊走が阻
害されることが示され、Lotusが神経発生期の遊走を促進していることが分かった。また、過剰発現マウスにて脳梗塞
を作成し、神経機能の回復をBedersons scoreを用いて長期追跡したところ、12週以降で有意に過剰発現マウスの機能
回復が優れていた。これは、Lotusが軸索再生などを通じて脳の機能再建に重要な役割を果たすことを示しており、今
後の脳梗塞治療の新たな戦略になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated a role of a novel axon growth promoting factor Louts in 
neurogenesis and functional recovery after Stroke. Lotus knockout mouse exhibited inhibition of neural 
progenitor migration in the hippocampus, suggesting a role in neurogenesis. In the stoke model, Lotus 
transgenic mouse exhibited better recover of motor function compared with wild type, suggesting a new 
therapeutic regenerative strategy for ischemic stroke.

研究分野：脳神経外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 哺乳類成体脳は神経再生能力が極めて乏
しく、脳卒中などの損傷を受けた後の機能回
復の大きな障壁となっている。臨床的にも、
要介護者の多くが脳血管障害後遺症である
ことを考慮すると、その原因解明と治療法開
発は社会的にも大きな課題となっている。最
近の研究の発展で、神経細胞自体の再生能力
が失われていないことが報告され、神経再生
療法へのいくつかの方向性が示されている。
内因性機構を利用した方法には大きく二つ
の流れがある。 
(1)内在性神経幹細胞からの神経細胞再生：そ
の一つは内在性神経幹細胞の発見であり、成
体脳であっても一定レベルの神経再生が生
じることが示されたが、その再生能力は極め
て乏しい(Arvidson, Nat Med 8:963, 2002)。
我々は、脳虚血後に成長因子を脳室内投与し
神経幹・前駆細胞の増殖を刺激することで、
海馬 CA1領域において 40％の神経再生を得
る こ と に 成 功 し た (Nakatomi, Cell 
110:429,2002)。これらの神経細胞は、形態学
的に成熟し、神経回路網内に再度組み込まれ、
機能も再建された。同様の手法にて、線条体
においても 20％近い再生と機能再建が得ら
れることも示した(Yoshikawa, J Neurosurg 
113:835,2010)。これらは、成体脳での内因性
再生機構が広い範囲で残っていることを示
している。しかし、神経細胞への分化決定、
遊走、樹状突起や軸索進展、新たなシナプス
形成など、成体脳内での再生機構は未だに不
明である。特に、次項の軸索伸展阻害因子が
発現している環境下での成熟過程について
は、その解明が重要な課題となってきたとい
える。 
(2)軸索再生：一方、機能再生には、神経細胞
の再生を伴わない神経回路網再構築も重要
な役割を担っているとされ、霊長類でも損傷
後に周辺領域に機能移転が生じていること
も 分 か っ て き て い る (Nudo,Science 
272:1791, 1996)。しかし、中枢性ミエリンに
は 、 Nogo 、 Mag(myelin-associated 
glycoprotein) 、 OMgp (oligodendrocyte 
myelin glycoprotein)等の因子が発現してお
り、成体脳での軸索進展を阻害し、髄鞘化後
の軸索成長を阻害し回路網を安定化してい
る(Cao, Mol Cell Neurosci 43:1, 2010)。この
内で最も研究が進んでいるのが Nogoであり、
ミエリン髄鞘の最内側に発現し、軸索の
collateral sproutingを抑制すると同時に、成
長円錐の虚脱（軸索伸張停止）を来す(Schwab, 
Nat Rev Neurosci 11:799, 2010)。過去の研
究では、脳虚血後に Nogo中和抗体を投与す
ることで、対側皮質から赤核への新たな軸索
伸張と行動学的改善が得られることが示さ
れ(Tsai, Stroke 42:186, 2010)、脳虚血後の機
能再建療法へ向けた臨床応用研究が既に始
まっている。これらの作用に加え、Nogo は
神経細胞にも発現している。胎生期では神経
前駆細胞の遊走阻害、神経分化の抑制等

