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1．序 

高齢者の 5 人に 1 人は認知症と言われており高齢化に伴う記憶障害は今日大きな社

会問題となっている。加齢による記憶障害を引き起こす因子として Nogo-NgR1 が知

られている(1, 2)。Nogo-A は Nogo Receptor 1(NgR1)と結合し記憶形成能力を低下させ

る因子として知られている(3)。NgR1 は p75 neurotrophin receptor(p75NTR)や

leucine-rich repeat and immunoglobin-like domain-containing Nogo receptor-interacting 

protein 1(LINGO-1)、Tumor necrosis factor receptor superfamily(TROY)と共受容体構造を

形成し、Ras homolog family member A (RhoA)の活性を介してアクチンの脱重合および

成長円錐の崩壊を誘導する(4 - 7)。また、Nogo シグナルは、海馬初代培養細胞のシナ

プス密度を低下させることが報告された(8, 9)。同様に、生体マウスの脳において、

NgR1 過剰発現マウスはスパイン密度の低下と記憶機能の障害を示すこと知られてい

る(10)。一方、海馬初代培養細胞では、Nogo シグナルを抑制するとシナプス密度が増

加することが報告されている(11)。さらに、Nogo A-KO マウスでは、シナプス密度の

増加や記憶機能が亢進増加することが明らかとなっている(3)。また、ラットでは加齢

に伴い MAI や NgR1 の発現量が増加し、それに伴い記憶機能が低下することが報告

されている(1, 2)。近年、NgR1 のアンタゴニストとして leucine-rich glioma inactivated 

1(LGI1)が同定されている(12)。LGI1 は Nogo シグナルを抑制することによりシナプス

形成に寄与する中枢神経系に発現する分泌タンパク質であるが、LGI1-KO マウスはて

んかん発作を引き起こし、最終的には生後 21 日目までに死亡することから、内在性

アンタゴニストとしての記憶機能の解析は進んで

いない(13 - 15)。一方、当研究室で発見された lateral 

olfactory tract (LOT) user substance(LOTUS)は LOT

の形成に関与する神経回路形成因子であり、NgR1

の内因性アンタゴニストとして同定された(16)。

LOTUS は生体脳に広く豊富に発現しているが、

加齢と共に発現量が低下し、LOTUS 発現量の低

下と相関して記憶機能が低下することが報告され

ている(17, 18)。しかし、シナプス形成や記憶機能

における LOTUS の役割は明らかにされていな

い。そこで本研究では、LOTUS のシナプス形成

に関する機能について検討し、海馬依存性記憶形

成能力に与える影響について解析した。 

 

 

 

 

図 1 神経回路形成因子 LOTUS は 

NgR1 に拮抗作用する 



3 

 

2.実験方法 

動物 

C57/BL6J マウス(WT)は Charles River Co.から購入した。lotus/crtac1b 遺伝子欠損マウ

ス(LOTUS-KO)は(16)で記述されている通りに作成された。Thy1-EGFP は各遺伝子型

マウスと交配したものを使用した(19)。マウスの飼育は横浜市立大学福浦キャンパス

の動物センターにて、明暗サイクル 5:00～19:00 で行い、オートクレーブ処理した飼

料及び水を与えた。本研究における動物実験は横浜市立大学動物実験委員会の倫理規

定に準拠して行った。 

 

海馬初代培養法 

海馬神経細胞の初代培養法は、既存の報告を参考に一部変更して行った(20)。WT、

LOTUS-KO 各遺伝子型由来のマウスをイソフルラン(Pfizer)で深部麻酔し、胎児(E17.5)

を摘出した。海馬を摘出し、0.25 %トリプシン、100 μg/ml DNase を用いて 37 ℃で 12

分間分散処理を行った。分散処理した細胞を 0.5×105cells/well で 24 well dish に播種し

た。細胞培養導入培地には 10 % FBS(Biowest)を含む Neurobasal medium (Gibco)、維持

培地には 1×B-27 (Gibco)、1×Glutamax (Gibco)、Neurobasal medium (Gibco)をそれぞれ

使用した。 

 

