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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の細胞外マトリクスは、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンやヒアルロ
ン酸といった糖鎖に富む特徴を示す。特定の神経細胞周囲にはペリニューロナルネット (PNN) と呼ばれる特徴
的な細胞外マトリクス構造が形成される。PNNは不溶性の凝集体であり、神経可塑性の制御に関わる。本研究で
は、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン上の糖鎖構造の違いにより、PNNに多様性が生じることを明らかにし
た。さらに、組織サンプルから微量のヒアルロン酸を単離し、その分子量を解析する手法を確立した。 この方
法を用いて、PNNを構成する凝集性のヒアルロン酸は、可溶性のヒアルロン酸に比べて分子量が高いことを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：The extracellular matrix of the central nervous system is rich in glycan 
chains such as chondroitin sulfate proteoglycans and hyaluronan. Characteristic extracellular matrix
 structures called perineuronal nets (PNNs) form around specific neurons. PNNs are insoluble 
aggregates and are involved in the regulation of neuronal plasticity. In this study, we show that 
differences in the glycan structures on chondroitin sulfate proteoglycans contributed to the 
diversity of PNNs. Furthermore, we established a method to isolate hyaluronan from tissue samples 
and analyze its molecular weight. Using this method, we found that aggregating hyaluronan, which 
constitutes PNN, has a higher molecular weight than soluble hyaluronan.

研究分野：糖鎖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳体積の約２０％は、非細胞成分である細胞外マトリクスにより満たされる。細胞外マトリクスは、神経細胞の
周囲に特殊な環境を形成し、脳機能において重要な役割を果たす。脳には、ペリニューロナルネットと呼ばれる
特徴的な細胞外マトリクス構造が形成される。ペリニューロナルネットは、不溶性の凝集体であり、神経可塑性
の制御に関わる。本研究では、脳の細胞外マトリクスに着目し、その構造を機能を解析した。その結果、ペリニ
ューロナルネットを構成する糖鎖構造の違いにより、様々は種類をペリニューロナルネットが存在することを明
らかにした。ペリニューロナルネットの多様性により脳機能が制御される可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 脳は「臨界期」と呼ばれる生後初期の一定期間に高い可塑性を示す。マウスの視覚野では、視
覚経験の変化による神経回路の可塑的再編成は、生後 1ヶ月で顕著に起こるが、成体では見られ
ない。よって、成体では可塑性を抑制する分子ブレーキが存在すると考えられている。 
 中枢神経系の細胞外マトリクスは、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンやヒアルロン酸と
いった糖鎖に富む特徴を示す。パルブアルブミン発現神経細胞の周囲には、ペリニューロナルネ
ットと呼ばれる特徴的な細胞外マトリクス構造が形成される。ペリニューロナルネットはヒア
ルロン酸、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン、および糖タンパク質からなる不溶性の凝集体
であり、神経可塑性の低下に関わる。 
 コンドロイチン硫酸鎖は、多様な硫酸化構造を示す直鎖状の多糖であり、コアタンパク質と結
合したコンドロイチン硫酸プロテオグリカンとして存在する。成体脳にコンドロイチン硫酸分
解酵素であるコンドロイチナーゼを注入すると、視覚野の可塑性が回復することから、コンドロ
イチン硫酸鎖は非特異的な物理的障壁として可塑性を阻害する因子であると提唱された。 
 しかし最近の研究から、コンドロイチン硫酸鎖は物理的障壁ではなく、パルブアルブミン発現
神経細胞の機能を制御することが分かってきた。網膜や脈絡叢で産生された Otx2ホメオタンパ
ク質は、視覚野に運搬され、そこでパルブアルブミン発現神経細胞の成熟を促し、臨界期のタイ
ミングを調節する。申請者は、コンドロイチン硫酸鎖の硫酸化構造を改変したマウスを用いた研
究から、生後の発達段階におけるコンドロイチン硫酸鎖の構造変化によって強固なペリニュー
ロナルネットが形成され、それによって、パルブアルブミン発現神経細胞への Otx2の取り込み
が促進され、臨界期を終了させることを見出した。 
 さらに、ペリニューロナルネットに存在するコンドロイチン硫酸鎖は、神経軸索ガイダンス分
子のであるセマフォリン 3A と結合し、シナプス形成に関与することも知られている。しかし、
コンドロイチン鎖のセマフォリン 3A結合部位はよく分かっていない。Dickらは、セマフォリン
3Aが Eユニットを含有するコンドロイチン鎖を介してペリニューロナルネットに結合すること
を示している。一方、Yangらは、Aユニット含有コンドロイチン鎖がセマフォリン 3Aの結合部
位として機能することを報告している。 
 
