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研究成果の概要（和文）：脊椎動物脳には学習・記憶・社会性行動に深くかかわる酸性多糖"ポリシアル酸
(polySia, PSA)"が存在する。我々はこれまでpolySia がその機能を発揮する際、従来考えられてきた反接着性
相互作用を持つ"反発性の場"をつくりだしているだけでなく、神経作用因子の保持および放出(提示)作用を持
つ"誘因性の場"も提示することを世界に先駆けて明らかにしてきた。本研究では、我々が明らかにしてきた
polySia の”誘因性の場”に着目し、神経作用因子の保持メカニズムをpolySia鎖の構造や相互作用モードをそ
の生合成酵素と共に検証した。

研究成果の概要（英文）：Polysiali acid (polySia/PSA) is present in brain and is involved in 
learning, memory and social interaction. So far, we have been demonstrated that polySia is involved 
in brain functions not only due to its large exclusion volume but also due to molecule binding 
properties.  In this research, we demonstrated that polySia chains show characteristic features 
towards molecule-binding properties via biosynthetic enzymes, ST8SIA2 and ST8SIA4.  

研究分野：機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物脳には学習・記憶・社会性行動に深
くかかわる酸性多糖"ポリシアル酸(polySia, 
PSA)"が存在する。我々はこれまでpolySia が
その機能を発揮する際、従来考えられてきた
反接着性相互作用を持つ"反発性の場"をつく
りだしているだけでなく、神経作用因子の保
持および放出(提示)作用を持つ"誘因性の場"
も提示することを世界に先駆けて明らかにし
てきた。つまり polySia が神経栄養因子
(BDNF), 増殖因子(FGF2)、神経伝達物質(DA)
と特異的に相互作用し、その機能を制御する
ことを明らかにしてきている。本研究では、
我々が明らかにしてきた polySia の”誘因性
の場”に着目し、神経作用因子の保持メカニズ
ムを polySia 鎖の構造や相互作用モードを検
証することで、分子レベルで詳細に解析する
ことを目的としている。 
 
２．研究の目的 
(1) polySia-NCAM と神経作用因子の分子保
持機構の解明 
(2) polySia-NCAM の polySia 鎖の構造解析 
 
３．研究の方法 
(1)polySia-NCAM と神経作用因子の分子保
持および放出機構の解明:ヒト HEK293 細胞
にヒト NCAM-Fc を遺伝子導入し、分泌型
NCAM-Fc を安定発現する細胞株を樹立した。
可溶性NCAM安定発現細胞に対して、各種ポ
リシアル酸転移酵素を組み込んだプラスミド
(pBud ベクター骨格)を用いて polySia-
NCAMを発現する安定細胞株を作製した。な
お、この際にベクターに組み込むポリシアル
酸転移酵素の組み合わせは我々が明らかにし
た精神疾患患者型酵素 ST8SIA2(SCZ)も含め
て 、 ST8SIA2 単 独 、 ST8SIA4 単 独 、
ST8SIA2+ST8SIA4(協調型)、ST8SIA2(SCZ;
統 合 失 調 症 型 , SNP-7) 単 独 、
ST8SIA2(SCZ)+ST8SIA4(協調型)であり、こ
れらは全て脳で発現している組み合わせであ
る。それぞれの酵素が生合成する polySia-
NCAM-Fc を分子相互作用解析と、polySia 鎖
の解析に用いるために、各種安定発現株の培
養上精を大量に調製し、protein A-Sepharose
を用いて精製を行った。分子間力測定のため
に、精製した各種 polySia-NCAM-Fc は、セ
ンサーチップ上に調製した自己組織膜に埋め
込んだ protein-A を介して固相化し、アナラ
イトとしてすでに結合性が明らかになってい
る各種神経作用因子 (BDNF, proBDNF, 
FGF2)との相互作用解析を行った(図 1)。加え
て、polySia-NCAM鎖の反接着作用を測定す
るために、polySia-NCAM-Fc の他に、endo-
N 消化をして、polySia 鎖を重合度 2～3 の
oligoSia 鎖に変化させた oligoSia-NCAM, シ
アリダーゼ消化をして全てのシアル酸を消失
させた asialo-NCAM-Fc を調製し、それぞれ
を固相化、およびアナライトとして解析する
ことにより、NCAM や polySia-NCAM のホ

モフィリックな相互作用解析を行った。 
 

 
(2) polySia-NCAM の polySia 鎖の構造解
析: 各種 polySia-NCAM-Fc を monoQ 陰イ
オン交換クロマトグラフィーを用いて全負電
荷量を測定した。また、polySia-NCAM上の
polySia 鎖を蛍光酸加水分解―陰イオン交換
HPLC 法により、最長重合度を測定した。ま
た各種抗 oligo/polySia 抗体を用いたウエス
タンブロッティング法により、oligo/polySia
の存在形態およびその量を解析した。 
 
