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研究成果の概要（和文）：視床下部-下垂体系の軸索誘導機構には未知の点が多い。これを解決するために、マ
ウス ES 細胞 (mESCs) からの視床下部ニューロンの分化誘導系を用いた解析を行った。その結果、mESCs 由来
視床下部ニューロンを同所性移植した場合にのみ下垂体まで軸索が投射されること、下垂体への軸索投射には近
傍の外部環境に依存した走触性機序が働いている可能性が高いことが明らかになった。さらに、軸索誘導に関与
すると予想される候補分子を見出した。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of axon guidance in the hypothalamus-pituitary system is still
 unknown. To solve this problem, we analyzed the mouse ES cells (mESCs)-derived hypothalamic 
neurons. We found that the graft-derived axons project to the posterior pituitary only when 
mESCs-derived hypothalamic neurons are orthotopically transplanted, and that axon projection to the 
pituitary gland is likely to be mediated by a haptotaxis mechanism that depends on the external 
environment nearby. Furthermore, we found the candidate molecules predicted to be involved in axon 
guidance and elongation.

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
視床下部ニューロンの軸索誘導に関するこれまでの研究はいずれも拡散性分子による走化性機序を示すものであ
った。本研究は、それらの報告とは異なる、走触性機序による新たな軸索誘導機構を提案する。また、本研究で
見出した候補分子群の機能解析を進めることで、視床下部ニューロンの軸索誘導・伸長機構の詳細が明らかにな
るとともに、それらの知見が視床下部・下垂体疾患の治療や再生医療に繋がる可能性がある。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
再生研究の発展により、マウスやヒトの多能性幹細胞から視床下部および下垂体組織を分化

誘導する技術が確立されたが [1, 2]、それらの組織を実際に動物脳内へ移植した研究は少ない。
申請者らは、マウス ES 細胞 (mESCs) から分化誘導した視床下部ニューロンを動物脳内へ正所
性移植する実験を進めてきた。その過程で、マウス視索上核 (SON) 領域へ移植した細胞が、内
在性視床下部神経と類似した軸索投射パターンを示し、移植 3 ヶ月経過後には下垂体後葉まで
軸索を伸長することを見出した。この結果を受けて、視床下部ニューロンの下垂体後葉への軸索
伸長を促進することができれば、より早く多くの軸索を下垂体後葉へ誘導することができ、細胞
移植後の早期病態改善も見込めるのではないかと考えた。例えば、中脳ドパミン神経細胞におい
ては、神経突起伸長分子が特定され、それらの発現を操作することで軸索伸長を促進し、再生医
療へ応用する試みが為されている [3]。しかしながら、視床下部-下垂体系においては上記のよう
な試みが国内外において実施されておらず、その理由として、視床下部-下垂体系の軸索誘導機
構の知見の少なさが考えられた。そこで、当講座で確立した mESCs からの視床下部ニューロン
の分化誘導系や移植技術を用いることで、軸索誘導機構を解明することを着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 

mESCs からの視床下部ニューロン分化誘導系を用いて、視床下部神経の軸索誘導および伸長
機構の解明を目指す。特に、視床下部-下垂体系に着目し、軸索投射様式を明らかにすると共に、
軸索誘導および伸長を担う標的分子の同定を行い、再生医療へ応用することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
同所性移植により、移植細胞の視床下部から下垂体への軸索投射が確認されたため、異所性移

