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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸（CS）は脳神経系の主要な細胞外マトリックス

構成成分であり、神経突起形成や可塑性、神経再生などの様々な局面に関与する。本研究では、

「神経突起形成」における CS の硫酸化の機能解析を行い、以下の成果を得た。１）高硫酸化

CS の一つである CS-E には、神経突起伸長促進作用があるが、その作用は神経細胞表面上に

発現する細胞接着分子である contactin-1 が CS-E を認識する受容体として機能することによ

り発揮されることを見出した。２）CS の主要な硫酸化構造の生合成を担う硫酸基転移酵素

（C4ST-1）の発現をノックダウンしたゼブラフィッシュ胚を作製し、CS の硫酸化が運動神経

軸索の伸長制御に重要であることを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate (CS) chains are major components of 
extracellular matrix in nervous system, and have a broad impact on various 
neurobiological phenomena. In this project, regulatory roles of CS in neuritogenesis were 
investigated using several model systems, and the key findings are as follows: 1) A plasma 
membrane-tethered cell adhesion molecule, contactin-1, can function as a neuronal 
cell-surface CS receptor, and mediates neurite extension promoted by an oversulfated CS 
variant, CS-E. 2) A morpholino-based knockdown of chondroitin 4-O-sulfotransferase-1, 
which contributes substantially to the in vivo construction of 4-O-sulfated CS, revealed the 
functional importance of the characteristic CS sulfation codes in motor axon guidance in 
zebrafish embryogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 
 CS は、硫酸化グリコサミノグリカン多
糖のひとつであり、コアタンパク質に共有
結合したプロテオグリカン（CSPG）とし
て、脳神経系をはじめ、あらゆる組織の細
胞表面や細胞外マトリックスに分布し、細
胞の接着、増殖、分化、形態形成など生命
活動の根幹を担う様々な現象に関与する。
特に最近では、外傷性障害を受けた成体脳
において高発現する CSPG が、再生軸索の
伸長を阻害する主要な悪玉分子として、神
経再生医療の観点から脚光を浴びている。
実際、脳の損傷領域で高発現する CS を細
菌由来の分解酵素で除去すると、CSPG に
よる阻害効果が消失することから、悪玉分
子の実態は CS 鎖部分であると考えられて
いる。一方で、CS は必ずしも神経突起の
伸長を阻害するわけではなく、一部の CS
には、むしろ促進する働きがある。 
 このような脳神経系における一見矛盾し
た CS の作用は、その構造多様性に起因す
ると考えられている。CS はグルクロン酸
と N-アセチルガラクトサミン（GalNAc）
が交互に繰返した単純な糖鎖骨格からなる
が、その様々な部位が硫酸化されることで
多彩な機能を産み出す構造的基盤を獲得す
る。事実、ほ乳類の組織に多く含まれる典
型的な低硫酸化 CS は、一般に神経突起の
伸長に対し許容的ではないが、比較的含量
が低い CS バリアントである高硫酸化
CS-E には、初代培養神経細胞の神経突起
伸長を強力に誘導する作用が見出されてい
る。したがって、損傷脳の機能回復を「CS
の硫酸化」を制御することにより担保でき
る可能性は高く、高硫酸化 CS の神経再生
医療への応用が期待されるが、CS-E の神
経突起伸長促進作用がどのような分子メカ
ニズムを介して発揮されるかは不明であっ
た。 
 また、これまで明らかにされている脳神
経系における CS の機能は、内在性の CS
を、その構造の違いに依らず一様に分解除
去した場合や、異種動物由来の比較的均一
な硫酸化構造をもつ特徴的な CS 標品を外
来的に投与した場合に観察される現象に基
づいて提唱されたものに他ならない。それ
ゆえ、実際の生体内における「CS の硫酸
化」の潜在的能力を明確にすることは極め
て重要で課題となっている。CS の硫酸化
構造は、基質特異性の異なる複数の硫酸基
転移酵素群（CSSTs）の働きにより生合成
されることから、個々の CSST の発現を分
子生物学的手法により撹乱することは、脳

神経系をはじめとする内在性の CS におけ
る硫酸化の意義を解明する上で有効な手段
となりうる。 
 
２．研究の目的 
 CS が豊富に存在する脳神経系の代表的
な細胞分化過程である「神経突起形成」に
おける CS の硫酸化の意義とその分子メカ
ニズムを解析し、CS をターゲットとした
神経再生医療への応用に繋がる新しい分子
基盤を確立することを目的として、以下に
掲げる課題に取り組む。 
 
（１）高硫酸化 CS である CS-E により促
進される神経突起伸長の分子メカニズムの
解明を目指す。CS の構造の違いにより機
能の違いが生じる要因の一つとして、CS
の構造を識別するレセプター分子が存在す
る可能性が以前より提唱されている。そこ
で、「CS-E に応答性を示す神経細胞には、  
CS-E を特異的に認識する CS レセプター
分子が発現している」という仮定に基づき、
その候補分子の同定を試みるとともに、高
硫酸化 CS を受容することにより発動する
細胞内シグナル伝達経路を特定する。 
 