２．研究の目的 
 上述した背景から、ペリニューロナルネットがパルブアルブミン発現神経細胞の成熟度を反
映する指標として広く受け入れられ、ペリニューロナルネットと神経可塑性との関連を示す知
見が急速に蓄積しつつある。一方で、以前よりペリニューロナルネットは均一ではなく、多様な
種類が存在することが示唆されている。しかしながら、ペリニューロナルネットの不均一性に着
目した研究はほとんどなく、現在のところ、ペリニューロナルネットの多様性を生み出す分子的
基盤、および、異なった種類のペリニューロナルネットに機能的差異があるのかについては分か
っていない。そこで申請者は、コンドロイチン硫酸鎖の糖鎖構造の違いによってペリニューロナ
ルネットに構造、機能的な多様性が生じるという仮説を立てた。本研究では、複数のプローブを
用いてペリニューロナルネットの多様性を生み出す分子的基盤を理解する。 
 また、ペリニューロナルネットは、神経回路の安定化や記憶の維持に必要であることが明らか
となっており、老化に伴う脳機能の低下とペリニューロナルネットとの関連が注目されている。
そこで、ペリニューロナルネットを構成する分子群の生化学的性質を詳細に解析することで、こ
れまで不明であった老化に伴うペリニューロナルネットの変化を分子レベルで解明することを
目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 成体視覚野では、ほとんどのパルブアルブミン発現神経細胞がペリニューロナルネットに覆
われるにも関わらず、Otx2 の蓄積が見られるのは、一部のパルブアルブミン発現神経細胞のみ
である。このことは、特定のペリニューロナルネットが Otx2の取り込みに関与する可能性を示
唆しているが、従来の解析法ではペリニューロナルネットの多様性を検出することができなか
った。これまでは、N-アセチルガラクトサミン結合性レクチンであるWisteria floribunda agglutinin 
(WFA) が、ペリニューロナルネットの検出に用いられてきた。一方、本研究では、Lander らが
作製したモノクローナル抗体を用いて、ペリニューロナルネットを検出した。 
 
(2) 成体(3 ヶ月齢)および老齢(18 ヶ月齢)マウスの脳に存在するペリニューロナルネット構成分
子群を溶解度の違いに基づき、水溶性、界面活性剤可溶性、不溶性の 3画分に分画し、それぞれ
についてコンドロイチン硫酸プロテオグリカンとヒアルロン酸の解析を行った。 
 
(3) ヒアルロン酸はその分子サイズにより多彩な機能をもつため、組織サンプルから微量のヒア
ルロン酸 を単離しその分子量を解析する手法の確立を目指した。現在、ヒアルロン酸のサイズ
分布分析に広く用いられている方法は、ゲル電気泳動後に Stains-Allと呼ばれるカチオン色素で
染色する方法である。しかしながら、この色素ではヒアルロン酸と他のグリコサミノグリカンを
区別することができない。サイズ排除クロマトグラフィーに基づく方法も確立されているが、し
ば しば手間と時間がかかり、比較的多量のヒアルロン酸を必要とする。本研究では、ヒアルロ



