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研究成果の概要（和文）：細胞死を起こした細胞を神経細胞がクリアランスすると考え、この機構を検証した。神経細
胞にアポトーシスを誘導するとビトロネクチンが結合する。この死細胞断片を培養海馬神経細胞に加えるとテレンセフ
ァリンの発現に依存にして結合し、テレンセファリンの集積を誘導することを示した。また、死細胞を模倣したビトロ
ネクチンコート磁性ビーズを加え細胞膜突起構造を形成させ、これをビーズと共に精製した。このビーズ結合画分を網
羅的に解析した結果、ファゴサイトーシス関連因子が含まれていた。このことから、死細胞表面のビトロネクチンが神
経細胞に発現するテレンセファリンにより認識され、クリアランスを調整していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：I hypothesize that dead cells could be phagocytosed by neurons as a clearance 
mechanism in the brain. After induction of apoptosis, vitronectin bound to plasma membrane of cultured 
hippocampal neurons. Fragments of apoptotic cells interacted with neurons in a telencephalin-dependent 
manner and induced telencephalin accumulation. Vitronectin-coated magnetic beads used as an imitation of 
dead cells enhanced formation of phagocytic membrane protrusions on cultured hippocampal neurons and were 
collected with the membrane using a magnet apparatus. The beads-binding proteins were comprehensively 
analyzed by a mass spectroscopy. In this fraction, several proteins worked in phagocytosis were present. 
Thus, vitronectin bound to a surface of dead cells appears to be recognized by telencephalin and regulate 
a clearance of dead cells.

研究分野：神経生化学
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１．研究開始当初の背景 

テレンセファリンは終脳神経細胞に特異的

に発現する細胞接着分子で、1987 年に森憲作

によりモノクローナル抗体 271A6が抗原とし

て認識する分子として発見され(PNAS 84: 

3921, 1987)、1994 年に吉原良浩がこの抗体

により認識される分子を精製・クローニング

することによりテレンセファリンの構造が

同定された(Neuron 12: 541, 1994)。この発

表より国内外の研究チームがテレンセファ

リンに興味をもち研究を進めてきている。

2006 年に松野仁美らによりテレンセファリ

ンはスパインの前駆体である樹状突起フィ

ロポディアの形成を制御していることを明

らかにした(J. Neurosci. 26: 1776, 2006)。

そして、私たちはテレンセファリンが細胞内

でEzrin/Radixin/Moesin (ERM)蛋白質と相互

作用することにより樹状突起フィロポディ

アの形成を促進していることを明らかにし

た(J. Neurosci. 27: 8866, 2007)。さらに、

テレンセファリンは細胞外マトリックス蛋

白質ビトロネクチンと強く結合することを

示した。ビトロネクチンコートしたビーズを

培養海馬神経細胞に撒くと樹状突起に結合

しテレンセファリン激しい集積が起こるこ

とを見出した。このビトロネクチンにより誘

導されたテレンセファリンの集積には ERM蛋

白質、PI(4,5)P2、F-アクチンなど樹状突起フ

ィロポディアの形成に関与する分子も集積

していることが分かった (J. Biol. Chem. 

