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研究成果の概要（和文）：痛覚神経軸索が表皮の神経成長因子(NGF)に誘引される過程で、軸索はより高濃度の
NGFに応答し続けるため、軸索は応答可能なNGF濃度域を調節する機構を備えているはずである。軸索の誘引応答
を担う細胞内分子IP3を受容するタンパク質（IP3受容体タイプ3）が、軸索のNGFへの感受性を制御し、痛覚神経
軸索の皮膚投射に重要な役割を担うことを明らかにした。また、神経成長因子が痛覚神経軸索を誘引する過程
で、細胞内脂質ホスファチジン酸が膜動態を制御して軸索の方向転換を駆動することを証明した。

研究成果の概要（英文）：During developmental targeting of nociceptive axons toward the skin 
epidermis, the axon continues to be exposed to increasing concentrations of nerve growth factor 
(NGF), an attractive cue released from the epidermis.  Therefore, the axon should be able to 
regulate its sensitivity to wide rages of NGF concentrations.  This project has identified the IP3 
receptor type 3, an intracellular protein that responds to the axon-attractive molecule IP3, as a 
critical regulator of axonal sensitivity to NGF and of axonal targeting to the skin epidermis.  
Furthermore, this project has identified phosphatidic acid, an intracellular lipid molecule that 
mediates attractive axon guidance in the skin through regulating cellular membrane dynamics in the 
axon.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
痛覚を担う神経細胞の突起（軸索）が皮膚の表面（表皮）へ投射する仕組みを、表皮由来の誘引性分子への感受
性制御および軸索細胞内の膜ダイナミクス制御の両面から明らかにした。これらの成果は、神経軸索が細胞外環
境の誘引性分子を認識して正しい標的へ到達する仕組みの理解に貢献するとともに、皮膚への神経投射が関与し
うる病態（例えば、痒み）のメカニズム解明および治療法開発に寄与しうる成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
脳脊髄の発生過程では、神経細胞から伸長した軸索が正しい標的へ到達して神経回路が構築

される。軸索の伸長方向を決定する細胞外因子（軸索ガイダンス分子）とその受容体が同定さ
れ、神経回路構築を制御する細胞間シグナル伝達の解明が飛躍的に進んだ。例えば本研究代表
者らのグループは、脊髄後索原基のグリア細胞が産生する脂質ホスファチジルグルコシド
（PtdGlc）と加水分解後に細胞外へ放出する脂質リゾホスファチジルグルコシド（LysoPtdGlc）
を同定し、LysoPtdGlc がグリアから神経細胞へ位置情報を伝える軸索ガイダンス分子として働
くことを発見した（Science 349: 974-977, 2015）。LysoPtdGlc は痛覚神経細胞の G タンパク
質共役受容体 GPR55 を介して軸索先端部（成長円錐）を反発し、脊髄内で痛覚神経軸索を他種
の感覚神経軸索から分別して個別の回路を形成することに役立っている。他の研究グループの
報告では、神経損傷後に脊髄後角で再構築された異常な痛覚神経回路は神経因性疼痛の原因と
なることが示唆されていた（Nat Rev Neurosci 11: 823-836, 2010）。また痛覚神経の末梢側で
は、表皮に発現する神経成長因子（NGF）とセマフォリン 3Aがそれぞれ痛覚神経軸索を誘引・
反発して、表皮への痛覚神経軸索の投射を拮抗的に制御することが知られていた（Neuron 19: 
519-530, 1997; Neuron 25: 345-357, 2000）。この拮抗的なバランスが崩れて痛覚神経軸索の
表皮への進入が異常に亢進するとアトピー性皮膚炎を引き起こすことも示唆されていた（J 
Invest Dermatol 128: 2842-2849, 2008）。このように、痛覚神経軸索は皮膚と脊髄を連結する
長い細胞突起であるが、その走行経路と投射パターンは緻密に制御される必要があり、末梢側
と中枢側で軸索を正しい道筋に沿って誘導する軸索ガイダンス分子が特定されていた。 
一方、軸索ガイダンスを制御し駆動する細胞内メカニズムには解明されていない重要な問題

