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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは神経軸索再生を阻害する受容体型チロシンフォスファターゼPTPRσに
対抗する新しいキナーゼを探索し、ALKに強い神経軸索再生能を発見し、硫酸化糖鎖の一つデルマタン硫酸
（DS）が強力にALKを活性化し、ALK依存的に神経軸索再生を促進することを見出した。本研究では、DSがALKに
対して十分な親和性とクラスタリング誘導を起こすことを明らかにした。さらに近位依存性標識法BioIDによ
り、ALKとPTPRσとの相互作用する分子群を同定した。その結果、この相反する機能を持つ2つの酵素に共通する
基質分子群があることが判明した。今後はこれらの分子スイッチの生理学的意味について、研究を展開できる。

研究成果の概要（英文）：The principal investigators searched for a new kinase that opposes the 
receptor-type tyrosine phosphatase PTPRσ, which inhibits neuroaxonal regeneration, and discovered 
that ALK (anaplastic lymphoma kinase) promotes neuroaxonal regeneration. In addition, the study 
found that dermatan sulfate (DS), a sulfated glycan, strongly activates ALK and promotes neuroaxonal
 regeneration in an ALK-dependent manner. In the current study, we demonstrated that DS has 
sufficient affinity for ALK and induces its clustering. Furthermore, we identified a group of 
molecules interacting with ALK and PTPRσ by the proximity-dependent labeling method BioID. The 
results revealed that there is a group of substrate molecules common to these two enzymes with 
opposing functions. Future studies can be developed on the physiological significance of these 
molecular switches.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
受容体型チロシンキナーゼと受容体型テロシンキナーゼと受容体型チロシンフォスファターゼのクロストークは
予想はされてきたが、その具合を示す例は少ない。本研究によって光が見えはじめたALKとPTPRσのクロストー
クは、新しい生命制御機構の1つを提示するものである。既に研究代表者らは、神経系でその生物学的意味につ
いてもアドレスできる立場にあるが、両者は、神経発達・回路形成・再編などに関わる可能性があり、関連する
疾病の病態解明、治療法開発につながる可能性がある。

