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研究成果の概要（和文）：軸索ガイダンス因子ネトリン-1は軸索の伸長や反発、分枝新生など多様な役割をもつ。大脳
皮質ニューロン軸索での作用は伸長促進とも分枝新生促進ともいわれるため、この不一致の解消を目指しマウス初代培
養系で形態学的解析を行った。胎生14日ニューロン軸索の伸長、胎生16日ニューロン軸索シャフトでの糸状仮足生成と
これに続く分枝新生がネトリン-1依存的に認められ、いずれにもネトリン受容体の一つDCC (deleted in colorectal c
ancer) が必要であった。ネトリン-1が大脳皮質ニューロン軸索で示す作用は発生過程で伸長促進から分枝新生促進に
転じ、DCCはこれらの両方を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A multifunctional axon guidance cue netrin-1 elicits axon outgrowth via one of 
its receptors DCC (deleted in colorectal cancer) in several types of neurons, including cerebral cortical 
neurons of embryonic mice. However, we and others have observed de novo formation of axon branches 
induced by netrin-1 in cortical culture of neonatal hamsters. These findings suggested the possibility 
that netrin-1 function might alter during development, which we here investigated using mouse primary 
culture. Imaging analysis showed netrin-1-induced outgrowth in embryonic day (E) 14 axons and 
netrin-1-induced branching in E16 axons, suggesting conversion in the role of netrin-1 in cortical axons 
during development, from outgrowth to branching. Netrin-1-induced filopodial protrusions preceding branch 
formation were visualized on the shafts of E16 axons by atmospheric scanning electron microscopy. 
Function-blocking experiment suggested DCC contribution not only to axon outgrowth but branching.
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１．研究開始当初の背景 

 ネトリン-1 は多機能性の軸索ガイダンス

因子であり、種々のニューロンの軸索におい

て伸長、反発、分岐形成などの様々な生理作

用を示す。このうち軸索伸長作用については、

胎生 13日 (E13) マウス由来の大脳皮質ニュ

ーロンにおける報告を含め、過去に多くの研

究がなされてきた。 

 一方、ネトリン-1の軸索分岐形成作用につ

いては未知の部分が大きいが、我々を含むい

くつかのグループは、ハムスター新生仔由来

の大脳皮質ニューロンでこれを認め追究し

てきた。軸索分岐形成は一本の軸索が複数の

標的に投射する機構として重要であると考

えられ、軸索先端の成長円錐が前へと進むに

つれ、そこからもう一つの新たな成長円錐と

その後ろに連なる分枝が生ずる場合と、成長

円錐の関与なしに軸索シャフトから直接に

分枝が新生する場合との二つの様式に大別

される。ネトリン-1はこのうち後者を促進す

ることが知られており、この軸索分枝新生 

(軸索側枝発芽とも呼ばれる) の際にはまず

軸索シャフト上に多数の糸状仮足が生じ、の

ちにそのうちの一部のみが分枝となって定

着することも報告されていた。 

 一般にニューロン軸索においては、伸長が

止まっている間にも分岐の形成が進行する

ことがしばしば観察され、伸長と分岐形成と

は独立に制御されているものと考えられて

いる。前述の通り齧歯類の大脳皮質ニューロ

ンにおけるネトリン-1 の生理作用について、

軸索伸長促進であるとする報告と軸索分枝

新生促進であるとする報告とがこれまでに

なされていることから、本研究でこの不一致

の解消に取り組んだ。ハムスターは胎生期が

16日間と他の齧歯類と比べて短く、より未熟

な状態で出生を迎えることを考慮すると、ネ

トリン-1 が齧歯類の大脳皮質ニューロン軸

索において示す生理作用は、発生の初期には

軸索伸長の促進であるが、のちに軸索分枝新

生の促進に転ずるという可能性が考えられ

た。 

 

２．研究の目的 

 ネトリン-1 が齧歯類の大脳皮質ニューロ

ン軸索において示す生理作用が、発生過程初

期には軸索伸長の促進であるが、のちに軸索

分枝新生の促進へと転換する可能性につい

て検討するとともに、これらを担うネトリン

受容体の特定を目指した。 

 

３．研究の方法 

 我々が過去の研究でも用いてきたハムス

ター新生仔大脳皮質由来の初代分散培養に

加えて、胎生中期以降の様々な時期にあるマ

ウス胎仔の大脳皮質より同様に初代分散培

養を調製し、ニューロンの形態学的な解析に

用いた。特にマウス胎生 14日 (E14) ニュー

ロン、E16ニューロンについて、培地中にネ

トリン-1 を加えた際の反応を調べた。また、

ネトリン-1 の受容体のうちの一つである

DCC (deleted in colorectal cancer) の機能

を阻害する目的で抗 DCC 抗体の培地への添

加を行い、その影響について調べた。 

 まず当初の計画に従い光学顕微鏡を利用

して、4時間のネトリン-1処理を行った際の

軸索伸長と軸索分岐形成に関する定量的画

像解析を行った。さらに、研究が進展するに

つれ、より高倍での観察が必要となったため、

電子顕微鏡観察にも取り組んだ。溶液中での

試料観察が可能な新型の電子顕微鏡である

大気圧走査電子顕微鏡を用いて、分枝新生に

先立ちネトリン-1 依存的に軸索シャフトに

生ずる糸状仮足を可視化し観察した。 

 

４．研究成果 

(1) 胎生 14 日 (E14) マウス大脳皮質に由来

する培養ニューロンではネトリン-1 依存的

な軸索伸長、E16ニューロンではネトリン-1

依存的な軸索分枝新生がみられることを、定



量的画像解析より明らかにした。 

 

(2) E16ニューロンにおいて、ネトリン-1刺

激の直後から分枝新生に先立って軸索シャ

フトに多数生ずる糸状仮足を、大気圧走査電

子顕微鏡と呼ばれる新型の顕微鏡を用いて

観察した。 

 

(3) ネトリン受容体の一つ DCC (deleted in 

colorectal cancer) がこれらのニューロンに

発現していることを確かめた上で、ネトリン

-1依存的な軸索伸長と、シャフト上の糸状仮

足生成に始まる軸索分枝新生の両方で DCC

の寄与が大きいことを、抗 DCC 抗体を用い

た機能阻害実験によって示した。 

 

(4) これらのことから、大脳皮質ニューロン

におけるネトリン-1 作用は発生の過程で軸

索伸長促進から軸索分枝新生促進へと転ず

ること、また、これらがともにネトリン受容

体 DCCを介して起こることが示唆された。 
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