点が多い。例えば、LysoPtdGlc は GPR55 を介して痛覚神経軸索の細胞内で G タンパク質 Gα13

を活性化するとともにカルシウムイオン濃度を上昇させるが、G タンパク質と Ca2+シグナルが
協調的に成長円錐の反発を誘起するのか別個の役割を担うのか不明であった。LysoPtdGlc によ
る軸索ガイダンスの細胞内シグナル伝達系が明らかになれば、脊髄内での痛覚神経回路構築の
仕組みをより詳細に理解することができる。当該研究者および他グループの研究によりセマフ
ォリン 3A による反発性ガイダンスの仕組みはほぼ解明されたが（Neuron 66: 370-377, 2010; 
Neuron 58: 694-707, 2008）、末梢組織で NGF が痛覚神経軸索を誘引する細胞内メカニズムに関
しては研究途上であった。また、痛覚神経軸索が表皮の NGF に誘引される過程でより高濃度の
NGF に遭遇するようになるが、成長円錐は NGF に対する感受性をどのように制御して異なる濃
度域の NGF に応答することができるのか全くの謎であった。さらに、痛覚神経軸索が表皮に発
現する NGF とセマフォリン 3A に拮抗的にガイドされる過程で、成長円錐がこれら誘引性と反発
性のシグナルをどのように統合して最終的な伸長方向を決定するのかを解明する必要があった。
以上、神経回路が構築される過程で軸索の投射を空間的に制御するための細胞内シグナルの研
究が立ち後れていた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究代表者らが発見した細胞外生理活性脂質（Science 2015）や神経成長因子などは、痛

覚神経軸索を正しい方向へ誘導して痛覚神経回路を形成するためのガイダンス分子である。本
課題では、脊髄や皮膚における軸索ガイダンスの細胞内メカニズムの解明を目的とし、さらに
は痛覚神経回路の構築異常に関連する病態のメカニズム解明に貢献することを目指す。軸索先
端部（成長円錐）で引き起こされる化学的シグナルおよび物理的な駆動機構を研究し、成長円
錐が軸索ガイダンス分子への感受性を調節して正しい方向へ旋回・伸長するための仕組みを明
らかにする。さらに、これら軸索ガイダンスシグナルを操作したマウスでの痛覚神経回路を解
析し、回路構築のメカニズムを動物個体レベルで解明する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）神経成長因子による軸索ガイダンスの細胞内分子機構 
神経成長因子（NGF）が軸索突起を誘引する過程での新規シグナル伝達機構の解明を目指し

た研究を行なった。まず初めに、NGF が成長円錐でホスファチジン酸の産生を促進すること
を、ホスファチジン酸結合蛍光プローブを用いた顕微鏡イメージング実験で確認した。蛍光プ
ローブを発現する成長円錐を全反射蛍光顕微鏡で観察し、微小ガラス管で NGF を成長円錐近
傍に投与する前後の蛍光強度の変化を定量した。 
 次に、NGF 下流でホスファチジン酸の産生を媒介する酵素を特定した。一般的には、ホス
ホリパーゼ D（PLD）が細胞膜グリセロリン脂質を加水分解してホスファチジン酸を産生する
ので、各種 PLD アイソフォームのうちリパーゼ活性の強い PLD1 と PLD2 を標的とした薬理
学的阻害実験あるいは RNA 干渉実験を行い、NGF 下流でホスファチジン酸の産生を媒介する
酵素を特定した。該当 PLD を阻害した痛覚神経細胞を培養して、NGF による非対称的エキソ
サイトーシスおよび誘引性ガイダンスを定量的に評価した。具体的には、pH 感受性蛍光タン
パク質を膜小胞内腔側に付加した vesicle-associated membrane protein 2 (VAMP2）を発現し
た成長円錐の片側に NGF を投与し、pH 変化を指標として VAMP2 のエキソサイトーシスの非



対称性を定量した。さらに、NGF 投与後の成長円錐の旋回角度を定量することで、誘引性ガ
イダンスを評価した。 
 
（２）成長円錐が応答可能な NGF 濃度域を調節する仕組み 
 痛覚神経軸索が表皮の NGF に誘引される過程で、成長円錐はより高濃度の NGF に応答し続
ける必要があるため、成長円錐は応答可能な NGF 濃度域を調節する機構を備えているはずであ
る。本研究代表者らが行った予備実験では、イノシトール３リン酸（IP3）受容体タイプ３が軸
索の NGF への感受性を抑制する役割を担うことが示唆されていた。そこで、野生型と IP3 受容
体タイプ３ノックアウトマウスを用いて、痛覚神経細胞の成長円錐の片側に各種濃度の NGF を
投与し、その結果引き起こされる下流シグナル伝達（IP3 濃度上昇→小胞体からのカルシウム
イオン放出）の非対称性および成長円錐旋回角度を定量した。 
 次に、野生型と IP3 受容体タイプ３ノックアウトマウスを用いて、NGF を高発現する表皮へ
進入する痛覚神経軸索の形態と長さを比較定量した。表皮は抗 NGF 抗体を用い、痛覚神経軸索
は抗 TrkA 抗体を用いた間接免疫蛍光染色により標識した。さらに、RNA 干渉法により表皮での
NGF 発現レベルを抑制し、これによる痛覚神経軸索投射の変化を定量的に解析することにより、
IP3 受容体タイプ３を介した NGF への感受性制御が痛覚神経の表皮への投射を最適化している
か否かを検証した。 
 