※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 

我々は CS-PTPRσaxis が神経軸索再生の阻害に働く機構を研究してきた。問いの一つは、同じグ

リコサミノグリカンでありながら HS は受容体 PTPR も共有するにも関わらず、軸索再生促進に

働く、これは何故かということであった。もう一つの大きな問いは、CS- PTPRσaxis の下流（細

胞内）で何が起きているのか、というものであった。まず、1番目の問いについて、我々は HSと

CS という長大な糖鎖の中に PTPRσ に働く機能ドメインを同定した。つまり、天然の HS には長

い機能ドメインがあり、CSには短い機能ドメインしか存在しない。その結果、HSは PTPRσを多

量体化し、CS は単量体化する。受容体型チロシンフォスファターゼは単量体化によって活性化

するので CS-PTPRσaxis が PTPRσ を活性化する。我々はさらに PTPRσ の基質としてコータク

チンを同定した。コータクチンの脱リン酸化はアクチン重合を抑制し、その結果、オートファゴ

ソームとリソソームの融合が阻害される。それは、オートファゴソームの蓄積を招き、dystrophic 

endball と呼ばれる損傷軸索末端に特徴的に見られる形状を誘導する。コータクチンの機能抑制

あるいはオートファゴソーム・リソソーム融合に必須の SNARE タンパク質の機能抑制でもオー

トファゴソームの蓄積と dystrophic endball 形成が誘導されることも証明できた。したがって、

我々の研究は CS-PTPRσ axis→オートファジー流中断→dystrophic endball 形成という新しい

シグナリングが神経軸索再生阻害の病態であることを明確に示したことになる（Sakamoto et al, 

Nature Chem Biol,2019）。以上の結果を受けて、CS- PTPRσaxis に対抗する軸索再生促進の軸

があると想定して探索した結果、今回提案する DS-ALK axis を見出した。 

 ALKの中枢神経での機能はほとんど分かっていない。また、その生理的リガンドが未だ不明で

ある。神経軸索再生を阻害する受容体型チロシンフォスファターゼPTPRσに対抗する新しいキ

ナーゼを探索し、ALKに強い神経軸索再生能を発見した。PTPRσリガンドとのアナロジーを想定

して硫酸化糖鎖をスクリーニングすると、硫酸化糖鎖の一つデルマタン硫酸（DS）が強力にALK

を活性化し、ALK依存的に神経軸索再生を促進することが分かった。 

 
２．研究の目的 

本研究の核心は、ALKの新リガンドとして発見したDSの生理的意義は何かである。それを知るた

めに、DSによるALK活性化機構を解明し、その生理・病態への関わりを明らかにすることを目的

にした。 

 
３．研究の方法 

本研究では ALK の新リガンド DS の生理的意義を知るために、DS による ALK 活性化機構を解明

し、その生理・病態への関わりを明らかにする。 

(1)DS による ALK 活性化機構の解明 

ALK を活性化させる生理的リガンドの要件は、まず ALK に対して十分な親和性とクラスタリング

誘導を起こすこと、を挙げることができる。ここではこのことにアドレスする。 

① DS 長と ALK の結合定数 

既に糖鎖の長さ（鎖長と略す）4 糖以上であれば、ALK の自己リン酸化を誘導すること

を見出している。DS鎖長 4、6、8、16 糖まで利用可能なのでこれらと ALK（N末端領域

のビオチン化タンパク質）の結合の KD値を、表面プラズモン共鳴を利用して算出する。

鎖長と ALK への結合性に相関があるのか、興味深い。 

② DS と ALK の結合様式 

DS 鎖長が長いほどクラスター化が進むことが予想されるが、詳細は不明である。カロ



リメトリを用いて DS 4、6、8、16 糖と ALK（N末端領域：GST 融合タンパク質）の結合

について、結合量比を算出する。 

③ 自己リン酸化 

EML4-ALK 融合タンパク質の活性化を考慮すると内在性の ALK もクラスター化による自

己リン酸化が活性化機構と予想できる。ALK 全長の発現ベクター（作成済み）を HEK293T

細胞に発現させ、DS 4、6、8、16 糖を倍地中に加えて ALK の自己リン酸化を定量する。

このリン酸化と上記 2）の結合様式の間に相関性があるか否か、興味深い。 

④ ALK の結合ドメイン 

これまでの記述では DS との結合を ALK の N 末端領域で見るとしてきた。Schlessinger

らのヘパリンの報告でこのドメインが結合することが示され、実際我々のデータも DS

とこのドメインの結合でほぼ全てを説明できる。しかしこれは ALK の他の細胞外ドメイ

ンとの結合を除外するものではなく、その可能性を探る。各ドメインと DS の結合を主

に表面プラズモン共鳴を用いて算出する。もし、N末領域以外に強い結合ドメインを見

出した場合は、2）のカロリメトリを用いて結合様式を算出し、3）の自己リン酸化との

相関を検証する。 

(2)DS-ALK axis の生理的役割の解明 

もう一つの生理的リガンドの要件は生理的に生体に存在し ALK と共存しうる発現を示し、さ

らに内在性の ALK を十分に活性化し、表現型を表出することである。これらにアドレスする

ために以下の実験を行う。 

① DS プロテオグリカン、DSならびに活性化 ALK の局在 

DS を担うプロテオグリカン（PG）を総称して DSPG というが、その代表は biglycan、

decorin である。これらの局在を特異抗体（Abcam ab49701、ab175404 など）、DS の局

在（抗体 SIGMA HPA014764 など）を特に胎生 15.5 日の胎仔を用いて中枢神経および末

梢神経の投射部位を中心に詳細な解析を行う。ALK については自己リン酸化（Y1604）

（抗体 CST #3341 など）を見ることにより、生体内での活性化状況を把握できる。中

でも、既に DS が成体皮膚、血管等に発現することが知られているので、ALK の状態を

注視したい。 

② DS が内在性 ALK を活性化することの証明 

DS が初代培養神経軸索再生を ALK 依存的に促進することを既に見出している。すなわ

ち ALK ノックダウンあるいは ALK 阻害剤クリゾチニブが DS による軸索再生を抑制す

る。さらに DSは初代培養神経軸索先端で内在性 ALK の自己リン酸化を誘導する。この

状況下で、上述の 1-4）で確定する ALK の結合ドメインをデコイとして投与する実験を

行う。DS を特異的にトラップすると ALK 自己リン酸化が抑制されると予想される。 

 また、DSPG の一つ biglycan を発現する COS 細胞と後根神経節の共培養を行う。ここ

では後根神経節の神経軸索先端の ALK が COS 細胞から分泌される biglycan 上の DS を

感知して、軸索先端では ALK 自己リン酸化が起き、さらに COS 細胞寄りに軸索伸長が

誘導されることが期待される。 

③ 病的状況下での DS-ALK の意義 

損傷軸索末端は dystrophic endball と呼ばれる特異的な形状を呈する。我々は CS-

PTPRσaxis がコータクチンのチロシンリン酸化を外し、その結果オートファジーの中

断を引き起こし、これが必要十分条件となって dystrophic endball を誘導することを

証明してきた。このシグナリングに DS-ALK がどう影響するかを検証する。この結果は



受容型のチロシンフォスファターゼとチロシンキナーゼのクロストークという観点か

らも興味深い。 

④ axisの生理的役割の解明  

PTPRσの基質として、われわれはcortactinを同定したが、その他にもいくつかの基

質が報告されている。ALKが軸索上でPTPRσと拮抗するならば、PTPRσの基質をリン

酸する可能性がある。幸いPTPRσの基質の網羅的同定に、BioID法を用いて成功し

た。この方法を用いて、ALKの基質の網羅的同定を目指す。 

 
４．研究成果 

DSが内在性ALKを活性化することを証明し、DSが初代培養神経軸索再生をALK依存的に促進する

ことを見出した。すなわちALKノックダウンあるいはALK阻害剤クリゾチニブがDSによる軸索再

生を抑制し、さらにDSは初代培養神経軸索先端で内在性ALKの自己リン酸化を誘導した。さら

に、DSにはALKに対してグリコサミノグリカンの中で最も強い結合能があり、4糖以上のDSがALK

の自己リン酸化を誘導することを明らかにした。また、ALKの活性化機構の全容解明のために近

位依存性標識法BioIDにより、ALKと相互作用する分子群を同定した。加えて従前の研究代表者

らの研究成果によりPTPRσとALKのクロストークが予想されるためにPTPRσと相互作用する分子

群もBioID法により同定した。その結果、この相反する機能を持つ2つの酵素に共通する基質分

子群があることが判明した。すなわちALKによってリン酸化され、PTPRσによって、脱リン酸化

される分子群である。これまではレクチンと総称される、結合機能をメインとする糖鎖結合タ

ンパク質は存在したが、シグナル伝達を伴う酵素活性を有する受容体への注目はなかった。従

って、本研究は糖鎖によるシグナル伝達という新しいコンセプトを確立する上でも重要であ

る。今後はこれらの分子スイッチの生理学的意味について、神経を舞台に研究が展開できる。 
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