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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜リン脂質の一種であるホスファチジルエタノールアミン（PE）の
細胞膜内動態が、末梢神経細胞の軸索再生を制御する機構を明らかにするために解析を行ってきた。初代培養神
経細胞を用いた実験より、細胞内カルシウム濃度の上昇がPEの細胞膜内移動を制御し、軸索の伸長を誘導するこ
とを示唆する知見を得た。また、細胞膜リン脂質に結合するMatrix metalloproteinaseの制御因子であるTissue
 inhibitor of metalloproteinase (Timp)の発現を検討し、末梢神経損傷ではTimp-3サブタイプが、脳梗塞では
Timp-1の発現が上昇することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have investigated the functional roles and molecular 
mechanisms of intramembranous movement of phosphatidylethanolamine (PE) in cellular membrane on axon
 regeneration of peripheral nerve. In primary cell culture experiments, we revealed that 
intracellular calcium upregulation is a critical mediator for the intramembranous movement of PE. In
 addition, we have investigated the expression of tissue inhibitor of metalloproteinase (Timp) 
family proteins, which are regulators of matrix metalloproteinases and bind to membrane 
phospholipid. The results indicated that Timp-3 is upregulated in peripheral axon injury, although 
Timp-1 is specifically upregulated in brain ischemic stroke.

研究分野：衛生薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
哺乳動物の中枢神経系においては、軸索が損
傷を受けた後、軸索再生を行うことが困難で
ある。この理由としては、中枢神経系の軸索
損傷の場合は、アストロサイトがグリア瘢痕
と呼ばれる凝集塊を作り、それが軸索伸長を
阻害するという細胞外環境に起因するもの
（外因性の理由）と、神経細胞それ自体が軸
索再生能を失っているという内因性の理由
の両者が挙げられる。外因性の理由について
は数多くの研究がなされており、それを取り
除く手法の開発も進んでいる。しかし、内因
性の理由については、MAP キナーゼの関与
など一部知られてはいるが、多くの点でまだ
不明のまま残っている。 
中枢神経系とは異なり末梢神経系において
は、損傷を受けても軸索の再生が起きる。末
梢神経系の軸索再生を司る分子メカニズム
を理解することで、中枢神経系の軸索がなぜ
再生をおこすことができないか、という現代
医療の大きな問題を理解することに有用で
あり、将来的には中枢神経系の軸索損傷に対
する治療法の開発に寄与するものであると
考えられる。 
我々は、それまでに科学研究費補助金にサポ
ートしていただいた研究（研究課題番号：
23700365）により、神経軸索伸長に関わる細
胞膜リン脂質ホスファチジルエタノールア
ミン（PE）の役割を検討してきた。この中で
我々は、マウス胎児より単離した海馬培養神
経細胞を用い、神経突起伸長に PEの細胞膜
内運動が必要であることを見出していた。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景をベースとして本研究では、末梢
神経の軸索伸長、特に神経軸索損傷時の軸索
再生に PEがどのように関与するかを明らか
にすることを目的として検討を行った。また、
PE の細胞膜内局在を人為的に制御するため
の新たな手法の開発を目的として、Tissue 
inhibitor of metalloproteinase (Timp) ファ
ミリーの発現と役割について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウスより脊髄後根神経節（DRG）の神
経細胞を初代培養し、軸索の伸長する際の成
長円錐における PEの局在を検討することを
試みた。 
(2) マウス個体を用い、末梢神経の損傷モデ
ルとして坐骨神経損傷モデル、また中枢神経
系のモデルとして脳損傷モデルおよび脳梗
塞モデルを作製し、病態からの回復時におけ
る PEの役割について検討することを試みた。 
(3) (2) と同様にマウスの神経軸索損傷モデ
ルを用い、Timpファミリーの発現を解析し、
Timp ファミリーの役割について明らかにす
ることを試みた。 

 
４．研究成果 
 
(1) マウス胎児より DRG 神経細胞を初代培
養し、伸長中の神経軸索における PEの挙動
を可視化することを試みた。しかし、はっき
りした成長円錐を見るための安定した結果
を得ることができず、様々な培養条件を検討
したが、結論を得られるまでには至らなかっ
た。そのため、初代培養海馬神経細胞を用い
て、どのようなガイダンス分子が PEの細胞
膜内動態を制御するかを検討した。その結果、
細胞内カルシウム濃度の上昇を引きおこす
ガイダンス分子が、PE の細胞膜内の移動を
介して軸索の伸長を制御している可能性を
見出すことができた。 
 
(2) マウス個体を用いた神経損傷モデルの確
立を行った。最初に坐骨神経挫滅モデルの作
製を行ったが、これは挫滅部位の同定と神経
軸索の再生を明確に可視化することが困難
であり、炎症反応の同定のみに用いることと
した。代わりのモデルとして、坐骨神経の完
全切断－再縫合モデルを立ち上げた。本モデ
ルでは、損傷部位が確実に分かり、軸索の再
生もきちんと可視化できることがわかった。
また炎症の状況も、免疫蛍光染色法や real 
time RT-PCR 法にて追跡できることを確認
した。この系を用いて、細胞膜外層の PEを
可視化しようとしたが、バックグラウンドレ
ベルが高く、成長円錐の PEを選択的に検出
することが困難であった。また、中枢神経系
損傷のモデルとして、脳損傷モデル、脳梗塞
モデルを作製する方法を確立した。これらの
モデルにおいて神経軸索伸長のマーカー抗
体での免疫抗体染色を行ったが、染色像が得
られなかった。これらの系における神経軸索
の再伸長と PEの局在解析は、現在も検討を
継続している。 
 
(3) 細胞膜リン脂質である PE の細胞膜内動
態が神経軸索の伸長に果たす役割を解析す
る上で、PE の細胞膜内での移動を人為的に
制御する手法は必須であるが、これまでその
ような方法は開発されていない。過去の論文
から、Matrix metalloproteinase (MMP)が細
胞膜リン脂質に直接結合すること、その結合
は Timpファミリータンパク質にて競合する
ことが示されていた 1,2。そこで、PE の細胞
膜内の移動を人為的に制御する手法を開発
すること、また実際に個体レベルでそのよう
なことが起きている可能性を考慮し、神経損
傷部位に Timpファミリーの発現が見られる
かを検討した。その結果、坐骨神経損傷モデ
ルにおいては Timp-3 が、脳梗塞モデルにお
いては Timp-1 の発現が損傷後に増加するこ
とを見出した。また坐骨神経損傷モデルにお
いて Timp-3 のリコンビナントペプチドを適
用することにより、神経軸索の再伸長がどの
ように変化するかを解析したところ、このペ



プチドの適用により神経軸索の再伸長が阻
害されることがわかった。従って、Timp-3
は神経軸索損傷後の再生を制御する分子で
あると考えられた。 
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