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研究成果の概要（和文）： 

 神経回路が構築されるためには、神経細胞から伸びた軸索突起が正しい経路を選択すること
が必要です。軸索の伸長方向を制御する新たな脂質分子リゾホスファチジルグルコシドを発見
し、その受容体および細胞内シグナル伝達機構を同定し、脊髄感覚神経回路の構築における機
能的意義を解明しました。これまでの研究ではタンパク質が神経回路構築の主役でしたが、本
課題は脂質分子による軸索ガイダンスの重要性を明らかにしました。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Axon growth along the correct path is necessary for neuronal circuit formation.  We 
have discovered the axon-guiding lipid molecule Lysophosphatidylglucoside (LysoPtdGlc), 

identified its receptor and downstream signaling pathway, and elucidated its functional 

significance in the spinal sensory axon tract formation.  In contrast to previous studies on 

the role of proteins as axon guidance cues, this project has demonstrated the importance of 

lipid-mediated axon guidance in neuronal circuit formation. 
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が標的とシナプスを形成することで神経回

路が構築される。伸長過程にある軸索の先端

部（成長円錐）は、細胞外環境に存在するガ

イダンス分子を認識し、軸索を正確な方向へ

誘導・牽引する。他の細胞から産生・放出さ

れたガイダンス分子は、成長円錐に発現する

受容体に結合して軸索の伸長速度と方向を

制御する。国内外の過去１５年間の研究によ

り、軸索ガイダンス分子および受容体として

機能する数多くのタンパク質が同定され、そ

の作用機序の解明も進んだ。しかし、これま

でに同定されたガイダンス分子のほぼ全て

はタンパク質であり、非タンパク性因子によ

る軸索ガイダンスは見過ごされてきた。脂質

は細胞膜を構成する主要分子であり細胞間

情報伝達の重要な媒体となりうるが、生物学

的実験手法のみでは解析が困難であるなど

の理由で研究が立ち遅れていた。研究代表者

らは、所属機関内の異分野（有機化学など）

との連携研究を遂行し、細胞外に放出された

リゾリン脂質が軸索の伸長方向を制御する

ことを発見し、タンパク性因子のみでは説明

不可能な軸索ガイダンス機構の存在を示唆

する実験結果を得た。現在までに、培養系で

軸索ガイダンス分子として機能するリゾリ

ン 脂 質 Lysophosphatidylglucoside

（LysoPtdGlc）を同定した。LysoPtdGlc は、

発生段階の神経組織の放射状グリア細胞と

未 分 化 ア ス ト ロ グ リ ア が 産 生 す る

Phosphatidylglucoside（PtdGlc）の加水分

解産物として細胞外に放出されることを確

認した。PtdGlc と LysoPtdGlc の構造を図１

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ PtdGlc と LysoPtdGlc の分子構造 

 

 後根神経節から脊髄へ軸索を投射する感

覚神経細胞として、主として、温痛覚を担う

神経成長因子（NGF）感受性 TrkA 陽性細胞と

固有知覚を担うニューロトロフィン３

（NT-3）感受性 TrkC 陽性細胞が知られてい

る。いずれの神経軸索も後根を通り脊髄に進

入するが、その後は異なる経路を走行する。

TrkA 陽性軸索は脊髄後角の表層に投射し、

TrcC 陽性軸索は脊髄の背側部白質（後索）へ

と進入する（図２）。PtdGlc は後索に限局し

て存在するため、同部位から放出された

LysoPtdGlc が TrkA 陽性軸索を反発すること

により、温痛覚と固有知覚を担う軸索が異な

る経路を選択できる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 発生段階の脊髄感覚神経路 

 