(Mathis, Cereb Cortex 20:2380, 2010)、神経
細胞の発生にも何らかの役割を持つことが
示唆されている。また、成体脳でも Nogoは
成熟神経細胞に発現し、虚血後にその発現が
亢進することは示されているが(Cheatwood, 
Stroke 39:2091,2008)、その役割は全く解明
されていないといっても過言ではない。 
 神経再生の観点から、上記の 2つの流れは
独立したものではなく、互いに密接な関連を
もつ。特に、Nogo を中心とした阻害因子が
発現している成体脳内で、如何に再生神経細
胞が既存の神経回路網に組み込まれるかに
ついては不明であり、Nogo の作用を阻害す
る何らかの因子の必要性も想定される。逆に、
Nogo の活性を阻害すれば、損傷後の残存神
経細胞からの軸索進展のみでなく、再生神経
細胞の遊走、分化、樹状突起進展、軸索伸張
など、失われた神経機能の直接的再生効果も
期待される。 
新規 Nogo 受容体阻害因子 Lotus（本学薬理
学教室にて、Nogo 受容体に対する新規内因
性阻害因子 Lotus）が最近同定された
(Sato,Science 333:769,,2011)。Lotusは、嗅
索の進展に重要な役割を担う物質として同
定され、その後の機能解析にて、Nogo の受
容体への結合を阻害する作用が確認され、内
因性の阻害因子であることが分かった。その
発現に関してはいまだ十分な解析がなされ
ていないが、Allen Institute for Brain 
Science における遺伝子の発現アトラス
(http://www.brain-map.org/) からは、成体脳
においても比較的広範に発現しているよう
である。特に海馬における強い発現からは、
Nogo 阻害因子として成体脳における可塑性
に関与する生理的役割も示唆される。従来は、
Nogo の発現の多寡が軸索再生阻害の一つの
目安となっていたが、今後は Lotus発現との
関連が重要な課題となり、神経再生研究への
新たな展開が始まると思われる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、２つの点から研究を進めた。
(1)海馬神経新生に及ぼす影響 
LOTUS による Nogo-A-NgR1 シグナルに対す
る拮抗作用が、神経前駆細胞の遊走能に影
響を与えるかを明らかにすべく、WT と
LOTUS KO マウス新生仔における歯状回門
（hilus）の組織学的差異を検討した。 
(2)脳梗塞に対して及ぼす影響 
 LOTUS が脳梗塞後の機能再建にどのよう
な役割を果たすかを検討するため、過剰発
現マウス（LOTUS-Tg）と野生型（WT）
（C57BL6J/Jcl）に対して intraluminal 
suture method による中大脳動脈閉塞を行
って脳梗塞モデルを作製し、in vivo にお
ける内因性 LOTUS の効果について検討を行
った。 
 
３．研究の方法 



(1)海馬神経新生に及ぼす影響 
Animals：LOTUS heterozygous mice を交配し、
そ の littermates を 作 成 し 、 PCR で
genotyping を行った。 
 Slice Preparation： littermates を P7 、
P28 で灌流固定し、20um 厚の脳冠状断連続切
片を作成した。歯状回門細胞数計測に Nissl
染色、歯状回門細胞characterizationにSOX2、
NeuroD，Prox1 による蛍光免疫染色を行った。 
 Western Blotting：WT マウスの海馬を P0、
P7、P14で採取し、蛋白を抽出後Nogo-A、NgR1、
LOTUS の経時的な発現量を定量分析した。 
 
(2)脳梗塞に対して及ぼす影響 
 Tg と WT の両群において、脳梗塞後に長期
生存が得られる一方で、神経学的脱落症状が
比較的大きく、症状が長期間持続するモデル
を作製した（9-11 週齢, 28-34g, 45 分虚血
後再灌流, N=9）。虚血負荷後の、脳幹から上
位頚髄に至る組織内の LOTUS の発現変動を
Western Blot 法で解析した。また、神経症状
を Bederson’s neurological score を用い
て虚血負荷後 16W まで追跡し、最終的に、
Biotinylated dextran amine (BDA)を用いて
健常側運動線維回路の順行標識を行い、患側
への線維投射について評価を行った。また同
時に、Nissl 染色で、虚血負荷後の脳萎縮の
体積評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)海馬神経新生に及ぼす影響 
WT、KO ともに、P28 の歯状回門の顆粒細胞層
が明瞭に形成され、その平均厚は suprablade、
infrablade 共に、両群で有意差が認められな
かった。 
一方、P7 では、両群ともに顆粒細胞層の形成
が不明瞭だが、KO で歯状回門に細胞がより散
逸していた。P7 の歯状回門における細胞の散
らばりを定量化するため、顆粒細胞層の外縁
から「P28 顆粒細胞層平均厚＋1SD」の距離を
結んだ線と、海馬 CA3 層の外側縁で囲まれた
領域を、P7 における歯状回門細胞数計測範囲
に設定し、その細胞密度を比較したところ、
KO で有意に高かった。即ち、KO では歯状回
門の細胞が生後早期においてより散逸して
いたが、成長と共に WTと KO の差が消失して
おり、このことから、LOTUS が欠損すると発
達早期における歯状回門から顆粒細胞層へ
の遊走が遅延すると考えられた。 次に、歯
状回門に散逸する細胞を同定し、全細胞数に
対する比率を計測するため、3 つの神経分化
マーカー、即ち神経幹細胞の SOX2、神経前駆
細胞の NeuroD、成熟顆粒細胞の Prox1、によ
って染色される細胞数と、総細胞数（核染）
から陽性細胞率を同様に計測した。結果は、
両群においていずれのマーカーの陽性細胞
率にも有意差は認められなかった。即ち、
LOTUS は神経の分化には影響せず、遊走能に
のみ関与していることが示唆された。  

