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研究成果の概要（和文）：生後の脳には神経幹細胞が存在し、産生された新生ニューロンは嗅球へと長距離を移
動する。しかし、嗅球に到着した新生ニューロンがどのようなメカニズムで適切な位置で移動を停止し、成熟を
開始するかは不明だった。本研究では、嗅球内を移動する新生ニューロンが、未熟な形態を維持するために
Sema3E-PlexinD1シグナルを必要とすることを明らかにした。本結果は、移動ニューロンの形態制御メカニズム
が分化のタイミングを調節し、脳内のニューロンの配置を制御するメカニズムとして、神経生物学分野における
新しい概念となり得る。

研究成果の概要（英文）：In the postnatal brain, newly born neurons continue to migrate toward their 
final destinations, where they terminate their migration and differentiate into mature neurons. 
Migrating neurons show immature morphology with a single leading process, and maintain their 
migration in a saltatory manner. In contrast, the neuronal morphology during termination process of 
migration is still unknown. Here we studied the role of Sema3E-PlexinD1 signaling in the regulation 
of neuronal morphology during termination process of migration in the postnatal olfactory bulb (OB).
 During the termination process of migration, new neurons formed cellular protrusions branched from 
the leading process. Furthermore, Sema3E-PlexinD1 signaling controls migratory potential of new 
neurons by regulating protrusion formation, thereby contributing to their final positioning and 
function in the OB. Results indicate the importance of morphological regulation in migrating new 
neurons in OB development and function.
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１．研究開始当初の背景 
 成体脳の脳室下帯では、神経幹細胞が存在
し、生涯を通じてニューロン新生が生じてい
る。産生された新生ニューロンは嗅球へと長
距離を移動する。申請者の所属するグループ
では、脳室下帯で産生される新生ニューロン
の移動メカニズムを明らかにしてきた。 
 新生ニューロンは嗅球に到着後、顆粒細胞
層または糸球細胞層へと振り分けられ、それ
ぞれ顆粒細胞または傍糸球細胞へと分化す
る。申請者はこれまでに、2 光子顕微鏡を用
いた嗅球ニューロンの長期成体イメージン
グ法を用いて、嗅覚入力依存的な新生ニュー
ロンの停止位置決定機構を明らかにした
（Sawada et al., J. Neurosci., 2011）。ま
た、嗅球ニューロン新生における発達期嗅覚
入力の重要性（Kato#, Kaneko#, Sawada# et 
al., PLoS One, 2012）を報告した。しかし、
嗅球に到着した新生ニューロンがどのよう
なメカニズムで適切な位置で移動を停止し、
成熟を開始するかは不明である。 
 申請者はこれまでに、糸球細胞層まで移動
する新生ニューロンが、未熟な形態を維持す
るために PlexinD1 を必要とすることを明ら
かにした。そこで本研究では、移動するニュ
ーロンの未熟な形態を保つ分子メカニズム
を解明することで、Sema3E- PlexinD1 シグナ
ルによる新生ニューロンの停止位置決定の
制御機構を明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Sema3E-PlexinD1 シグナルが
移動ニューロンの形態を制御することで移
動能をコントロールし、嗅球内の配置を決定
しているメカニズムの詳細を明らかにする
ことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 新生ニューロンの移動から停止に至る
形態制御メカニズムの解明 
 移動するニューロンが成熟する過程では、
先導突起の他に短い突起（以下：側方突起）
を伸ばし、やがて樹状突起へと発達すると推
測されているが、詳細は不明である。そこで
本研究では、様々なライブイメージング法を
用い、移動ニューロンの側方突起が樹状突起
に発展する可能性を解析した。具体的には、
Sema3E-PlexinD1 シグナルの下流で関与が示
唆されている低分子量Gタンパク質に着目し、
その活性化パターンについて FRET プローブ
や光活性化型プローブを用いて解析するこ
とで、Sema3E による側方突起抑制の分子メカ
ニズムを明らかにした。 
 
