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§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容        

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

    

・・・・マウスマウスマウスマウス脳障害後脳障害後脳障害後脳障害後のののの皮質脊髄路皮質脊髄路皮質脊髄路皮質脊髄路のののの可塑性制御機構可塑性制御機構可塑性制御機構可塑性制御機構のののの解明解明解明解明    

本研究では、げっ歯類および霊長類の成体における脳障害後の代償性神経回路の形成と機

能回復のメカニズムを、運動神経回路に着目して解明することを到達目標とする。本研究では、研

究代表者が開発した神経回路修復モデルを中心に、運動神経回路の可塑性を制御する分子メカ

ニズムの解明を行っている。以下に、平成２３年度に行った研究の方法と結果を述べる（大阪大学

山下グループ）。 

①①①①    運動神経回路運動神経回路運動神経回路運動神経回路のののの回路再形成回路再形成回路再形成回路再形成のののの抑制機構抑制機構抑制機構抑制機構    

ミエリンに局在する軸索再生阻害因子の受容体PIR-Bによる運動神経回路の再形成の抑制に

ついて明らかにする目的で、PIR-B のシグナル伝達機構の解析を行った。その結果、軸索再生

阻害因子である MAG が PIR-B に結合することによって、①PIR-B の細胞内ドメインにチロシン

脱リン酸化酵素である SHP-1 および SHP-2 が集積し、②PIR-B と神経成長因子 BDNF の受容

体である TrkB が結合し、SHP-1/2 は TrkB を不活性化することで、TrkB による軸索の伸展作用

を抑制することを見いだした (Fujita et al., EMBO J., 2011)。成体マウスの視神経を損傷させ、

SHP siRNA を眼内に投与すると、通常では再生しない視神経の軸索が再生した。この作用は、

PIR-B が持つ軸索の再生を阻害する作用をブロックするとともに、軸索を成長させる機能を持つ

TrkB の作用を促進させたことによってもたらされたものであることがわかった。また PIR-B と p75

が結合して、受容体複合体を形成することを示した
6
。以上の結果より、中枢神経回路の修復のた

めには、軸索再生阻害因子の作用を取り除くだけでは不十分で、軸索の伸展を促進することも必

要であることが示唆された。 

軸索再生阻害因子である RGM が、主として損傷周囲に集積してくるミクログリアに発現してい

ることを発見し、オリゴデンドロサイトだけではなく、ミクログリアも再生阻害に関わっていることを示

した
5
。また RGM の受容体 neogenin のシグナル伝達の解明も進めた。Neogenin は TACE に

よって切断され、RGM のシグナルを細胞内に伝えることができなくなることを見いだした
3
。さらに

RGM が樹状細胞に発現しており、T 細胞の活性化を高める役割を持っていることを見いだした。

自己免疫性脳脊髄炎マウスに、RGM 中和抗体を投与すると、脳脊髄炎の発症と増悪を抑制する

ことができた。多発性硬化症患者の単核球を用いて、RGM 中和抗体がサイトカインの放出を抑制

することを示した (Muramatsu et al., Nat. Med. 2011)。これらより RGM は多発性硬化症の分

子標的として期待される。 

グリア細胞に発現する軸索再生阻害因子である CSPG のシグナル伝達機構を明らかにした
9
。 

②②②②皮質脊髄路軸索皮質脊髄路軸索皮質脊髄路軸索皮質脊髄路軸索のののの標的部位標的部位標的部位標的部位へのへのへのへの誘導機構誘導機構誘導機構誘導機構    

マウスの片側大脳皮質を広範に損傷させることにより、感覚運動野の神経細胞を死滅させた。

これにより、対側の前後肢が麻痺するが、経時的に徐々に運動機能が回復する。それとともに、健

常側の皮質脊髄路が、頚髄の部分で対側に軸索枝を伸ばし、propriospinal neurons と



 3 

segmental interneurons とシナプスを形成する。この代償性神経回路が機能回復に必須である

ことをすでに見いだしていた。また片側脳挫傷後に、皮質脊髄路の軸索枝は①対側に伸長し、②

目的のニューロンとシナプスを形成し、その後に③不要な軸索枝が刈り込みを受けるという３つの

プロセスから成ることをすでに明らかにしていた。本研究においては、in vivo における運動神経

回路の可塑性を制御する分子機構を明らかにすることを目標としている。このために、まず

kinema tracer を用いた運動機能の詳細な評価系を確立した
2
。さらに、脊髄レベルで本来の皮

質脊髄路の投射が消失した部分（標的ニューロン）で特異的に発現が変化している因子の網羅的

解析を行ったところ、複数の因子が interneurons において発現上昇を示すことを見いだした。こ

れらのうち BDNF に着目して、機能解析を行った。皮質脊髄路には TrkB 受容体が発現しており、