 分散培養したニワトリ胚由来の NGF感受性

TrkA 陽性神経細胞の軸索成長円錐の近傍に

LysoPtdGlc の濃度勾配を作製すると、成長円

錐は LysoPtdGlc を避ける方向に旋回した。

本実験系での成長円錐近傍の LysoPtdGlc 濃

度は約 100 pico-M〜1 nano-M であり、

LysoPtdGlc は極めて低濃度で作用する軸索

伸長阻害／反発性ガイダンス分子であるこ

とが判明した。ところが、NT-3 感受性 TrkC

陽性細胞の軸索成長円錐は LysoPtdGlc 濃度

勾配に反応せず直進した。以上の結果から、

LysoPtdGlc が発生段階での脊髄感覚神経回

路の構築に関与することが示唆された。 

 一方、成体の中枢神経組織では PtdGlc の

発現量は顕著に減少するが、外傷が加わると、

損傷部位近傍での PtdGlc 発現量は上昇した。

このことは、PtdGlc や LysoPtdGlc が成体中

枢神経回路の再生阻害因子となることを示

唆する。以上の成果を踏まえ、Lyso-PtdGlc

などのリゾリン脂質を対象とした研究を発

展させることは、神経回路の発生再生に関す

る学問分野へ大きく貢献するものと期待さ

れていた。 

 

２．研究の目的 

 上記の背景をふまえ、本課題の具体的な目

標（予想される結果）を下記の通り設定した。

（１）LysoPtdGlc の機能阻害抗体あるいはア



ンタゴニストを作製し、LysoPtdGlc 機能阻害

実験を実現可能とすること、（２）脊髄感覚

神経回路の構築過程における LysoPtdGlc の

機能的意義を明らかにすること、（３）

LysoPtdGlc 受容体を同定すること、（４）

LysoPtdGlc 受容体下流シグナルと成長円錐

旋回の駆動機構を同定すること。 

 

３．研究の方法 

＜抗 LysoPtdGlc 抗体の作製＞ 

ADLib 法（Seo et al., Nat Biotechnol 23: 

731-736, 2005）を用いて抗 LysoPtdGlc 抗体

を作製した。遺伝子組み換えを人工的に活性

化した DT40 細胞を、LysoPtdGlc を結合した

磁気ビーズで選択し、抗 LysoPtdGlc 抗体

（IgM）産生クローンを獲得した。 

＜成長円錐旋回アッセイ＞ 

微細ガラス管にリゾリン脂質を充填し、ガラ

ス管の先端部を成長円錐の進行方向 45°で

50-100 µm 離れた場所に置き、細胞外液中に

リゾリン脂質を圧放出した（Akiyama et al., 

Science Signaling 2: ra34, 2009）。これに

より作製したリゾリン脂質濃度勾配に応答

した成長円錐の旋回角度を定量した。 

＜ニワトリ胚への抗体投与＞ 

 胚性 4 日目〜5日目（Hamburger-Hamilton 

Stage 22-26）にかけて、ニワトリ胚の脊髄

腔内に抗 LysoPtdGlc 抗体あるいは非特異的

IgM を 8 時間毎（計 4回）注入した。胚性 6

日目（Stage 28-29）にホルマリン固定し、

脊髄感覚神経を蛍光標識した。厚さ 300 µm

の脊髄ビブラトーム切片を作製し、後根神経

節の特定領域に FastDiI を投与し、TrkA 陽性

軸索と TrcC 陽性軸索を選択的に標識した。

あるいは、一般的な免疫組織化学法により

TrkA 陽性軸索と TrcC 陽性軸索を蛍光染色し

た。 

 

