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研究成果の概要（和文）：細胞外基質による血管-神経相互作用の制御機構を明らかにするため、(1) 血液脳関門の形
成に重要なαVβ8インテグリンの特異的リガンド探索、および (2) 神経幹細胞ニッチとされている基底膜構造“フラ
クトン”の機能解析を行った。 その結果、 (1) TGF-β1がαVβ8の特異的リガンドであること、(2) フラクトンは神
経幹細胞によって産生される基底膜構造であること、を見出した。これらの結果は、血管-神経相互作用を制御する細
胞接着メカニズムの解明につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms by which extracellular matrices regulate 
neuro-vascular interactions, we conducted (1) comprehensive identification of the specific ligand(s) for 
αVβ8 integrin, which play an important role in the formation of blood-brain barrier; and (2) functional 
characterization of a specialized basement membrane “fractone” in neural stem cell niche. We found that 
(1) TGF-β1 is the specific ligand for αVβ8 integrin, and (2) fractones are produced by neural stem 
cells. These results will unravel the cell-adhesive machinery that regulates the neuro-vascular 
interactions.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 動物の器官形成は、異なる組織間の相互誘
導作用により進行する。この相互作用の“場”
となるのは、基底膜と呼ばれる細胞外マトリ
ックスである。血管と神経のクロストークに
おいても、両者の間には基底膜が介在してい
る。中枢神経系では neurovascular unit と
呼ばれる構造が血管-神経相互作用の場とな
っているが、基底膜はその重要な構成要素で
ある。また、成体脳では毛細血管から脳室下
帯に突き出した“フラクトン(fractone)”と
呼ばれる細網構造が神経幹細胞の足場（ニッ
チ）と考えられているが、フラクトンの実体
は基底膜である。しかし、このような血管-
神経クロストークの場となる基底膜がどの
ような分子で構築されており、それらが血管
-神経相互作用をどのように制御しているか
は、これまでほとんど調べられていなかった。 
 
２．研究の目的 
 血管-神経相互作用を理解する上で、神経細
胞、血管内皮細胞の周囲に存在する基底膜が
各々の細胞挙動を決定する分子メカニズム
を解明することが必須である。本研究は、血
管と神経の相互作用部位である基底膜の分
子的実体解明と基底膜分子による血管-神経
相互作用の制御機構の解明を目指した。具体
的には、中枢神経系における血管—神経相互
作用の場となる neurovascular unit (NVU) 
とフラクトンに着目し、(1) NVU の形成に必
須であるV8 インテグリンの特異的リガン
ド探索、(2) NVU とフラクトンを構築する基
底膜分子のプロファイリング、(3) フラクト
ンの生理機能解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) V8 インテグリンとそのリガンド候補
蛋白質の分子間相互作用解析：蛋白質配列情
報データベース UniProt に登録されている
蛋白質の中から、Arg-Gly-Asp (RGD) 配列
を有しており、細胞外に分泌され、かつ RGD
配列が動物種を超えて保存されている蛋白
質 (29 種類) を選別した。これらを組換え蛋
白質として発現させ、精製に成功した 25 種
類の蛋白質をV8 のリガンド候補分子とし
た。インテグリンとリガンド候補との結合は、
固相結合アッセイ法により定量した。
(2) 脳室下帯ホールマウント染色法：フラク
トンの全体構造を三次元的に可視化するた
め、マウス脳室下帯のホールマウント染色を
おこなった。生後 0 日〜15 週齢までのマウス
脳を摘出し、実体顕微鏡下で側脳室を露出、
脳室下帯を回収した。脳室下帯は固定後、一
次抗体、蛍光標識二次抗体を順次反応させ、
透明化試薬（BABB 溶液; ベンジルアルコー
ル/安息香酸ベンジル 2:1 混合物）による透明
化を施した後、共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察した。 
(3) 部位特異的にラミニン (LN) 5鎖を欠失
できる flox マウス、および LN のインテグリ

