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＜目的＞ 

申請者らは、GFRα1を損傷したラット末梢神経に局所投与すると、軸索再生促進を介して、

末梢神経損傷後の機能再生が促進することを同定した。また、GFRα1はGDNFの受容体として

知られるが（図２）、軸索再生効果はGDNFへの結合を要しないこと、GDNFへの結合でGFRα1が

消費されない方が（図３）、軸索再生効果に優れることを見出した。 

一方でGFRaがリガンドとして反応する為にレセプターとして、NCAMであることも同定した。

そこで、GDNFへの結合能を減弱したGFRα1の変異体を作成すれば、GFRα1の軸索再生効果を

最大化できると考えた。 

 本研究の目的は、 

（１）GDNFへの結合能を減弱させたGFRα1変異体を作成 

（２）変異体の培養神経細胞の神経突起伸長能を明らかにすること 

とした。 

  

  

＜方法＞ 

実験1）GDNFへの結合能を減弱させたGFRα1変異体作成 

 ヒトGFRa1にはGDNF結合Domainを

有しており各々欠損を施した各種

変異体を作製した。また今回は細

胞同士の接着によるレセプター・

リガンドの反応を観察することに

なると考え、膜表面上にGFRaが局

在するように、GPI-anchorを各変

異体のC末側に結合したデザインに

した。 

GFRa１の変異体はHeLa細胞からｃ

DNAを鋳型としてPCRで増幅した。 
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その後PCRで増幅したFragmentをpmcherryC1Vector Xho1－EcoR1SiteにInfusion(TakaraBio)

によって組み込んだ。 

一方のレセプターとしてNCAMも同様にPCRでFragmentを増幅後にpAcGFP-Vector Xho1- 

EcoR1SiteにInfusion(TakaraBio)によって組み込んだ。 

実験２）変異体の培養神経細胞の神経突起伸長確認 

 培養細胞は神経細胞への影響を見るため、GFRa１のStable発現株をIFRS1（Rat Schwann 

cell line）を使用し、NCAMのStable発現株をNSC34（ Mouse Motor Neuron-Like Hybrid Cell 

Line）を使用した。 

 IFRS1細胞に各GFRa１変異体を組み込んだPlasmid VectorDNAをLipofectaminで遺伝子導入

を行った。遺伝子導入に２日後にMediumを交換した。９６WellPlateに１Wellあたり３Cells

になるようにPassageし、MediumにG418（1,5㎎/ml）を添加し、選択的にGFRa１が発現してい

る細胞を増殖させた。Mediumは３日ごとに交換を行った。 

定常的な発現が弱いため、GFRa１を発現した細胞に再度目的遺伝子Vectorを遺伝子導入を行

った。再度細胞の選択は、９６WellPlateに１Wellあたり３CellsになるようにPassageし、

MediumにG418（1,5㎎/ml）を添加し、選択的にGFRa１が発現している細胞を増殖させた。Medium

は３日ごとに交換を行った。 

 同様にNSC34細胞にNCAMを組み込んだPlasmid VectorDNAをLipofectaminで遺伝子導入を行

った。遺伝子導入に２日後にMediumを交換した。９６WellPlateに１Wellあたり３Cellsにな

るようにPassageし、MediumにG418（1,5㎎/ml）を添加し、選択的にGFRa１が発現している細

胞を増殖させた。Mediumを３日ごとに交換を行った。 
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 培養神経細胞の神経突起伸長確認

の為に、GFRa１変異体を定常的に発

現しているIFRS1細胞を撒きその数

日後にNCAMを発現しているNSC34 細

胞細胞を撒きことで、GFRa１とNCAM

による神経突起伸長反応を確認でき

ると考えた。 

 今回はIFRS1細胞を蒔いた4日後に

NSC34細胞を撒き、細胞の接着状況を

確認し、培地を5日後に1.5％FBSに交

換後、7日後に４％PFAで固定した。 

固定した細胞をさらに、Anti-

GFP,Anti-mcherry 、 Goat Anti-

Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 

488)Donkey Anti-Goat IgG H&L 

(Alexa Fluor® 647) で染色し、コン

フォーカル顕微鏡にて観察を行

った。 

 

 

 

- 79 -



2023年度 交通事故医療一般研究助成 研究報告書 

－ 4 － 

 

＜結果・考察＞ 

コンフォーカルでの観察では、NCAMを定常的に発現

している細胞は細胞同士の接着が多く、細胞数に対

して均一的に細胞を撒けず、細胞の密度に均一性を

得にくい状態であった。神経突起の伸長反応の伸び

により、隣接している細胞の神経突起と接合し、

GFRa１の影響そのものを見ることができなかった。

また、mcherryを発現している細胞は数日培養するた

め、IFRS1細胞の層ができ、GFRa１の変異体によって

は、層の出来方に関しても違いが見られた。再度細

胞数の条件検討が必要である。またIFRS1細胞のGFRa

１の発現により、神経細胞突起の伸びだけではなく、樹状突起が多くなるものもいくつか見

られた。細胞へのLipofectaminによる遺伝子導入で今回はStableLineを作製したが、ウイル
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スによる遺伝子導入で、IFRS1細胞に対し、多く遺伝子導入された細胞での樹状突起への変

化を観察予定である。 
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