ン酸をビオチン化ヒアルロン酸結合タンパク質とストレプトアビジン結合磁気ビーズを用いて
単離する手法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究ではWFAレクチンに加え、Cat315, 316と呼ばれるモノクローナル抗体を使用した。
その結果、ペリニューロナルネットの主要な構成成分であるコンドロイチン硫酸プロテオグリ
カン上の糖鎖構造の違いによって、ペリニューロナルネットが 4 種類に分類できることを明ら
かにした。WFAは広範なペリニューロナルネットマーカーだが、一方で、Cat316と Cat315は、
一部のペリニューロナルネットを標識することが分かった。さらに、Cat316 陽性ペリニューロ
ナルネットは視覚野 4層に、また Cat315陽性ペリニューロナルネットは 5-6層に濃縮すること
が示された。また、単一のパルブアルブミン細胞表面において、WFA 陽性ペリニューロナルネ
ットと Cat316 陽性ペリニューロナルネットは、空間的に分離して微小領域を形成することが示
唆された。 
 3種類のプローブはいずれも、アグリカンと呼ばれるコンドロイチン硫酸プロテオグリカンの
糖鎖構造の違い識別することが分かった。WFAと Cat316はコンドロイチン硫酸鎖が伸長した構
造を認識するのに対し、Cat315 はコンドロイチン硫酸鎖の伸長が停止した構造に結合性を示し
た。また、パルブアルブミン発現神経細胞の機能に必要な Otx2タンパク質はコンドロイチン硫
酸鎖の伸長したペリニューロナルネットと共局在することを示した。 
 さらに、化学合成されたコンドロイチン硫酸 4 糖を用いて、Cat316 抗体の反応性を調べた結
果、糖鎖の非還元末端の硫酸化されていない N-アセチルグルコサミン残基に対して選択的に結
合することが示された。また、Cat316抗体が認識する構造は、セマフォリン 3Aの結合部位とオ
ーバーラップすることも分かった。これまでの予想とは異なり、E ユニットはセマフォリン 3A
の結合には必要がないことも示された。 
 
(2) ヒアルロン酸は脳の老化に伴って総量が約 2倍に増加していたが、コンドロイチン硫酸の量
に変化は見られなかった。それぞれの溶解度を調べた結果、加齢に伴ってヒアルロン酸は不溶性
画分に存在する割合が有意に減少し、水溶性および界面活性剤可溶性画分に存在する割合が増
加することが示された。ヒアルロン酸の溶解度の増加に伴い、その分子量は低下していた。また、
ヒアルロン酸と同様に、コンドロイチン硫酸も老化に伴い溶解度が上昇することが示された。そ
こで次に、複数のコンドロイチン硫酸プロテオグリカンの中で老化に伴う溶解度の変化を示す
分子を探索した。その結果、特にアグリカンが老化に伴い不溶性画分から可溶性画分に顕著に移
行することが示された。さらに、老齢脳からはタンパク質全長のアグリカンに加えてコアタンパ
ク質の分解断片が検出された。以上の結果から、脳内では加齢に伴いアグリカンのコアタンパク
質の分解が亢進することが示唆された。以上の結果より、老齢脳ではヒアルロン酸の蓄積とアグ
リカンの分解によって、に正常なペリニューロナルネットの機能が損なわれる可能性が示され
た。 
 
(3) ヒアルロン酸をビオチン化ヒアルロン酸結合タンパク質とストレプトアビジン結合磁気ビ
ーズを用いて単離した。熱変性後に、ヒアルロン酸をアガロースまたはアクリルアミドゲル電気
泳動で分離し、Stains-All 染色で検出した。この方法は、100 ng程度のヒアルロン酸の分子量を
解析することが可能であった。本方法の最大の利点は、1つのゲルで複数のサンプルのヒアルロ
ン酸の大きさを同時に比較できることである。この方法を用いて、ペリニューロナルネットを構
成するヒアルロン酸は、可溶性のヒアルロン酸に比べて分子量が高いことを明らかにした。つま
り、ヒアルロン酸のサイズによってペリニューロナルネットの形成が制御される可能性が示唆
された。 
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