ン結合能を不活化できる LN1 鎖 EQ 変異導
入 flox マウスの作製：LN5 鎖の flox マウ
ス (Lama5flマウス) を作製するため、LN5
鎖をコードする Lama5 遺伝子の 3 番目のエ
クソンを loxP 配列で挟んだターゲティング
ベクターを作製し、マウス ES 細胞に導入、
相同組換えを生じた ES 細胞を選別した。
LN1 鎖 EQ 変 異 導 入 flox マ ウ ス 
(Lamc1fl(EQ)マウス) は、LN1 をコードする
Lamc1 遺伝子の 28 番エクソンを loxP 配列
で挟み、その 3’側に E1605Q 変異を導入した
変異型 28 番エクソンを挿入したターゲティ
ングベクターを作製し、このベクターをマウ
ス ES 細胞に導入後、相同組換えを生じた ES
細胞を選別した。上記 ES 細胞を胚盤胞内に
注入し、代理母子宮内に移植、産仔を交配す
ることで、それぞれ Lama5fl マウス、
Lamc1fl(EQ)マウスを樹立した。 
４．研究成果 
(1) V8 インテグリンの特異的リガンド探
索とその分子認識機構の解明： RGD 配列を
認識するインテグリンの一つであるV8 イ
ンテグリンのリガンド結合特異性を、精製イ
ンテグリンV8 と 25 種類の RGD 配列含有
リガンド候補蛋白質を用いて精査し、インテ
グリンV8 が TGF-1 に対して高い特異性
を有することを明らかにした。また、この特
異性を発揮する分子メカニズムを種々の
TGF-1 変異体を用いて検証したところ、
TGF-1 の RGD 配列直後に位置する
Leu-247 がV8 との高親和性結合に必須で
あること（図 1）、8 鎖の I-like ドメインが
その認識に関わっていることが明らかとな
った。これらの結果は、V8 による TGF-1
の活性化が NVU の機能維持に必要であると
する McCarty らのモデルを支持している 
(McCarty JH., Cell Adh. Migr., 3:211-215, 
2009)。また、V インテグリンのリガンド結
合特異性は、複合体を形成する鎖に依存し
て発揮されることを強く示唆している。 

野生型  L247A 
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図1　αvβ8-TGF-β1間の相互作用には 
　　　 Leu-247が必須である。 
(A) 野生型TGF-b1およびLeu247をAlaに置換

した変異体   (L 247A) のaVb8結合活性   
(B) aVb8-TGF-b1結合のモデル図   
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(2) NVUとフラクトンを構築する基底膜分子
のプロファイリング 
① 薄切切片を用いた NVU とフラクトンを
構成する基底膜分子のプロファイリング：
我々が構築した基底膜構成分子の 90%をカ
バーする免疫組織染色適合抗体ライブラリ
を用いて、NVU とフラクトンを構成する基
底膜分子組成を解析した。その結果、NVU
だけに存在する蛋白質としてラミニン 
(LN)-2、4、WARP、endoGlyx-1、leprecan
を、フラクトンだけに存在する蛋白質として
LN-3 を見いだした（図 2; 和文総説①）。こ
れまでフラクトンは血管基底膜から延伸し
た細網構造であると報告されてきた。しかし
ながら、その分子組成が異なるという結果は
フラクトンを産生する細胞が血管内皮細胞
ではないということを示唆するものである。 