健常側大脳皮質でのその受容体の発現を、siRNA を用いて抑制したところ、軸索枝の対側への

投射が減少し、運動機能の回復が遅延した（図１）。このことから、①のプロセスに interneurons

から分泌される BDNF が必須であることが証明された
8
。現在、他の因子の①、②、③への寄与に

ついて検証中である。 

③③③③    不要不要不要不要なななな軸索枝軸索枝軸索枝軸索枝のののの刈刈刈刈りりりり込込込込みみみみ現象現象現象現象のののの解明解明解明解明    

研究代表者は in vitro の軸索脱落評価システムを確立している。これは ES progenitor cells

から glutamatergic neurons に分化させるシステムであり、galectin を投与することにより、軸索

変性を惹起することができる。この系を用いて、軸索変性の分子機構を明らかにする目的で、さま

ざまな細胞内シグナルを制御する因子の作用を観察しているところである。また in vivo における

軸索脱落のメカニズムについても解析を進めた。脊髄損傷後に皮質脊髄路の損傷部よりも近位部

において軸索の脱落変性が起こるが、この現象に JNK の活性化が必須であることを示した
4
。 

 

・・・・霊長類霊長類霊長類霊長類（（（（サルサルサルサルおよびおよびおよびおよびヒトヒトヒトヒト））））でのでのでのでの脳障害後脳障害後脳障害後脳障害後のののの皮質脊髄路皮質脊髄路皮質脊髄路皮質脊髄路のののの可塑性制御機構可塑性制御機構可塑性制御機構可塑性制御機構のののの解明解明解明解明    

ヒトの脳梗塞、筋萎縮性側索硬化症（ALS）剖検例を用いて、頚髄および腰髄での軸索

再生阻害因子およびその受容体、回路の再形成誘導因子の発現解析を行っているところで

ある。まず、ALS 剖検脳を用いて脊髄（propriospinal neurons、segmental interneurons、

motor neurons）の単一神経細胞の同定を行うためのシステムを構築中である。具体的には、

脳および脊髄はフォルムアルデヒドで固定後，マイクロスライサーで 200um の厚さの切片

を作製する。マイクロマニピュレータを用いて単一神経細胞にルシファーイエローを注入

し，樹状突起を含めた神経細胞形態を可視化することを目指している。現在システムを構

築しラットでの確認をしている。ALS のモデルとして運動神経特異的に TDP-43 タンパクを

発現させたマウスを作成中である。具体的には Thy-1 プロモータ下に赤色蛍光を発現させ

て神経を標識しその後ろに LoxP 配列で挟んだ TDP-43 を置いたトランスジェニックマウス

を作製した。今後，VAchT-Cre マウスや CAMKII-Cre マウスと交配し，TDP-43 を上位あるい

は下位運動神経に発現させ神経変性を解析する予定である。コントロールとして AAV-TDP43

における検討を行なっている（大阪大学望月グループ）。 

また、サルを用いて片側脊髄損傷モデルを作製し、行動学的および形態学的解析を実施した
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（京都大学高田グループ）。具体的には、脊髄損傷の前後に精密把持課題を遂行させた結果、

損傷後数日で機能回復が始まり、１〜３ヶ月後には損傷前とほぼ変わらない程度にまで回復する

ことを確認した。このようなモデルザルで皮質脊髄路の順行性神経路トレーシングを行い、損傷し

た脊髄の支配側と反対側の大脳半球において、一次運動野から脊髄 motor neurons に向かっ

て神経軸索が新たに伸長していることを見出した。さらに、反発性軸索誘導因子である ephrin 

B3 が脊髄正中付近に強く発現していることを霊長類で初めて明らかにした。来年度は、狂犬病ウ

イルスを用いた逆行性越シナプス的神経路トレーシングにより、脊髄損傷モデルにおいて、一次

運 動 野 を 含 む 前 頭 葉 運 動 関 連 領 野 か ら 脊 髄 （ propriospinal neurons 、 segmental 

interneurons、motor neurons）、さらに筋肉に至る多シナプス性神経路の形態学的解析を行う

とともに、神経回路再編成に関わる機能分子の発現とその役割について詳細に検討する。 

 

 

図１：BDNF-TrkB を介した皮質脊髄路の可塑性制御 
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§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    

    

（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文原著論文原著論文原著論文発表発表発表発表    
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① 平成 23 年度特許出願件数（国内 0 件） 
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