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研究成果の概要（和文）：LOTUSはアミロイドβ（Aβ）とその受容体であるPirBの結合を約30％減弱させ、培養
海馬神経細胞におけるAβ濃度依存的なコフィリンの脱リン酸化（活性化）を抑制して、Aβによるシナプス密度
の減少を抑制した。他方、培養海馬神経細胞において、インターロイキン-1βがLOTUS発現量を減少させ、逆に
インターロイキン-6（IL-6）と脳由来神経栄養因子(BDNF)は発現増加をもたらした。IL-6とBDNFは培養海馬神経
細胞のシナプス密度を増加させ、BDNFはNogo66による神経突起伸長阻害を完全にブロックした。アルツハイマー
病モデル動物におけるLOTUSと Aβの発現量を検討中である。

研究成果の概要（英文）：LOTUS, an endogenous neural circuit formation factor inhibited the binding 
of amyloid-β (Aβ) protein to its receptor PirB. This antagonistic action of LOTUS functioned in 
inhibition of Aβ-induced cofilin dephosphorylation and inhibition of decrease of synapse density in
 cultured hippocampal neurons. On the other hand, we found that interleukin-1β decreased LOTUS 
expression, whereas interleukin-6 (IL-6) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) increased 
LOTUS expression in cultured hippocampal neurons. Both of IL-6 and BDNF increased synapse density 
and BDNF also suppressed Nogo-induced inhibition of neurite outgrowth. We are now investigating the 
levels of LOTUS and Aβ expression in the hippocampus of the pathological animal model of Alzheimer 
disease.

研究分野： 神経科学

キーワード： LOTUS　アミロイドβタンパク質　Nogo受容体　PirB　シナプス形成　アルツハイマー病　認知症　治療
法開発
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Aβの蓄積を防御する方策としてAβ産生の制御法がアルツハイマー型認知症の克服において重要視されている
が、Aβ受容体の機能制御を目指す研究は皆無に等しいため、本研究は極めて新規性に富んだ研究と言える。ま
た、LOTUSの生理機能に着目した治療戦略は斬新性に富み、非常にチャレンジングな研究課題である。LOTUSの発
生期の神経回路形成機構に寄与する生理機能を神経変性医療技術に利用する考えは比類なきものであるばかり
か、内在性物質を利用することで副作用リスクの少ない創薬研究にも発展する。更には、本研究は従来のAβ産
生の制御法と併用することで相乗的効果が期待できる画期的な創薬研究となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 脳や脊髄といった中枢神経系は、一度損傷を受ける
と再生が極めて困難である。その主要因は、神経細胞
上に発現する 2 種の受容体が挙げられ、これらの受容
体が脳内の再生阻害因子を受容すると軸索伸長が著
しく阻害される。この 2 種の受容体とは、Nogo 受容
体 （ Nogo receptor-1 ： NgR1 ） と Paired 
immunoglobulin-like receptor B（PirB）で、我々が
発見した神経回路形成因子LOTUSはこれら双方と結
合し、それらの受容体機能を完全に阻止する強力な内
在性拮抗物質である（Sato et al., 2011; Kurihara et 
al., 2012, 2014, 2017, 2020）。驚いたことに、近年、
アルツハイマー病型認知症の発症要因である β-
amyloid（Aβ）タンパク質がこれらの受容体に結合し
て神経変性を惹起するという衝撃的な報告がなされ
た（Kim et al., 2013; Zhao et al., 2017）。つまり、
LOTUS の相互作用分子である NgR1 と PirB は神経
再生阻害因子の受容体のみならず Aβ 受容体としても
同定され、これらの受容体は神経変性をもたらす原因
分子であることが判明した。 
そこで我々は、これら 2 種の受容体と LOTUS の相互作用が Aβ の受容機能に影響を与えるか

どうかを検討したところ、LOTUS は Aβ と PirB の結合を抑制することが見いだされた（図 1, 
Kawaguchi et al., 未発表）。また、Aβ と NgR1 の結合については未検討であるが、PirB と同様
に Aβ 作用を抑制する可能性がある。以上から、LOTUS とこれらの受容体との相互作用は、Aβ
よる神経変性を抑制する神経保護機能を示す可能性が示唆され、LOTUS による認知症改善効果
が想起された。 
 一方、老齢化ラットでは、記憶に関与する海馬領域での LOTUS 発現量が加齢に伴って減少
し、それに相関して記憶障害が増大するという報告が米国の研究グループからなされ、LOTUS
は認知機能と深く関連することが示唆された（Starkey et al., 2013）。我々も老齢化マウスでの
発現量解析と行動実験において同様の結果を追試検証した。この研究結果を Aβ との関連で考え
てみると、健常脳にも少量の Aβ が存在することから、加齢によって生じる自然な健忘症状は
LOTUS の発現減少によって Aβ 作用が徐々に増加したことに起因すると考えることができる。
つまり、LOTUS の発現減少を阻止することが認知症予防策となる可能性が想起される。それを
裏付けるように、LOTUS 遺伝子欠損マウスは記憶障害を呈した（Nishida et al., 2021）。 
 