蛍光免疫細胞化学法 

培養 14 日目の海馬初代培養細胞をメタノールを用いて−20 ℃で 8 分間固定し、1 % 

BSA/PBS で 20 分間ブロッキングを行った。その後、1 % Bovine Serum Albumin (BSA : 

nacalai tesque)/PBS で希釈した Mouse 抗 PSD-95 抗体(1/1000)、Rabbit 抗 Bassoon 抗体

(1/1000)、Chicken 抗 MAP2 抗体(1/1000)を一次抗体として使用した。一次抗体を１時

間室温で反応させた後に、PBS で洗浄し、1 % BSA/PBS で希釈した Alexa Fluor488 Goat

抗 Mouse IgG(1/2000)、Alexa Fluor 594 Goat 抗 Rabbit IgG(1/2000)、および Alexa Fluor 

647Goat 抗 Chicken IgY(1/2000)を二次抗体として使用し、室温で 1 時間二次抗体反応

を行った。その後、細胞を PBS で洗浄し、Fluoromount (コスモバイオ)を使用して封

入した。 

 

海馬初代培養細胞のシナプス密度の解析 

全ての蛍光免疫染色画像は、共焦点顕微鏡(TCS SP8 : Leica)および Las X ソフトウェア

(Leica)を用いて取得した。MAP2 陽性樹状突起の細胞体に最も近い分岐点から 40 μm 

以内の PSD-95 および Bassoon の共局在を有する粒を数え、各細胞における樹状突起

の 10 μm あたりのシナプス密度を測定した。 

 

マウス脳切片を用いた樹状突起スパイン密度の解析 

マウス(雄、2 ヶ月齢)を、イソフルランで深く麻酔し、4 % PFA/PBS を用いて灌流固
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定した。その後、脳を取り出し、4 % PFA/PBS に一晩浸漬した。その後、脳を 30 % ス

クロースに浸漬した。その後、クライオスタットを用いて 30 μm 厚の冠状断切片を作

製した。蛍光画像は、LAS X ソフトウェアを用いて共焦点顕微鏡(TCS SP8)を使用し

て取得した。スパイン密度は Neuron Studio software を用いて半自動で計測した(21)。

スパイン密度は、頭部と首の直径比が 1.1 以上、最大頭部の直径が 0.35 μm 以下のも

のを thin type、頭頸部直径比が 1.1 以上、最大頭径が 0.35 μm 以上のものを mushroom 

type、頭頸部直径比が 1.1 以下のものを stubby type として計測した。海馬 CA1 錐体ニ

ューロンからの apical dendrite または basal dendrite の最初の分岐部位のスパイン密度

を定量した 

 

行動解析 

・社会的認知記憶課題 

社会的認知記憶課題は海馬依存性記憶である社会認知記憶を評価する行動解析であ

る(22, 23)。まず、トレーニングとして、記憶能力を評価する成熟マウス(雄、2 ヶ月齢)

のケージに今まで出会ったことのない新規個体として幼若マウス(雄、2 - 3 週齢)を 3

分間面会させ、成熟マウスが幼若マウスに対して鼻先を接触させて臭いをかいでいる

時間(I.T. : Investigation time)を個体認知に必要な時間として測定した。24 時間後に、

テストとして同じ組み合わせの成熟マウスと幼若マウスとを用いて再度 I.T. を測定

した。トレーニング時に比べテスト時の I.T. が有意に減少した場合に成熟マウスが幼

若マウスを記憶していたと判断される。 

・モリス水迷路課題 

モリス水迷路課題は、海馬依存性記憶である空間依存性記憶を評価するために行った

(24)。マウス(雄、2 ヶ月齢)を 1 日 2 回、1 分間、計 6 日間トレーニングを行い空間記

憶学習させた。3 日目と 6 日目のトレーニングの 24 時間後にテストを行った。テスト

時はプラットフォームを取り外し、マウスを１分間自由に泳がせた。テスト中の各区

画の滞在時間を測定し記憶形成能力を評価した 

 

統計解析 

統計的有意差の検証は J-STAT software を用いて行った。モリス水迷路課題の escape 

latency は two-way repeated ANOVA を使用した。また、モリス水迷路課題の TQ 区画滞

在時間は χ2 検定および one-way ANOVA with post-hoc Steel-Dwass を用いて行った 
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3.研究結果 