287: 3904, 2012)。このことから、樹状突起

フィロポディア形成とファゴサイトーシス

様の細胞膜突出構造の形成に働く分子には

相同性があることが明らかとなった。 

 
２．研究の目的 

これまで一般的に脳内でアポトーシスした

細胞をミクログリアやアストロサイトなど

のグリア細胞がファゴサイトーシスして脳

内を正常な状態に保っているものと考えら

れていた。しかし、アポトーシスした新生神

経細胞のクリアランスにおいてはミクログ

リアの活性化は観察されていなかった。Lu ら

はダブルコルチン陽性神経前駆細胞がアポ

トーシスした新生神経細胞をファゴサイト

ーシスすることを報告している(Nature Cell 

Biol. 13: 1076, 2011)。新生神経細胞は脳

室下帯と顆粒細胞層下部で作られており、嗅

球と海馬歯状回で神経回路に組み込まれる

かアポトーシスをして排除されていく。そし

て、テレンセファリンは嗅球や海馬歯状回で

強く発現しており、テレンセファリンと結合

するビトロネクチンはアポトーシスした細

胞の表面マーカーであるホスファチジルセ

リンに結合することが知られている。このこ

とからビトロネクチンは死細胞に結合しテ

レンセファリンに認識されファゴサイトー

シスを誘導すると考えられた。この研究課題

ではテレンセファリン依存的な神経細胞に

よる死細胞のファゴサイトーシスの分子機

構を明らかにし、さらにこのファゴサイトー

シスの終脳における役割を明らかにするこ

とを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

テレンセファリン依存的な死細胞のクリア

ランス機構が存在するのか調べるために以

下の実験を行った。 

（１）アポトーシスを誘導した神経細胞への

ビトロネクチン結合実験 

後期アポトーシスを誘導した細胞ではビト

ロネクチンが細胞膜のホスファチジルセリ

ンに結合することが報告されていた。そこで、

培養海馬神経細胞でも UV 照射によりアポト

ーシスを誘導するとビトロネクチンが結合

するか、抗体染色により示した。 

（２）テレンセファリン依存的死細胞のファ

ゴサイトーシス機構の解析 

培養海馬神経細胞に UV を照射し、アポトー

シスを誘導した。この細胞断片を蛍光ラベル

し、培養海馬神経細胞に撒き、ビトロネクチ

ンの死細胞断片への結合を確認し、ビトロネ

クチンコートビーズと同様に死細胞断片も

テレンセファリンの集積を誘導し、ファゴサ

イトーシスされるか解析した。また、死細胞



断片の神経細胞への相互作用に関してテレ

ンセファリン依存性をテレンセファリン欠

損培養海馬神経細胞を用いて確認した。 

（３）タイムラプス解析による死細胞断片の

培養海馬神経細胞への結合可視化 

ビトロネクチンコートビーズを培養海馬神

経細胞に加えると樹状突起フィロポディア

に結合しテレンセファリンの集積を伴いな

がらシャフトへと移動し、ファゴサイトーシ

ス様の細胞膜突出構造を作る（図１）。この

構造にはフィロポディアに局在する活性化

型 ERM 蛋白質や F-アクチンや PI(4,5)P2を含

んでいた。このことからファゴサイトーシス

様の細胞膜突出構造の形成とフィロポディ

ア形成には相同性があると考えられた。本研

究課題で私はいくつものフィロポディア様

の突起が神経細胞より伸び死細胞をファゴ

サイトーシスすると考えた。これを示すため

に、テレンセファリン細胞内領域に GFP を融

合した組換え蛋白質を発現させた培養海馬

神経細胞に、蛍光標識した死細胞断片を加え

３次元タイムラプス解析を行った。 

（４）死細胞を模倣したビトロネクチンコー

トビーズを用いたファゴサイトーシス分子

機構の同定 

死細胞の神経細胞によるファゴサイトーシ

スの分子機構を解明するために、死細胞を模

倣したビトロネクチンコートされた磁性ビ

ーズを培養海馬神経細胞に撒き、テレンセフ

ァリンの集積を含むファゴサイトーシス様

細胞膜突出構造の形成を誘導した。この細胞

を低濃度の界面活性剤入りの溶液で処理す

ることにより、磁性ビーズの周りに形成され

ている細胞膜突出構造を磁石により回収し

た。このビーズ結合画分を SDS-PAGE 電気泳

動により分離し（図 2）、質量分析により網羅

的に結合画分に含まれている蛋白質を同定

した。 

（５）神経細胞を疎らに蛍光ラベルしたテレ

ンセファリン欠損マウスと野生型マウスの

作製 

In vivo でテレンセファリン依存的な死細胞

のファゴサイトーシスが起こるのか明らか

にするために、Thy-1 プロモーター下で GFP

を発現するトランスジェニックマウスとテ

レンセファリン欠損マウスを掛け合わせ、テ

レンセファリン欠損/Thy-1 GFPマウスを作製

した。このマウス脳切片を抗 GFP 抗体で抗体

染色し、神経細胞の可視化を行った。 

 