２．研究の目的 
 少子高齢化を迎える日本をはじめ多くの先進国で社会問題となっている認知症患者の増加に
対して、それを克服するような予防法や治療法は現在のところ確立されていない。Aβ はアルツ
ハイマー病型認知症の発症や進行に関わることは広く知られているが、その制御法については
未解決のままである。本研究では、今まで検討されたことのない革新的なアプローチによって、
認知症の予防戦略、およびアルツハイマー病型認知症の治療戦略を創成することに挑戦する。
LOTUS の NgR1 と PirB に対する Aβ 抑制作用について培養海馬神経細胞の in vitro 実験系と
アルツハイマー病の病態モデル動物における in vivo 実験系の双方で詳細に解析し、LOTUS に
よる記憶障害に対する改善作用を検討する。更に、LOTUS の過剰発現が記憶・学習能力におよ
ぼす影響を解析する。また、LOTUS の発現減少の分子機構を解明し、LOTUS の発現低下を阻
止する方法論を提唱する。これらによって、LOTUS の発現低下阻止や LOTUS の補填が認知症
の予防•治療に寄与するという独創的な考えに立脚した今まで検討されたことのない革新的なア
プローチを考案し、アルツハイマー病型認知症治療基盤の創成に挑戦する。 
 
3. 研究の方法 
(1) 株細胞におけるAβ結合に対するLOTUSの拮抗作用の検討：NgR1およびPirBのAβに対す

るLOTUSの拮抗作用について検討する。市販のAβ42リコンビナント蛋白質によってAβ
オリゴマーを得て、COS7細胞株において発現させたLOTUSとNgR1の結合、または
LOTUSとPirBの結合がAβオリゴマーとこれらの受容体との結合を阻害するかについて詳
細に解析する。 

(2) 培養海馬神経細胞におけるLOTUSの拮抗作用の検討：NgR1とPirBが高発現する海馬神
経細胞において、Aβにより誘起される神経変性（シナプス密度の減少）に対するLOTUS



の拮抗作用を検討する。Banker法によって単離した培養海馬神経細胞にlotus遺伝子を導
入してLOTUSを強制発現させる。別途の方法として、培養2時間後に精製LOTUSタンパ
ク質を添加する。また、LOTUS過剰発現マウス由来の培養海馬神経細胞を用いて検討す
る。Aβオリゴマーを培養後3時間目の時点で培養液に添加し、その後さらに約19-20時間
培養し、培養下でシナプス形成を観察する実験系を準備する。Aβオリゴマーの添加によ
るシナプス密度の減少を確認した上で、精製LOTUSタンパク質の添加やLOTUSの過剰発
現によるシナプス密度の減少に対する作用を解析する。 

(3) LOTUS発現減少の分子機序の検討：LOTUSは脊髄損傷、脳梗塞、多発性硬化症、髄膜炎
などの炎症や脱髄を伴う病態（Takahashi et al., 2015, 2018； Hirokawa et al., 2017）
や加齢（Starkey et al., 2013, Nishida et al., 未発表）によって発現が減少することか
ら、LOTUS発現減少と炎症性物質の関連性が想起されるため、培養海馬神経細胞を用い
て多種多様の炎症性サイトカインを網羅的に添加してLOTUS発現変動を解析する。ま
た、実験的自己免疫性脳炎由来のリンパ球の培養上清添加によってLOTUSの発現減少が
見られることから、この減少を阻害する各種薬剤のスクリーニングを行う。これらによっ
て、LOTUS発現減少を惹起するサイトカインの同定と、それによる発現減少を阻止する
薬剤を探索する。 

(4) アルツハイマー病の病態モデル動物におけるLOTUS機能の検討：アルツハイマー病の病
態モデル動物である変異型APPノックインマウス（理研より供与）におけるLOTUSのAβ
拮抗作用の効能を解析する。最初に、同モデル動物におけるLOTUSとAβの発現量につい
て免疫組織化学法とウエスタンブロティング法で調査する。上述のように、老齢化ラット
の海馬でのLOTUSの発現量が減少に伴って記憶障害が起こるという報告から（Starkey 
et al., 2013）、申請者は病態モデル動物の海馬においてLOTUSの発現が野生型に比して
減少していると予想している。 

 
4. 研究成果 
(1) 株細胞における Aβ 結合に対する LOTUS の拮抗作用の検討 

COS7 細胞に NgR1 または PirB を発現させ、Aβ オリゴマーを添加して結合を検討したと
ころ、PirB には Aβ オリゴマーは既報通りに結合が確認できたが、NgR1 との結合は非常に
弱く、既報のような明確な結合を確認することができなかった。そのため、本研究では PirB
と Aβ オリゴマーとの結合について LOTUS の関与を検討した。PirB と LOTUS を強制発
現させた COS7 細胞では、PirB 単独発現で見られた Aβ オリゴマーの結合が約 30％減弱し
た。これは 100nM, 200nM, 500nM の各濃度における Aβ オリゴマーの結合を有意差をも
って抑制しており、LOTUS は PirB との結合を介して Aβ オリゴマーと PirB の結合を抑制
したことを示す。 

