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研究成果の概要：コンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、成長因子、ケモカイン、細胞外基
質分子等、様々な蛋白質とコンドロイチン硫酸の糖鎖構造依存的に結合し、その機能調節に重
要な役割を果たしている。本研究では、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンが、小脳皮質に
おけるプルキンエ細胞－バーグマングリア細胞間および 大脳皮質における神経芽細胞－放射
状グリア細胞間の相互作用に寄与し、神経細胞の形態形成を制御していることを明らかにした。
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１．研究開始当初の背景

　コンドロイチン硫酸プロテオグリカン
（CS-PG）は、蛋白質にコンドロイチン硫
酸（CS）が共有結合した分子群であり、
細胞表面や細胞外基質の主要構成成分にな
っている。これまで多くの研究者が、脳神
経組織にコンドロイチナーゼ ABC を投与
して CS を分解除去すると、軸索の伸長パ
ターンに大きな異常が生じることを明らか
にしている。また最近、脊髄損傷部をコン
ドロイチナーゼ ABC で処理すると、軸索
再生および神経機能の回復が促進すると報

告され、CS-PG は神経再生の主要な阻害因子
であると認識されるようになった。これらの
知見は、CS-PG が神経回路形成や神経再生に
おいて極めて重要な調節因子として機能して
いることを示しているが、その分子機構はほ
とんど明らかにされていない。今後、CS-PG
の操作を軸索再生等に医療応用していく上で、
CS-PG がどのような情報伝達経路の基に、上
記のような現象を制御しているのかを明らか
にする必要がある。 　
　一方、我々はこれまで、CS-PG として生合
成される脳特異的受容体型チロシンホスフ
ァターゼ、PTPζの解析を進め、本受容体が
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ヘパリン結合性成長因子、プレイオトロ
フィンをリガンドとして用いることを明
らかにした。ここで、PTPζとプレイオト
ロフィンとの結合には CS の寄与が重要で
あること、また、両者間の親和性は CS の
構造に依存し、特に多硫酸化構造が高親
和性結合に必須であることを見い出した。
　　我々はさらに、プレイオトロフィン－
PTPζ情報伝達経路が、小脳プルキンエ細胞
－バーグマングリア細胞間相互作用に寄与
し、プルキンエ細胞の樹状突起形成を調節
していることを示した。また我々は、PTPζ
がプルキンエ細胞に大量に発現する Delta
様の細胞外領域を有する膜蛋白質、DNER と
複合体を形成することを見い出している。

２．研究の目的
　
(1)プルキンエ細胞－バーグマングリア細
胞間相互作用における PTPζ-DNER 情報伝
達経路の解明

(2)大脳皮質の発生過程における CS 多硫
酸化構造の機能の解明

３．研究の方法

(1) DNER-PTPζ情報伝達経路の解析

　DNER の細胞内領域のチロシン残基をア
ラニンに置換した各種変異体を COS-7 細
胞に発現させ、そのエンドサイトーシス
およびチロシン燐酸化状態を解析した。
また、DNER 変異体を Neuro-2A 細胞および
小脳プルキンエ細胞に発現させ、その神
経突起形成に対する影響を解析した。

(2) 子宮内電気穿孔法による CS 機能の修
飾

　CS 硫酸転移酵素の過剰発現およびノッ
クダウン用プラスミドを作製し、胎生 14
日目のマウス胎仔大脳皮質に電気穿孔法
を用いて導入した。胎生 18 日目に胎仔を
取り出し、GFP 陽性細胞を観察した。
　
　
　

４．研究成果

(1) PTPζの情報伝達機構と神経突起形成

　DNER の細胞内領域には、そのエンドサ
イトーシスおよび樹状突起への局在化に
必要な輸送シグナル（YXXΦモチーフ）が
存在する。我々は、本シグナルを構成す
るチロシン残基が燐酸化されること、及
び、その燐酸化によって DNER のエンドサ
イトーシスが阻害され、本分子が細胞膜
に集積することを見い出した。また、プ
レイオトロフィン－PTPζ情報伝達によっ
て DNER のチロシン燐酸化が亢進し、その
エンドサイトーシスが遅延することを明
らかにした。これは次のように解釈され
る。すなわち PTPζは、常時 DNER の YXXΦ
モチーフを脱燐酸化することによって、
そのエンドサイトーシスを可能にしてい
る。一方、PTPζにプレイオトロフィンが
結合すると、本受容体は二量体化し、そ
のホスファターゼ活性が不活化する。そ
の結果、DNER の YXXΦモチーフのチロシン
燐酸化レベルが上昇し、そのエンドサイ
トーシスが阻害されるものと考えられる。
　また、神経芽細胞腫株 Neuro-2A 細胞お
よびプルキンエ細胞に DNER の輸送シグナ
ルを破壊した変異体を発現させると、本
変異体が細胞膜に集積すると共に、過剰
な神経突起が伸長することを見い出した。
以上のことは、プレイオトロフィン－PTPζ
情報伝達経路が DNER の細胞内輸送を調節
することによって、神経突起伸長を制御
していることを示している。
　
(2) CS による神経細胞移動の制御
　
  CS は、極めて大きな構造多様性を示す糖
鎖であり、様々な蛋白質と糖鎖構造依存的
に結合して、その機能調節に与っていると
考えられている。最近、本糖鎖の特異構造
の中でも、特に、多硫酸化構造と呼ばれる
D 構造 (GlcA(2S)β1-3GalNAc(6S))および E
構造 (GlcAβ1-3GalNAc(4,6-diS))の機能的
重要性が注目されている。多硫酸化構造は、
CS鎖内に陰性荷電密度の高い領域を構築し、
種々の蛋白質との結合に寄与すると考えら
れる。そこで、マウス大脳皮質の発達過程
における両構造の発現を解析したところ、
どちらも神経細胞の産生とその細胞移動の
時期に比較的多く存在することが明らかに
なった。



　次に、これらの構造の機能を明らかに
するため以下の実験を行なった。すなわ
ち、D 構造および E 構造の生成に寄与す
る 硫 酸 転 移 酵 素 、 uronyl 2-
sulfotransferase お よ び GalNAc 4-
sulfate 6-O-sulfotransferase に着目し、
その過剰発現あるいはノックダウンによ
って、CS 鎖内の D ないし E 構造含量を増
減させるシステムを構築した。マウス子
宮内胎仔電気穿孔法によって、これらの
酵素遺伝子をノックダウンすると、大脳
皮質神経細胞の細胞移動が阻害され、脳
室下帯に神経細胞が滞留することが明ら
かになった。その阻害効果は GalNAc 4-
sulfate 6-O-sulfotransferase のノック
ダウンの方が強力であり、神経細胞はよ
り脳室帯近傍に滞留するようになる。こ
のことは、D 構造と E 構造との間に何ら
かの機能的差異が存在することを示唆し
ており、各構造に共役する情報伝達系の
同定が今後の重要な課題になっている。
　　ノックダウンにより脳室下帯に滞留
している神経細胞は多極性の形態を示し
ている。本来ならば、このような多極性
の神経細胞は、放射状グリア細胞の突起
である放射状グリア線維に結合し、双極
性の形態に変化して移動していく（放射
性移動）。従って、CS 多硫酸化構造は、
神経細胞の多極性移動段階から放射性移
動段階への変化に関与している可能性が
考えられる。
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