② 脳室下帯ホールマウント染色法を用いた
フラクトンの全体構造解析：フラクトンの全
体構造やその神経幹細胞との位置関係をよ
り詳細に解析するためには、薄切組織切片を
用いた従来の組織染色では限界がある。そこ
で、脳室下帯組織片を用いたホールマウント
染色法を適用することで、この問題を解決す
ることを試みた。抗 LN 抗体を用いて脳室下
帯のホールマウント染色をおこなったとこ
ろ、脳室下帯の表面に斑点状の基底膜構造が
存在することが確認された（図 3 A）。種々の
基底膜分子に対する抗体を用いてホールマ
ウント染色を行い、この斑点状基底膜の分子
組成を精査したところ、フラクトンの分子組
成と完全に一致したことから、斑点状基底膜
とフラクトンは同一構造物であると考えら
れる。過去の報告では、フラクトンは血管基
底膜から延伸した細網構造であるとされて
いた。しかしながら、ホールマウント染色の
結果を見る限り斑点状基底膜が血管と接し
ている像はほとんど観察されない（図 3 B）。
この結果はフラクトンが血管とは独立した 

構造体である可能性を強く支持しているも
のであり、血管基底膜と組成が異なるという
前述の結果とも一致する。 
(3) フラクトンの生理機能解析 
① フラクトンが形成される時期と場所の解
析：フラクトンの生理機能を理解するために
は、フラクトンがいつ形成されるのか、およ
びどの細胞種と接しているのかを明確にす
ることが不可欠である。フラクトンの形成時
期を明らかにするために、生後 0 日〜21 日目
のマウス脳室下帯を単離し、ホールマウント
染色によってフラクトン形成の有無を精査
した。その結果、生後 5〜10 日目に産生され
はじめ、生後 21 日目までには脳室下帯表面
全体に分布するようになることがわかった。
生後 5~10 日目は胎児神経幹細胞である放射
グリアが消失し、上衣細胞やグリア線維酸性
蛋白質 (GFAP) を発現する成体神経幹細胞/
アストロサイトが出現する時期であること
から、この結果はフラクトンがこれらの細胞
の最終分化に呼応して形成される構造体で
ある可能性を示唆している。また、フラクト
ンと接する細胞種を明らかにするために、-
カテニン (上衣細胞/神経幹細胞)、GFAP (神
経幹細胞/アストロサイト)、doublecortin (神
経芽細胞) との共染色を行ったところ、フラ
クトンはこれら全ての細胞と接しているこ
とがわかった。この結果は、フラクトンが脳
室下帯を構成する様々な細胞種の足場とし
て機能している可能性を示唆している。 
② フラクトンを産生する細胞種の同定：フ
ラクトンの生理機能を解明するためには、フ
ラクトンを産生する細胞種を同定する必要
がある。フラクトンに存在する LN5 鎖を細
胞種特異的に欠失できる Lama5fl マウスと、
種々のCreリコンビナーゼ発現マウスを掛け
合わせることで、この細胞種の同定を試みた。
血管内皮細胞特異的に Cre を発現する
Tie2-Cre マウスを用いたところ、血管基底膜
におけるLN5鎖の蓄積が著しく減少したも
のの、フラクトンでの LN5 鎖の蓄積には変
化がなかった。一方で、神経幹細胞/アストロ
サイト特異的に Cre を発現する Gfap-Cre マ
ウスを用いたところ、フラクトンでの LN5
鎖の蓄積が有意に減少した。以上の結果は、
フラクトンを産生する細胞が血管内皮細胞
ではなく神経幹細胞/アストロサイトである
ことを強く示唆している。 
③ フラクトン特異的にラミニンのインテグ
リン結合活性を不活化したマウスの表現型
解析：フラクトンの機能を欠失した時に生じ
る表現型を明らかにするため、部位特異的に
LN のインテグリン結合活性を不活化できる
Lamc1fl(EQ)マウスを Gfap-Cre マウスと交配
し、作出したマウスの脳室下帯を調査した。
その結果、このマウスはフラクトンの数が著
しく減少しており、形成されたフラクトンの
サイズも非常に小さいことが分かった。また、
その結果として、神経幹細胞/アストロサイト
のフラクトンに対する接着が有意に減弱し
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図2　血管基底膜およびフラクトンを構成する 
        基底膜蛋白質 



ていた。これらの結果は、フラクトンの形成
にLN-インテグリン間の相互作用が関わって
いることを示している。 
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