(2) 培養海馬神経細胞における LOTUS の拮抗作用の検討 
培養海馬神経細胞に LOTUS を過剰発現させた時の Aβ オリゴマーの培養細胞に対する結
合を検討した。LOTUS 過剰発現によって Aβ オリゴマー（200nM, または 500nM）は、
COS７細胞での再構成系と同様に約 30％減少した。次に、Aβ オリゴマーと PirB の結合に
よって生じる細胞内シグナルカスケードの中のリン酸化コフィリンの脱リン酸化（コフィ
リンの活性化）に着目し、Aβ オリゴマーによる脱リン酸化を生化学的に解析したところ、
野生型マウス由来の培養海馬神経細胞では Aβ オリゴマー濃度依存的にリン酸化コフィリ
ンが減少した（コフィリンが活性化した）のに対し、LOTUS 過剰発現マウス由来の培養海
馬神経細胞ではリン酸化コフィリンの減少が見られなかった。これは LOTUS の過剰発現
はコリフィンの脱リン酸化を抑制したことを示す。そこで、Aβ オリゴマーによるシナプス
密度減少作用に対する LOTUS の拮抗作用について検討した。Aβ オリゴマーの添加により
培養海馬神経細胞におけるシナプス密度は濃度依存的に減少したが、LOTUS 過剰発現マウ
ス由来の海馬神経細胞や LOTUS の遺伝子導入による過剰発現では Aβ オリゴマーによる
シナプス密度の減少が抑制され、コントロールレベルまで抑制することが分かった。これら
の実験結果から、LOTUS は Aβ オリゴマーと PirB（and/or NgR1）の結合を抑制し、その
結果 Aβ オリゴマーの細胞内シグナルのコフィリンの脱リン酸化（活性化）が抑制されてシ
ナプス密度の低下を抑制したものと考えられた。 

(3) LOTUS 発現減少の分子機序の検討 
培養海馬神経細胞において、種々のサイトカインや神経栄養因子を添加して LOTUS 発現
量の変化を調査した。13 種の物質を添加したところ、インターロイキン-1βが LOTUS 発
現量を減少させ、逆にインターロイキン-6 （IL-6）と脳由来神経栄養因子(brain derived 
neurotrophic factor: BDNF)は LOTUS 発現量を増加させた。インターロイキン-1βの受容
体阻害薬はインターロイキン-1βによる LOTUS 発現低下を抑制したため、インターロイ
キン-1β受容体を介して LOTUS の発現低下が引き起こされると考えられた。 
他方、IL-6 は約 1.4 倍、BDNF は約 2 倍の LOTUS 発現の増加をもたらした。そこで、

LOTUS 発現量を増加させるこれら 2 種の物質について更に検討を加えた。IL-6 は腹腔投
与が可能なため、生体においても発現増加を来すかを検討したところ、海馬で顕著な発現増



加が認められた。次に培養海馬神経細胞において IL-6 を添加したところ、シナプス密度が
顕著に増加した。但し、LOTUS 遺伝子欠損マウス由来の培養海馬神経細胞においてもシナ
プス密度の増加が認められたため、IL-6 によるシナプス密度の増加は LOTUS 発現上昇に
よるものだけではないと考えられた。BDNF についても更なる検討を加えた。BDNF は濃
度依存的に培養海馬神経細胞の LOTUS 発現量を増加させた。BDNF の受容体である TrkB
の阻害剤 k252a を添加すると、BDNF による発現増加が抑制された。次に、BDNF による
LOTUS 発現増加は Nogo 受容体-1（NgR1）に対する拮抗作用を示すかを検討したところ、
Nogo66 による神経突起伸長阻害を BDNF は完全にブロックした。以上より、BDNF は
LOTUS 発現増加を介して Nogo の NgR1 を介した作用に拮抗することが判明した。 

(4) アルツハイマー病の病態モデル動物における LOTUS 機能の検討 
アルツハイマー病の病態モデル動物における LOTUS の Aβ 拮抗作用の効能を解析するた
め、理研の西道博士より変異型 APP ノックインマウスの供与を受けた。このマウスは 6-8
ヶ月齢よりアルツハイマー病様の症状を呈することが知られている。現時点において、その
月齢になったコロニーを得ることができたので、社会的認知記憶テストを行なって記憶障
害を呈するかどうかを検討している。今後、記憶障害が確認されたマウスにおける LOTUS
と Aβ の発現量について免疫組織化学法とウエスタンブロティング法で調査する予定であ
る。 
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