LOTUS は欠損するとシナプス密度が低下する 

初めに、海馬初代培養神経細胞を用いてシ

ナプス密度の定量を行った。海馬初代培養

神経細胞において Nogo シグナルを抑制す

るとシナプス密度が増加するという報告

がある(10)。このことから、LOTUS はシナ

プス数を増加させるかについて検討した。

WT、LOTUS-KO マウスの各遺伝子型由来

の海馬神経初代培養細胞をポストシナプ

スマーカーである PSD-95、プレシナプスマ

ーカーである Bassoon、樹状突起マーカーで

ある MAP2 で三重染色しシナプス密度を定

量した結果、PSD-95 と Bassoon が共発現す

るシナプスは WT と比較して LOTUS-KO で

は減少することが確認された (図 2e)。このことから LOTUS は欠損するとシナプス密

度を低下させることが示唆された 

 

LOTUS が欠損するとマウス海馬の樹状突起スパイン密度を低下する 

LOTUS-KO マウスの海馬初代培養細胞の

シナプス密度が低下していることから(図 

3)、生体海馬の樹状突起におけるスパイン

に対する LOTUS の役割を検討するため

に Thy1-EGFP マウスと各遺伝子型のマウ

スを交配することにより樹状突起を可視

化したマウスを作製し検討した。海馬 CA1

錐体ニューロンの apical dendrite における

樹状突起スパイン密度は、LOTUS-KO マウ

スでは WT マウスと比較して有意に減少し

た。特に、mushroom type および thin type

のスパイン密度は WT と比較して

LOTUS-KO マウスでは有意に減少した。し

かし、stubby type のスパイン密度に差は見

られなかった(図 3a, b)。同様に、basal 

dendrite についても測定した結果、apical dendrite と同様の結果が得られた(図 3c, d)。

これらの結果は、LOTUS が欠損すると海馬 CA1 錐体ニューロンの thin type、mushroom 

type のスパイン密度を減少させ、総スパイン密度を減少させることを示唆した。この

図 2 LOTUS は欠損するとシナプス 

密度が低下する 

Nishida R. et al. Scientific Reports (2021) 

図 3 LOTUS は欠損するとマウス海馬の 

樹状突起スパイン密度が低下する 

Nishida R. et al. Scientific Reports (2021) 
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ことから LOTUS は海馬におけるシナプス形成に寄与する可能性が考えられた。 

 

LOTUS は海馬依存性記憶形成に寄与する 

LOTUS の記憶との関わりを検討する

ために WT、LOTUS-KO、LOTUS-Tg

マウスを用いて、社会性認知記憶形成

能力について評価した。その結果、3

分間のトレーニング条件では WT では

テストにおいて I.T.の有意な低下が観

察された。一方、LOTUS-KO マウスで

は有意な低下が観察されなかった(図 

4a, b)。以上の結果から、LOTUS は欠損

すると社会的認知記憶形成能力が低下

することが示唆された。次に、空間記憶形成能力を評価するためにモリス水迷路課題

を行った(図 5a)。6 日間のトレーニングの結果、LOTUS-KO マウスは WT マウスと比

較して escape latency が有意に長くなった。また、LOTUS-KO マウスは、2 日目と 4 

日目の escape latency が WT マウ

スに比べて有意に長かった(図 5b)。

1 日 2 回 3 日間のトレーニングを

行った後の Test1 では、プラットフ

ォーム設置していた TQ 区の滞在

時間にWTとLOTUS-KOマウスの

間で差は認められなかった(図 5c)。

しかし、6 日間のトレーニング後 に行っ

た Test2 では、WT マウスでは TQ 区滞在

時間が有意に増加したのに対し、

LOTUS-KO マウスでは差が認められなか

った(図 5d)。さらに、 Test1 における TQ 区滞在時間の割合はＷＴマウスと

LOTUS-KO マウス間に差は認められなかったが、Test2 では LOTUS-KO マウスに有意

な減少が認められた(図 5e)。これらの結果から、LOTUS-KO マウスは空間記憶形成

能力に障害があることが示唆された。以上のことから、LOTUS は欠損すると社会性

認知記憶や空間記憶などの海馬依存性記憶の形成能力を低下させることが示唆され

た。 

 

4.討論 

Nogo シグナルは、神経突起伸長を阻害し、それにより NgR1 を介して中枢神経系

の損傷後の軸索再生を阻害する(4, 7)。NgR1 は、p75NTR や LINGO-1 または TROY と

図 4 LOTUS は欠損すると社会性認知 

記憶形成能力が低下する 

Nishida R. et al. Scientific Reports (2021) 

図 5 LOTUS は欠損すると空間記憶 

形成能力が低下する 

Nishida R. et al. Scientific Reports (2021) 
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の共受容体構造を取り、RhoA の活性化を介して細胞骨格の構造変化を引き起こすこ