 
４．研究成果 
（１）神経成長因子による軸索ガイダンスの細胞内分子機構 
神経成長因子（NGF）が痛覚神経軸索を誘引する過程で、成長円錐でのホスファチジン酸の役

割を明らかにした。ホスファチジン酸結合蛍光プローブを遺伝子導入した神経細胞を培養し、
成長円錐の片側から NGF の濃度勾配を作成し、成長円錐形質膜で生成されるホスファチジン酸
を全反射蛍光顕微鏡で定量したところ、NGF 投与側でホスファチジン酸の増加が検出された。
次に、NGF 下流でホスファチジン酸産生を触媒する酵素を同定した。ホスホリパーゼ D（PLD）
アイソフォーム特異的阻害剤の存在下で NGF への応答性（成長円錐の旋回角度）を定量したと
ころ、PLD2 ではなく PLD1 がホスファチジン酸産生を担うことが示された。さらに、PLD1 発現
を RNA 干渉法で抑制した成長円錐は NGF に旋回応答性を示さなかった。PLD1 の薬理学的および
遺伝学的阻害は、いずれも NGF によるホスファチジン酸産生を抑制した。以上の結果から、NGF
は PLD1 を介して非対称ホスファチジン酸シグナルを生成し成長円錐を誘引することが示され
た。 
NGF は、成長円錐での VAMP2 依存的エキソサイトーシスを非対称化することで軸索突起を誘

引することが知られている。このエキソサイトーシス非対称化に PLD1 が関与するか否かを検証
するため、PLD1 阻害剤存在下で NGF によるエキソサイトーシス制御を解析した。成長円錐に発
現させたpH感受性蛍光タンパク質付加VAMP2の蛍光強度を定量することでエキソサイトーシス
を可視化したところ、PLD1 阻害剤は NGF によるエキソサイトーシスの非対称化を阻害した。よ
って、NGF→PLD1→ホスファチジン酸→VAMP2 依存的エキソサイトーシス→誘引生ガイダンスと
いうカスケードが証明された。 
 

（２）成長円錐が応答可能な NGF 濃度域を調節する仕組み 
表皮が産生する NGF は痛覚神経軸索を誘引して、皮膚での痛覚受容のための神経ネットワー

クの構築に関与する。この誘引の過程で、成長円錐はより高濃度の NGF に応答し続ける必要が
あるため、成長円錐は応答可能な NGF 濃度域を調節しなければならないが、IP3 受容体タイプ
３が軸索の NGF への感受性を抑制する役割を担うことが示唆されていた。そこでこの仕組みを
分子レベルで解き明かすため、野生型あるいは IP3 受容体タイプ３ノックアウトマウスから培
養した痛覚神経軸索の片側に NGF を投与し、成長円錐内に導入した蛍光 IP3 プローブあるいは
Ca2+センサーによりこれらシグナル分子の挙動を定量的に解析した。NGF に遭遇した成長円錐
では、IP3 受容体タイプ３の発現の有無に関わらず、NGF 遭遇側に限局して細胞質 IP3 濃度が上
昇した。野生型の成長円錐ではこの IP3 濃度上昇域に一致して細胞質 Ca2+濃度も上昇したが、
IP3 受容体タイプ３を欠損した成長円錐では IP3 濃度が上昇しない反対側においても細胞質
Ca2+濃度が上昇した。すなわち、IP3 受容体タイプ３を欠損した成長円錐では、空間的に非対
称な細胞外 NGF シグナルに対して、細胞質 IP3 の非対称性は保持されるが、その下流の Ca2+シ
グナルでは非対称性が失われていた。このことは、IP3 受容体タイプ３が IP3 誘発性 Ca2+放出
の感受性を制御している可能性を示唆しており、この受容体が NGF による軸索ガイダンスに必
要である理由の説明が可能となった。 
さらに動物個体での表皮への痛覚神経軸索の投射を解析したところ、IP3 受容体タイプ 3 を

欠損した痛覚神経軸索は皮膚組織内を直進せず蛇行したが、この投射異常は表皮での NGF 発現
量を RNA 干渉法により低減させることで改善した。すなわち、NGF に 対して過剰応答性を示す
IP3 受容体タイプ 3 欠損軸索は、標的組織(表皮)の NGF を実験的に低濃度側へシフトすること
で、野生型軸索と同様の投射機能を獲得することができた。 以上の研究により、痛覚神経軸索
の皮膚投射をモデルとして IP3 受容体タイプ 3の新規機能を明らかにし、神経軸索が細胞外ガ
イダンス因子の濃度変化に順応するための細胞内分子メカニズムの一端を解明した。 
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