 
４．研究成果 

（１）アポトーシスを誘導した神経細胞への

ビトロネクチン結合解析 

培養海馬神経細胞に UV 照射しアポトーシス

を誘導した。この細胞をビトロネクチン特異

的な抗体で染色を行うとビトロネクチン陽

性細胞または細胞断片が増加することが明

らかとなった。 

（２）テレンセファリン依存的死細胞のファ

ゴサイトーシス機構の解析 

 

図 2、ファゴサイトーシ

ス様の膜突出構造の網

羅的解析。ビトロネク

チンによりコートされ

たビーズを培養海馬神

経細胞に撒き、ビーズ

非結合画分と結合画分

を分離し電気泳動によ

り比較した。 図 1、ビトロネクチンコートビーズによる

ファゴサイトーシス様の膜突出構造の形

成。テレンセファリン(TLCN)はビーズの

周りに突起構造の形成と共に集積する。 



アポトーシスを誘導した神経細胞の断片を

蛍光ラベルし、培養海馬神経細胞に撒くと主

に樹状突起に結合しテレンセファリンの集

積を誘導することを示した（図 3）。また、テ

レンセファリン欠損培養海馬神経細胞にア

ポトーシスした細胞の断片を撒いても特異

的な結合は観られず、死細胞断片はテレンセ

ファリンの発現に依存して培養海馬神経細

胞に結合することが分かった（図 4）。 

（３）タイムラプス解析による死細胞断片の

培養海馬神経細胞への結合可視化 

どのように神経細胞が死細胞断片を取り込

むのか明らかにするために、死細胞断片を蛍

光ラベルし、GFP 融合テレンセファリンを発

現する培養海馬神経細胞に加えタイムラプ

ス解析を行った。その結果、死細胞断片と神

経細胞の樹状突起との接着面にテレンセフ

ァリンは集積してきたが、死細胞断片を取り

囲むファゴサイトーシス様の突起形成は観

察できなかった。 

（４）死細胞を模倣したビトロネクチンコー

トビーズを用いたファゴサイトーシス分子

機構の同定 

神経細胞によるファゴサイトーシスの分子

機構を明らかにするために、ビトロネクチン

によりコートされたマイクロビーズを用い

て培養海馬神経細胞上にファゴサイトーシ

ス様のカップ構造を形成させ、このビーズに

結合する蛋白質を質量分析により網羅的に

解析した。テレンセファリンの発現に依存し

てビーズに結合する蛋白質を同定し、その中

にファゴサイトーシスに関連する分子とし

て G-蛋白質、ホスファチジルイノシトールの

リン酸化制御分子、アクチン骨格形成制御分

子が含まれていた（図５）。このことからビ

トロネクチンが結合したビーズはテレンセ

ファリンや７回膜貫通型受容体により認識

され、ホスファチジルイノシトールのリン酸

化を調節することによりアクチンの重合を

促進しファゴサイトーシス様の細胞膜突起

構造を形成していることが示唆された。 

図３、死細胞断片へのテレンセファリンの

集積。蛍光ラベルした死細胞断片を培養海

馬神経細胞に撒くと、樹状突起に結合しビ

トロネクチン陽性の断片にテレンセファ

リンが集積する。 

図 4、テレンセファリン依存的な細胞断片

の結合。ビトロネクチン陽性細胞断片はテ

レンセファリン依存的に培養海馬神経細

胞に結合する。 図５、ビーズ結合画分から同定した蛋白質

の局在。ファゴサイトーシス様の膜突起構

造から精製したビーズ結合画分に含まれ

る蛋白質の１つである Gq の樹状突起フ

ィロポディア（上）と細胞膜突起構造（下）

における抗体染色による局在解析。 



（５）テレンセファリン欠損マウスにおける

神経細胞可視化 

海馬や大脳皮質で GFP を疎らに発現する

Thy-1 GFP トランスジェニックマウスとテレ

ンセファリン欠損マウスとを掛け合わせて、

テレンセファリン欠損マウスの神経細胞を

GFP でラベルし形態を可視化した。このよう

に in vivo でテレンセファリン依存的なファ

ゴサイトーシスを識別するためのコントロ

ールとなるマウスを作製した。 
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