とが知られている(5, 6)。また、Nogo シグナルは海馬のシナプス密度を低下させるこ

とが報告されている(3, 11)。さらに、アルツハイマー病の原因タンパク質と考えられ

ている β アミロイドタンパク質(Aβ)も NgR1 と結合してシナプス密度を低下させ、記

憶機能障害を誘発することも報告された(25)。いずれの場合も、NgR1 は RhoA-ROCK

シグナルを介してシナプス形成の阻害につながる。当研究室で発見された LOTUS は、

NgR1 の内因性アンタゴニストとして機能することから、LOTUS は NgR1 の抑制を介

してシナプス形成や記憶形成に関与するという仮説を立てた。このことを検証するた

めに、まず、海馬初代培養細胞における LOTUS の発現部位を蛍光免疫細胞化学を用

いて調べた。その結果、LOTUS は海馬初代培養細胞の樹状突起やシナプス部位に局

在していることが明らかになった。さらに、LOTUS は PSD-95 陽性のシナプス部位に

発現し、NgR1 と共局在していることから、LOTUS は海馬ニューロンのシナプス部位

で NgR1 を抑制し、シナプス形成に影響を与える可能性が考えられる。さらに、 

LOTUS-KO マウス由来の海馬初代培養細胞におけるシナプス密度が低下や、生体脳に

おける LOTUS-KO マウスの海馬樹状突起スパイン密度の低下が観察された。これに

は、シナプス部位における Nogo シグナルの増加が関与すると考えられた。 

また、LOTUS-KO マウスでは WT と比較して、thin type や mushroom type のスパイ

ン密度が減少していた。この結果からは、LOTUS がシナプスの形態変化に影響を与

えていると考えられた。また、Nogo シグナルはアクチンダイナミクスを制御するこ

とが報告されている(5)。そのため、LOTUS はアクチンダイナミクスの制御を通して

シナプスの成熟と形成に関与すると考えられる。 

Nogo シグナルの抑制は記憶形成能力の亢進、増強は記憶形成能力の減少にそれぞ

れ作用することが報告されている(3, 10)。これらの知見をもとに、LOTUS-KO マウス

の海馬依存性記憶形成能力を評価した結果、社会認知記憶や空間記憶形成能力に障害

があることが確認された。以上の結果から、LOTUS は海馬依存性記憶形成に寄与し

ている可能性が示唆された。 

加齢に伴う Nogo シグナルの増加や LOTUS 発現量の減少が記憶障害を引き起こす

ことが報告されている(1, 2, 17, 18)。LOTUS 発現量の減少を抑制することにより、加

齢に伴う記憶障害が抑制されるかどうかを検討することは興味深い。また、アルツハ

イマー病の原因タンパク質である Aβ は NgR1 と結合し、シナプス形成の阻害を介し

て、記憶障害を引き起こすことが報告されている(25, 26)。さらに、paired 

immunoglobulin-like receptor B (PirB)は Aβ の受容体としても機能し、PirB が結合する

ことにより記憶障害を引き起こすことが知られている(27)。また当研究室において、

LOTUS は PirB のアンタゴニストとしても機能することが確認された(28)。LOTUS が

Aβ と NgR1 及び PirB との結合を抑制するかについては、今後検討の余地がある。老

齢性認知症やアルツハイマー病の予防・治療法の開発に有効な LOTUS の機能を明ら

かにするためにはさらなる研究が求められる。 
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5.まとめ 

(1)LOTUS は海馬初代培養細胞においてシナプス密度を制御し、生体海馬 CA1 

領域のスパイン密度や形態変化に寄与する。 

(2)LOTUS は海馬依存性記憶形成に関与し、欠損すると記憶形成能力を損なう。 
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8.用語集 

・シナプス: 神経細胞同士で情報のやり取りを行う接触構造。シナプスの伝達効率は

必ずしも一定ではなく、シナプスの数やシナプスにおける受容体の数などによる入力

の強度により変化する。このことはシナプス可塑性と呼ばれ、学習・記憶機序の根幹

にある現象と考えられている。 

・樹状突起スパイン: 神経細胞の樹状突起上に形成される構造でありプレシナプスか

ら放出された神経伝達物質により神経細胞の活動電位の発生に寄与し記憶形成や情

動行動に関与する。 