４．研究成果 

 ADLib 法により Lyso-PtdGlc に特異的な複

数のモノクローナル抗体を得た。細胞外液中

のLysoPtdGlc 濃度勾配がTrkA陽性後根神経

節神経細胞の軸索成長円錐を反発すること

を指標にして、得られ抗体の機能阻害活性を

検証し、少なくとも１種類の抗 LysoPtdGlc

機能阻害抗体を得た。動物個体レベルでの神

経回路構築における LysoPtdGlc の役割を検

証するため、本抗体をニワトリ胚の脊髄腔内

に注入して LysoPtdGlc の軸索ガイダンス活

性を阻害し、感覚神経の投射パターンを解析

した。LysoPtdGlc 機能阻害群では、TrkC 陽

性軸索は正常の走行パターンを示したが、

TrkA 陽性軸索にはガイダンス異常が検出さ

れた。TrkA 陽性軸索は、本来は TrkC 陽性軸

索が走行する PtdGlc 陽性の背側部白質（後

索）へ進入していた。対照群（非特異的 IgM

投与群）では、後根神経節神経細胞から脊髄

へ投射する軸索の走行異常は確認されなか

った。このように、脊髄背側部白質のグリア

細胞が産生・放出する LysoPtdGlc が、異種

の感覚を担う軸索を異なる領域へ投射させ

る働きを担うことが判明した。 

 LysoPtdGlc 濃度勾配は TrkA 陽性軸索を反

発するが、この反発性ガイダンスが Gタンパ

ク質共役型受容体（GPCR）のシグナル伝達阻

害ペプチド（Gi のカルボキシ末端配列）によ

り消失することから、LysoPtdGlc 受容体は

GPCR であるとの仮説を立てた。本仮説に基づ

き GPCR の網羅的解析を行った結果、数 nM の

LysoPtdGlc に応答して下流シグナルを活性

化する GPCR を特定することに成功した（東

北大学の青木淳賢教授との共同研究）。この

GPCR が LysoPtdGlc 受容体であることを確認

するため、この GPCR 遺伝子を欠損するマウ

スを得て、軸索ガイダンスアッセイを行った。

LysoPtdGlc 濃度勾配は、野生型マウス由来の

TrkA 陽性後根神経節神経細胞の軸索を反発

したが、GPCR ノックアウトマウス由来の TrkA

陽性軸索の伸長には影響をおよぼさなかっ

た。さらに、動物個体レベルでの神経回路構

築異常を検証するため、野生型およびノック

アウトマウスの脊髄での感覚神経投射を解

析した。受容体ノックアウトマウスの TrkA

陽性軸索は PtdGlc 陽性の背側部白質（後索）

へ進入していた。すなわち、受容体ノックア

ウトと LysoPtdGlc 機能阻害は同様の軸索ガ

イダンスエラーを引き起こすことが判明し

た。以上、LysoPtdGlc による反発性ガイダン

スを媒介する受容体の同定に成功した。 

 次に、LysoPtdGlc が TrkA 陽性軸索を反発

す る 細 胞 内 メ カ ニ ズ ム を 研 究 し た 。

LysoPtdGlc の軸索反発活性は成長円錐細胞

質のカルシウムイオン（Ca2+）シグナルを必

要とすることが判明した。さらに詳細な薬理

学的阻害実験を行い、細胞内 Ca2+ストア（小

胞体）からの Ca2+放出は重要ではなく、Cd2+

依存性チャンネルを介した細胞外からの Ca2+

流入が LysoPtdGlc による反発性ガイダンス



に必須であることを明らかにした。このよう

な Ca2+流入が軸索を反発するメカニズムを探

索した結果、成長円錐片側の Ca2+シグナルは

クラスリン/ダイナミン依存性エンドサイト

−シスを非対称化し、成長円錐片側の形質膜

を除去することにより反対側への旋回を駆

動することを発見した。 

 また、LysoPtdGlc による反発性ガイダンス

を阻害するアンタゴニストを探索した結果、

培養液中にアセチル化 LysoPtdGlc を添加す

ると LysoPtdGlc による反発性ガイダンスが

消 失 す る こ と を 見 出 し 、 ア セ チ ル 化

LysoPtdGlc がアンタゴニストとして機能す

ることを示唆する実験結果を得た（理化学研

究所の平林義雄チームリーダーとの共同研

究）。アセチル化 LysoPtdGlc は生体内の神経

組織から検出可能な LysoPtdGlc 誘導体であ

り、生体内でリガンド（LysoPtdGlc）がアン

タゴニスト（アセチル型 LysoPtdGlc）に変換

されるという新たなメカニズムの存在が示

唆された。 

 以上、LysoPtdGlc による軸索ガイダンスの

機能的意義を見出し、LysoPtdGlc 受容体およ

び下流の細胞内シグナル伝達系と駆動機構

を明らかにし、LysoPtdGlc 受容体アンタゴニ

ストの候補分子を得ることに成功した。 
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