一方、発達に伴う ligand、 receptor、
antagonist の発現変動を WT マウスで検討し
たところ、Nogo-A も LOTUS も出生後は微量な
がら P7 で急激に増加、一方 NgR1 は出生直後
より発現が高く P14 で低下していた。 
これらより、出生後 LOTUS は Nogo-A と同期
して発現が増加し、Nogo-A-NgR1 シグナルに
よる神経前駆細胞遊走阻害効果を減弱させ、
分化した前駆細胞による顆粒細胞層形成を
適切なタイミングで導くことが示唆された。 
今後、歯状回神経前駆細胞の遊走遅延が、
Nogo-A-NgR1 シグナルによるものかを実証す
るために、 NgR1 KO、LOTUS/NgR1 double KO
マウスにおいても歯状回門の形態学的検討
を行い、同部位に散逸する細胞上に、どのよ
うな分布で上記3つのタンパクが発現してい
るかを、in-situ hybridization にて明らか
にする予定である。現在投稿準備中である。 
 
(2)脳梗塞に対して及ぼす影響 
 両群で、脳萎縮の程度に差は認めなかった。
脳組織内の LOTUS は、経過を通じて Tg 群で
発現量が多かった。また、何れにおいても虚
血後慢性期で LOTUS の発現は増加し、中でも
患側の 6W 後が顕著であった。神経症状につ
いては、虚血負荷後より両群で同等の回復傾
向を示したが、WT 群では 4W 後より回復傾向
が緩徐となる一方で、Tg 群では回復傾向を維
持した。16W 後までの追跡を解析すると、Tg
群で有意に回復が得られる結果であった。
BDA による運動線維の順行性回路標識では、
下部延髄における健側皮質脊髄路から対側
（患側）外側網様体核への投射と、脊髄 C4
レベルにおける健側の背側皮質脊髄路から
対側（患側）灰白質への線維について評価を
行った。Preliminary data（N=3）ではある
が、両回路の評価で Tg 群の神経線維数が多
い傾向を認めている。その傾向は、特に前者
において顕著であった。 
 脳虚血後の慢性期において、組織内の
LOTUS の発現が、特に健側において増加して
いることが示された。また、神経症状の比較
において、Tg群で、梗塞後の回復傾向が慢性
期においても良好に維持された。以上より、
NgR1 シグナルカスケードの阻害が、脳虚血慢
性期においても機能回復に有効であること
が確認され、その点において内因性の LOTUS
が機能することが示された。その機序として、
健側錐体外路系の代償機構発達による機能
回復促進が示唆された。 
 脳虚血後急性期は、脳内の分子動態が非常
に複雑で、かつ、個々においてその程度バラ
ンスが異なるため、実際的な保護療法の開発
が困難を極めている。一方で、慢性期には脳
は定常状態にあるが、中枢神経系の可塑性が
乏しいが故に治療期間としては不適切と考
えられてきた。しかしながら、本研究では、
近年の研究結果同様、脳損傷後も神経細胞は
可塑性を有しており、機能回復の余地が存在
することが示された。今後、NgR1 シグナルを



ターゲットとした治療法開発を検討する場
合、外来投与の選択肢としては、LOTUS は内
因性因子であるため機能阻害抗体より現実
的と考えられる。しかしながら、本研究では、
行動解析の正確性の点で劣るmouseを対象と
しているため、まずは rat における精査が必
要と思われる。更に、ヒトへの転用を考慮し
た場合、元々外路系の発達が良好な齧歯類よ
りむしろ、将来的には non human primate を
用いた精査が適当と考えられる。現在投稿準
備中である 
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