４．研究成果 
 まず、ST8SIA2, ST8SIA4, ST8SIA2(SNP-7)
由来の polySia-NCAM-Fc を用いて(2)の
polySia-NCAM の解析を行った。polySia 抗
体での染色の結果、ST8SIA2, ST8SIA4 の量
は ST8SIA4 が 1.5～2倍染色性が高かった。
SNP-7 の染色性は激減していた。鎖長は
ST8SIA2 と ST8SIA4 ではほとんど変化がな
かったが、統合失調症型のSNP-7 の鎖長は著
しく低下していた (図 2)。次に、polySia-
NCAM-Fc の負電荷を陰イオン交換クロマト
グラフィーの溶出画分により確認したところ、
最も多くの分子が溶出するピークのネットネ
ガ テ ィ ブ チ ャ ー ジ は 、 94(ST8SIA2), 
86(ST8SIA4), 67 (SNP-7)であり、SNP-7 の負
電荷の著しい低下が確認された。 
 

 
 
以上の結果から、ST8SIA2 と ST8SIA4 の生
合成する polySia 量は ST8SIA2 よりも
ST8SIA4 の方が多かったが、質の違いは不明
のままであった。一方、統合失調症型の SNP-
7 では質も量も著しい低下が見られた。 
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次に、調製し、化学的に評価されたpolySia-
NCAM-Fc を用いて、表面プラズモン共鳴法
に基づくFGF2およびBDNFの分子結合性の
解析をビアコア測定機を用いて行った。その
結果、ST8SIA2 と ST8SIA4 が生合成した
polySia 鎖は FGF2 および BDNF に対して異
なる結合性を示した。特にその違いは BDNF
に対して顕著であった。ST8SIA2 と SNP-7が
生合成したpolySia-NCAMで比較するとその
分子保持機能はいずれも顕著に低下していた。 
 
 

 
 次に、polySia-NCAMのホモフィリックな
相互作用を解析するために図 4(左)で示すよ
うな測定法を考案した。すなわち、polySia-
NCAM のセンサーグラムから、negative 
control として NCAM-Fc のセンサーグラム
を引く。本来、この鎖は正のRU値を示すが、
アナライトによっては負の RU 値を示す。こ
の負の RU 値は、NCAM-Fc が結合する非特
異的もしくは特異的な分子を polySia 鎖が排
除しているとみなすことができる。すなわち、
polySia 鎖の反接着作用を測定することが可
能となる。実際、polySia-NCAM(ST8SIA2)-Fc
を固相化し、polySia-NCAM-Fc をアナライト
にし、NCAM-Fc をコントロールにして差を
とると、図 4 右のような、負の RU値が見い
だされた。これは polySia 鎖の反接着作用を
測定したと考えられた。一方、SNP-7 の生合
成した polySia-NCAM を検証すると、負の
RU値が測定できなかった。すなわち、反接着
作用が損なわれたことが明らかになった。ま
た、polySia-NCAM-(ST8SIA4)-Fc を固相化し、
同様の実験を行うと、負の RU 値ではなく、
正の RU 値が得られた。すなわち、これまで
反接着作用を持つとされてきた polySia-
NCAM においても、ST8SIA4 の生合成する
polySia-NCAMでは正の相互作用をすること
が明らかになった。 
さらに、この傾向はEndo-Nで、鎖長をDP=2
～3 にした oligoSia-NCAM で顕著であった。 
 

 

 
  以上の結果から、polySia-NCAM-Fc は生合
成するポリシアル酸転移酵素、ST8SIA2 およ
びST8SIA4によって異なるpolySia鎖が生合
成され、その鎖の違いは通常の方法では明ら
かにすることができず、分子結合性の性質で
のみ明らかにすることが可能であることがわ
かった。すなわち、ST8SIA2 が生合成する
polySia 鎖は分子結合性をもつ誘因性の場と、
大きな分子に対する反接着的な性質をもつ反
発性の場を提示する一方、ST8SIA4は分子誘
因性の場のみを提示していることが明らかに
なった。特に、polySia-NCAM-Fc 同士の結合
性が観察され、これは新規な現象であり、今
後のメカニズムの解析が待たれる。また、統
合失調症型のSNP-7が生合成するpolySia鎖
は質も量も損なわれており、かつ BDNF や
FGF2 に対する分子結合性だけでなく、
polySia-NCAMに対する反発性の場も損なわ
れていることが明確になった。また、ここに
は 示 さ な い が 、 ST8SIA2+ST8SIA4, 
ST8SIA2(SNP-7)+ST8SIA4 が生合成する
polySia-NCAM-Fc および、Ig5 の異なるN型
糖鎖の polySia 鎖の解析も併せて行い、それ
ぞれの性質を明らかにしている。 
 以上の結果から、polySia-NCAM-Fc は、
ST8SIA2 および ST8SIA4 で精緻に制御され
ること、統合失調症型の SNP-7 では polySia-
NCAM の polySia 鎖の質も量も不全になり、
機能も不全になることがわかった。従って、
生合成されたpolySia-NCAMが正常であるこ
とは、反発性の場による細胞間隙の正常な制
御のみならず分子誘因性の場である、分子保
持および放出機能の正常な制御が発揮されこ
とにつながり、精緻に制御されていることが
示された。今後は、精神疾患に関わるpolySia-
NCAMの状態を詳細に検証するために、環境
要因がおよぼすpolySia-NCAMの発現制御機
構の解明が期待される。 
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