(2) 嗅覚入力が新生ニューロンの移動形態
を制御し、その配置を決定する機構 
 嗅覚入力による新生ニューロンの停止位

置の決定に、Sema3E-PlexinD1 シグナルが関
与する可能性がある。この点を調べるため、
嗅覚入力と Sema3E、PlexinD1 の発現制御と
の関係について、組織学的に解析した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究では、Sema3E-PlexinD1 シグナルが
移動する新生ニューロンの形態を調節する
ことで移動能をコントロールし、嗅球内のニ
ューロン配置を決定することを明らかにし
た。さらに、新生ニューロンの嗅球内での移
動及び成熟過程は嗅覚入力の影響を受ける
ことを明らかにした。これらの結果は、移動
ニューロンの形態制御メカニズムが分化の
タイミングを調節し、感覚入力に応じて脳内
のニューロンの配置を制御するメカニズム
として、神経生物学分野における新しい概念
となり得る。 
 また、脳梗塞を始めとする脳疾患後には、
脳室下帯で産生された新生ニューロンの一
部が脳傷害部位へと移動するが、成熟する割
合はわずかである。本研究で明らかになった
新生ニューロンの移動形態制御及び分化調
節のメカニズムは、ニューロンの再生効率の
向上につながる知見になる可能性があり、神
経系の再生医療への貢献が期待される。 
 
(1) Sema3E-PlexinD1 シグナルの側方突起形
成における役割 
 新生ニューロンが分化・成熟する過程では
先導突起の他に側方突起を形成しながら移
動を停止する。PlexinD1 をノックダウンする
ベクターを新生ニューロンに導入し、側方突
起 形 成 に つ い て 解 析 し た 結 果 、
Sema3E-PlexinD1 シグナルは側方突起の形成
を抑制することが分かった。側方突起の形成
におけるアクチン重合の様子を解析するた
めに、アクチンプローブを新生ニューロンに
導入し、詳細に解析した。その結果、先導突
起の一部でアクチンが重合して側方突起が
形成されることが分かった。さらに、形成さ
れた側方突起は F-アクチンが豊富な構造体
であることが明らかになった。 
 
(2)側方突起形成と樹状突起形成の関係 
 組織レベルで、新生ニューロンの側方突起
が樹状突起に発達する可能性について明ら
かにするために、共焦点顕微鏡およびスライ
ス培養法を用いた新生ニューロンの移動形
態のタイムラプスイメージングを行った。そ
の結果、移動停止過程では、新生ニューロン
は側方突起を形成し、そのうちの一部が徐々
に発達して樹状突起様の構造へ変化してい
く様子を明らかにした。 
 
(3)FRET プローブを用いた低分子量 G タンパ
ク質の活性評価 
 アクチン重合に重要な役割をもつRhoファ
ミリー低分子量 Gタンパク質 Rac1 について、



Sema3E- PlexinD1シグナルによる活性化制御
の可能性を in vitro FRET イメージングで解
析した。その結果、Sema3E の添加により新生
ニューロンの先導突起における Rac1 の活性
化が抑制されることが分かった。 
 
(4) 光活性化Rac1 (PA-Rac1)を用いた側方突
起形成における Rac1 の機能解析 
 Rac1 の活性化が側方突起形成に十分かど
うかを検討するため、PA-Rac1 を導入した新
生ニューロンの先導突起の一部を光刺激し、
側方突起の形成について in vitro タイムラ
プスイメージングで観察した。その結果、光
刺激によって新生ニューロンの先導突起か
ら側方突起が形成されること、この側方突起
の形成は光刺激非感受性PA-Rac1では生じな
いことが明らかになった。 
 
(5) PlexinD1の過剰発現系におけるニューロ
ンの移動動態解析 
 新生ニューロンにウイルスベクターを用
いて PlexinD1 を過剰発現させ、スライス培
養下でタイムラプスイメージングを行い、そ
の挙動を解析した。 
 
(6) 嗅覚刺激、嗅覚遮断による新生ニューロ
ン配置にSema3E-PlexinD1シグナルが与える
影響 
 我々が過去に報告した、香辛料を用いた嗅
覚刺激法（PLoS One 2012）や外鼻孔閉塞プ
ラグを用いた嗅覚遮断法（J Neurosci 2011）
を用いて、Sema3E, PlexinD1 の発現量に与え
る影響を調べた。 
 次に、嗅覚入力変化が新生ニューロン配置
に与える影響を解析するために、脳室下帯の
新生ニューロンをレンチウイルスで蛍光標
識し、マウスに嗅覚刺激及び嗅覚遮断をおこ
なった後、感染ニューロンの嗅球における最
終停止位置を評価した。さらに、この過程に
おけるSema3E-PlexinD1シグナルの役割を明
らかにするために、PlexinD1 の RNAi を発現
するレンチウイルスを用いて、同様の解析を
行った。以上の結果から、Sema3E-PlexinD1
シグナルが嗅覚入力依存的な嗅球内の新生
ニューロン配置決定に関与することが示唆
された。 
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