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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、ニューロトロフィン (NTs) 低親和性受容体 p75LNTR のシグナル伝達不全
が大脳皮質神経回路の形成に及ぼす影響を調べた。 
ソーチリン/p75LNTR の変異型を発現させた PC12 細胞では、NTs 添加時におこる 

ERK1/2 のリン酸化が抑制された。子宮内エレクトロポレーション法にて、これらの変異
体を大脳皮質前駆細胞に導入し、その後の影響を観察した結果、組織構築には顕著な変化
なかったが、軸索投射やスパイン形成に影響がみられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In the present study, we examined the possible involvement of p75LNTR signaling during 
the development of cerebral cortex.   
 In PC12 cells, over-expression of the deletion mutant of p75LNTR or sortilin 
suppressed phosphorylation of ERK1/2 induced by NGF treatment. By using in utero 
electroporation techniques, we revealed that these mutants did not influence the cell 
fate specification or cell migration of cortical progenitors, but affect the axonal 
projection or synapse formation of cortical neurons.   
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１．研究開始当初の背景 

自閉症スペクトラム障害者では様々な認
知機能の失調が見られる。認知機能は大脳皮
質領域間の神経連絡により営まれており、患
者脳ではその機能的な連絡不全が起こって

いる 1。 
大脳皮質神経回路は、a.細胞組織としての

構築、b.局所回路と遠位回路の形成、c.過剰
な神経連絡の淘汰、というステップが連続的
に滞りなく実行されて形成される。この発達
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過程における何らかの障害が病態脳の形成
に関わると考えられている。しかし、それぞ
れのステップを制御する分子メカニズムの
詳細は不明であり、病態解明や治療法開発の
障壁となっている。 
申請者らが独自に明らかにした 「a.大脳皮

質の組織構築」 における機能を含め 2-4、NTs 
はそれぞれのステップで重要な役割を持つ。
この NTs のシグナル伝達の鍵を握る分子が
受容体 p75LNTR である。一方、p75LNTR は 
NTs 以外の様々な分子と異なる組み合わせ
で結合することで、NTs との結合の場合とは
時に相反する多彩な作用 1) 神経細胞の細胞
死、2) 神経突起の退縮、3) シナプス形成の
抑制、を発揮することが中枢神経組織の損傷
修復のメカニズムとして明らかにされつつ
ある。このことは、大脳皮質神経回路の形成
過程においても、p75LNTR を基軸とした多彩
なシグナルのバランス調節によって、回路素
子 (神経細胞)、その接続 (シナプス結合) の
レベルで神経回路の取捨選択が可能になる
ことを示唆している。そこで本研究では、そ
れぞれの機能分子が p75LNTR と結合するこ
とにより伝達するシグナルの大脳皮質発達
過程における意義を明らかにする。 
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２．研究の目的 
知覚、認知を営む大脳皮質の正常機能には、
神経連絡が質、量ともに確保されることが重
要である。この発達過程での異状が自閉症ス
ペクトラムの病因になる可能性が示唆され
ている。 
 
＜全体構想＞神経回路発達の鍵を握るニュ
ーロトロフィン (NTs) シグナルの大脳皮質
発達における生物学的意義を明らかにする
ことで、病態解明あるいは治療法確立のため
の基礎知見を得る。 
 
＜本研究の目的＞ NTs 受容体 p75LNTR は 
NTs 以外の様々な分子とも結合し、多彩なシ
グナルを伝達する (シグナル①： プロトオン
コジーン trk と p75LNTR 複合型受容体に成
熟型の NT が結合して伝達、シグナル②： 
ソーチリンと p75LNTR 複合型受容体に NT 
前駆体 (pro-NT) が結合して伝達、シグナル
③： Nogo 受容体、Lingo-1 および p75LNTR

複合型受容体に Nogo や MAG などが結合し

て伝達)。そこで、本研究では、②の p75LNTR 
/ソーチリンシグナルの大脳皮質の神経解剖
学的発達における意義を明らかにし、そのバ
ランス不全による発達障害を考察する。 
 
３．研究の方法 
完全型および部分欠損型の p75LNTR および 

ソーチリンタンパク質を発現するベクター
を作成した。それぞれのタンパク質の発現を
追跡するために、p75LNTR には V5、ソーチリ
ンには FLAG のタグが付いたタンパク質が
発現するようにした。 
 

＜COS 細胞を用いた遺伝子発現の確認＞ 
 それぞれの発現ベクターからのタンパク
質発現を確認するためにリポフェクトアミ
ン法を用いて COS7 細胞に遺伝子導入し、
FLAG，V5 タグを特異的に認識する抗体を用
いて、ウエスタンブロット法により確認した。 
 
＜PC12細胞への遺伝子導入と ERK1/2リン酸
化に及ぼす影響＞ 
シグナル①のシグナル②に及ぼす影響を

調べるために、それぞれの発現を確認するた
めにリポフェクトアミン法を用いてラット
副腎髄質由来褐色細胞腫 (PC12) に遺伝子
導入し、NGF 添加後の ERK1/2 リン酸化に及
ぼす影響を調べた。 
 
＜子宮内エレクトロポレーション法を用い
た遺伝子導入＞ 
 それぞれの成熟型あるいは部分欠損タン
パク質を発現する発現ベクターを蛍光緑色
タンパク質 (GFP) を発現するベクターとと
もに胎生 15.5 日胚の側脳室にガラスキャピ
ラリーを用いて注入し、子宮内エレクトロポ
レーション法を用いて脳室帯の皮質前駆細
胞に遺伝子導入した。そ生後 6 日、生後 20
日まで通常飼育し、ペントバルビタール過麻
酔にてマウスを屠殺し、4%PFA を用いて経心
的に灌流固定した。その後、脳を摘出し、薄
切片を作成、GFP を特異的に認識する抗体を
用いて免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
＜COS 細胞を用いた遺伝子発現の確認＞ 
 完全型および部分欠損型いずれのタンパ
ク質もその分子サイズから予想された位置
にバンドが認められた。ソーチリン全長型で
は予想された全長型の 91.3kDa のバンドの
ほかに 5.5kDa にも弱いシグナルが認めら
れた。細胞内で部分的に切断された ソーチ
リンタンパク質の C末端部分であると考えら
れた。 
 
＜PC12細胞への遺伝子導入と ERK1/2リン酸
化に及ぼす影響＞ 



 

 

p75LNTR およびソーチリンの全長型タンパ
ク質を発現させた PC12 細胞では NGF 添加
時における ERK1/2 のリン酸化が増強され、
それぞれの部分欠損型を発現させた場合に
は ERK1/2 のリン酸化が抑制された (いず
れも定量的なデータを解析中であるため、結
果は示さず)。 
 
＜子宮内エレクトロポレーション法を用い
た遺伝子導入＞ 
 E15.5 に GFP遺伝子を導入された皮質前駆
細胞は神経細胞に分化し、生後 6日には大脳
皮質内の最終定着位置である皮質 II/III 層
に分布する。それぞれの完全型、部分欠損型
タンパク質を発現させた神経細胞はいずれ
も第 II/III 層の神経細胞層に分布しており、
GFP のみを発現させた細胞と大きな違いは
認められなかった。 
 一方、20 日齢における神経突起の進展の様
子を観察したところ、p75LNTRおよび ソーチリ
ンの完全型を発現した神経細胞では明確な
変化は認められなかったが、それぞれの部分
欠損型の神経投射およびスパインの形成パ
ターンは類似していることが明らかになっ
た。現在、定量的な解析を実施中である。 
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