（２）CS の硫酸化の脳神経系における意
義を個体レベルで明らかにする目的で、近
年脊椎動物のモデル動物として有用視され
ているゼブラフィッシュの胚発生系とモル
フォリノオリゴヌクレオチドを用いた遺伝
子ノックダウン技術を利用して、CS の主
要な硫酸化構造である GalNAcの 4位の硫
酸化を触媒する硫酸基転移酵素（コンドロ
イチン 4-O-硫酸基転移酵素-1: C4ST-1）を
ノックダウンした胚の脳神経系を中心とし
た表現型を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）神経細胞に発現する細胞接着分子の
中から、CS-E と結合性を示す分子を選定
し、候補分子の CS レセプターとしての妥
当性を評価した。予備的な解析により、
CS-E によっても突起の伸長が観察されな
い神経芽細胞由来株（Neuro2a: N2a）にお
いて、イムノグロブリンスーパーファミリ
ーの属する細胞接着分子の一つである
contactin-1（CNTN-1）の顕著な発現低下
を見出していたので、CNTN-1 の CS レセ
プターとしての機能を解析した。 具体的に
は、CNTN-1 の全翻訳領域を含む発現ベク
ターを N2a 細胞に導入して、CNTN-1 過
剰発現株（N2a/CNTN-1 細胞）を樹立し、



CS-E 基質上で培養することによって突起
の伸長が有意に促進されるかを調べた。
CS-Eにより促進されるN2a/CNTN-1細胞
や初代培養神経細胞の神経突起伸長におけ
る CNTN-1 の関与を明確にするために、
CNTN-1 に対する中和抗体を用いた阻害
実験を行った。また、CS-E を含む種々の
CS バリアントと組換え CNTN-1 タンパク
質との間の結合親和性について、表面プラ
ズモン共鳴を用いたバイオセンサーである
BIAcore を用いて解析した。さらに、CS-E
が CNTN-1 のリガンドとして機能しうる
かを検証するために、N2a/CNTN-1 細胞を
CS-Eで刺激することにより、細胞内のFyn
キナーゼの活性化レベルが上昇するかを調
べた。 
 
（２）C4ST-1 に対するモルフォリノオリ
ゴをゼブラフィッシュ胚に注入し、C4ST-1
の発現をノックダウンした胚（C4ST-1 モ
ルファント）の表現型について、脳神経系
の異常を中心に総合的に解析した。特に、
腹側運動神経の走行について解析を行う際
には、胚に対して抗α–チューブリン抗体
を用いた免疫染色を施した。 
 
４．研究成果 
（１）CS-E 基質上で培養した N2a 細胞で
は突起の伸長がほとんど見られなかったの
に対し、CNTN-1 を過剰発現させた N2a
細胞（N2a/CNTN-1 細胞）の多くで、長い
突起の伸長が観察された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 図１．CS-E 基質上で培養した N2a 細胞および N2a/CNTN-1   
    細胞の形態 
 
N2a/CNTN-1 細胞や初代培養神経細胞で
観察される CS-E 依存性の神経突起伸長は、
CNTN-1 に対する中和抗体の添加により
特異的に抑制された。一方、N2a/CNTN-1
細胞を低硫酸化 CS（CS-A や CS-C）基質
上で培養しても有意な突起の伸長は観察さ
れなかった。また、BIAcore を用いた分子
間相互作用解析により、CS-E は低硫酸化
CS とは異なり、生理的条件下において
CNTN-1 と有意な結合親和性をもつグリ
コサミノグリカンであることが分かった。
さらに、N2a/CNTN-1 細胞を CS-E で刺激
することにより、CNTN-1 依存性の細胞内
シグナル伝達系の最初の構成因子である非
受容体型チロシンキナーゼ Fyn の活性化
レベルが上昇することが判明した。以上の

結果から、CNTN-1 が CS-E に対して強い
親和性をもつ CS レセプターとして機能し、
CS-E の神経突起伸長促進活性を仲介する
分子であることが明らかになった。それと
同時に、CS というグリコサミノグリカン
糖鎖自身が、神経突起伸長を誘導する細胞
外シグナル分子として振る舞うことができ
るという新しい機能的側面が明らかになっ
た。 
 
（２）C4ST-1 モルファントでは、4-O-硫
酸化 CS の割合が減少し、体軸や尾部が曲
がったり捻れたりする顕著な形態異常が観
察された（図２）。分子マーカーの発現解析
から、この形態異常は筋分化が正常に進行
していないことが原因であることが示唆さ
れた。さらに、脊髄から腹側へ投射する腹
側運動神経の走行を観察したところ、
C4ST-1 モルファントでは、短い軸索や分
岐異常の軸索など異常投射を示す腹側運動
神経の発生頻度が有意に高いことがわかっ
た（図２）。腹側運動神経の軸索は、CS の
発現量が元々高い領域（脊索と体節との境
界域）に沿って伸展することが知られてお
り、この領域における 4-O-硫酸化 CS の減
少が運動神経軸索の投射異常を引き起こし
たものと考えられる。以上の結果から、CS
の硫酸化がゼブラフィッシュ胚発生過程の
筋分化や神経軸索ガイダンスに関与してい
ることが示唆された。 

 
図２．C4ST-1 モルファントの表現型 
（A および C）野生型．（B および D）C4ST-1 モルファント．

C4ST-1 モルファントでは、体軸が湾曲したり、尾部が捻れたり

する表現型（B，矢じり）を示すとともに、短い軸索や分岐異常

の軸索など異常投射を示す腹側運動神経（D，矢じり）の発生頻

度が有意に高かった。 
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