植した場合でも下垂体への軸索投射が誘導されるのかを検討した。無血清凝集浮遊培養法 
(SFEBq/gfCDM) によって mESCs から分化誘導した視床下部ニューロンを、AAV-CAG-tdTomato 
ベクターにより赤色標識した後、成体マウスの SON に同所性移植する群と、黒質網様部 (SNr) 
に異所性移植する群にわけて、それぞれの移植細胞の軸索投射領域を比較した。この実験により、
下垂体への軸索投射が移植細胞自律的に誘導されるものなのか、あるいは、外部環境の影響を受
けて誘導されるものなのかを検討した。軸索ガイダンス機構には、拡散性分子によって誘導され
る走化性と細胞接着によって誘導される走触性の 2 種類の作用様式がある。走化性機序の影響
を調べるために、成体ラット脳から視床下部領域と下垂体組織を切り出し、一定の間隔をあけて
同一容器内に配置して共培養を行い、下垂体方向へ軸索が伸長するか検討した。また、上記と同
様に、mESCs 由来視床下部ニューロン凝集塊と下垂体組織との共培養も行った。視床下部ニュ
ーロンの軸索誘導を担う分子を絞り込むため、PCR により主要な軸索ガイダンス分子群 (ネト
リン、セマフォリン・プレキシン・ニューロピリンファミリー、Slit・Robo ファミリー等) の発
現を検討した。サンプルには、軸索の伸長が開始する誘導 14 日目の未成熟な mESCs 由来視床
下部ニューロンと、軸索が発達した誘導 28 日目の成熟ニューロンを用いた。上記の 2 群間で
発現が変動する分子を探索することで、視床下部ニューロンの軸索伸長に機能する分子を同定
することを目指した。上記の実験に加えて文献検索も行い、それによって絞り込んだ複数の候補
分子について、実際に、生体の視床下部-下垂体領域内においても発現が見られるのか免疫染色
により検討した。この実験では、軸索ガイダンス分子の発現が豊富なマウス胎児脳をサンプルに
用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
まず、移植した mESCs 由来視床下部ニューロンの軸索投射パターンが、同所性移植した場合

と異所性移植した場合で変化するのか検討した。その結果、移植細胞が軸索を投射する脳領域は
移植する部位によって変わることが明らかとなり、下垂体後葉への軸索投射は同所性移植した
場合でのみ観察された (図 1)。また興味深いことに、同所性移植した群では、移植細胞の軸索が
宿主のバゾプレシン、オキシトシンニューロン軸索束に沿って伸長する様子が観察された。この
ことから、下垂体への軸索投射は、移植細胞自律的に誘導されるのではなく、外部環境の影響を
受けて誘導される可能性が高いことが明らかとなった (図 2)。軸索ガイダンス機構には走化性と
走触性の 2種類の作用様式がある。走化性機序の関与を検討するため、視床下部と下垂体組織の
共培養と、mESCs 由来視床下部ニューロン凝集塊と下垂体組織との共培養を行った。その結果、



いずれの実験においても下
垂体方向特異的な軸索伸長
は観察されなかった。上記の
移植と共培養の実験結果か
ら、走化性機序の関与は少な
く、走触性機序によって視床
下部から下垂体への軸索投
射が行われる可能性が示唆
された。mESCs 由来視床下
部ニューロンをサンプルに
用いて、 PCR により主要な
軸索ガイダンス分子の発現
を検討した。軸索発達が未成
熟な分化誘導 14 日目と成
熟した分化誘導 28 日目の
ニューロンの PCR の結果を比較し
たところ、成熟した段階で発現が上昇
あるいは減少する分子それぞれを見
出すことができた。上記で絞り込んだ
候補分子と、文献検索により候補に挙
がった分子群について、それらが実際
に生体の視床下部-下垂体領域内にお
いても発現しているのかを免疫染色
により検討した。軸索ガイダンス分子
の発現が豊富なマウス胎児脳を用い
て検討した結果、下垂体後葉へ伸長するバソプレシンニューロンの軸索上や下垂体後葉におい
て高発現する複数の分子を見つけた。 
以上、本研究により視床下部-下垂体系の軸索伸長様式とそれに関与する候補分子を同定する

ことができた。今後は候補分子の機能解析を進め、視床下部-下垂体系の軸索伸長機構の解明と、
視床下部・下垂体疾患に対する治療や再生医療への応用を目指す。 
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