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研究成果の概要（和文）： 
トリプシン様プロテアーゼにより N末端切断された PAP-III（ΔN-PAP-III）が線維状構造を取
り、神経突起と非常に密に接着することを見出した。神経細胞をΔN-PAP-III 線維上で培養す
ると軸索伸長が顕著に促進されたことから、ΔN-PAP-III 線維は再生軸索伸長の良い足場とな
ることで再生を促進する可能性が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I revealed that N-terminal processed PAP-III (ΔN-PAP-III) formed fibrillar structures 
and attached tightly to neuronal surfaces. When a dense networks ofΔN-PAP-III fibers 
were prepared on the culture dishes, neurites preferentially adhere to theΔN-PAP-III 
fibers and neurite extension was enhanced. These results suggest a possibility that 
PAP-III may form insoluble fibrillar structures around injury site and would provide 
regenerating axons with a platform for elongation. 
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１．研究開始当初の背景 
 分泌型レクチン pancreatitis-associated 
protein-III （PAP-III）は C 型レクチンに
分類される分泌タンパクである。神経損傷時、
損傷神経細胞またはシュワン細胞で極めて
強く発現応答するため、神経再生過程で重要
な役割を果たすことが予想されるが、その機
能は良く分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 私は PAP-III の機能解明を進める過程で、

末梢神経損傷部位で PAP-III タンパクは N末
端が切断されていることを見出していた。さ
らに、トリプシン様プロテアーゼで N末端 11
ア ミ ノ 酸 が 切 除 さ れ た PAP-III ( Δ
N-PAP-III)が in vitro で 2 つの活性（1: コ
ンドロイチン硫酸に結合する 2: 線維状構
造を形成し神経細胞表面に接着する）を持つ
ことを発見していた。そこで、本研究では
PAP-III の N 末端切断という現象に着目し、
ΔN-PAP-III の神経再生における機能を明ら
かにすることを目指した。 
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３．研究の方法 
 In vitro ですでに見出していた「線維状構
造を形成し神経細胞表面に接着する」活性に
ついて、まず培養系で免疫細胞化学や電子顕
微鏡詳細を用い詳細に解析した。神経細胞表
面上にはΔN-PAP-III 結合分子（受容体）が
存在する可能性が考えられたため、結合分子
を共沈実験により探索した。また、これら実
験に有用と思われるΔN-PAP-III 線維特異的
モノクローナル抗体を作成した。 
 In vivo における機能解析のため、まず神
経損傷部位付近におけるΔN-PAP-III 線維の
形状と局在を、作成したモノクローナル抗体
を用いた免疫組織化学により調べた。さらに、
モノクローナル抗体による機能阻害、または、
ノックアウトマウスを用いた機能欠失が軸
索再生に与える影響を神経損傷モデル動物
にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ΔN-PAP-III 線維と培養神経細胞のイン
ターラクションの詳細な観察 
 大脳皮質初代培養神経細胞に対しΔ
N-PAP-III 線維が接着する様子を走査型電子
顕微鏡により観察した。その結果、Δ
N-PAP-III 線維が神経突起に絡みつくように
接着することが明らかとなった。 

 
(2)ΔN-PAP-III 線維特異的抗体の作成 
 計画を効率良く進めるため、全長の
PAP-III は認識せず、N 末端が切断されたΔ
N-PAP-III のみを認識するラットモノクロー
ナル抗体の作成を試みた。In vitro で切断反
応を行ったΔN-PAP-III を抗原とし、腸骨リ
ンパ節法を用いた結果、ΔN-PAP-III を特異
的に認識するハイブリドーマが 1クローン得
られた。このハイブリドーマクローンから精
製した抗体を以下の実験に用いた。 
 
(3)ΔN-PAP-III 線維の神経突起伸長活性 

 ΔN-PAP-III 線維が強く神経突起に接着す
ることから、ΔN-PAP-III 線維が神経突起伸
長の足場となり、神経突起伸長を促進する可
能性を検討した。ΔN-PAP-III 線維を密に敷
いたカバースリップ上で大脳皮質神経細胞
を培養したところ、神経突起伸長が顕著に促
進された。コントロールに対し、最長突起の
長さは 2.24 倍に、突起の長さの総和は 3.14
倍に増加した。この突起伸長活性は既存のポ
リクローナル抗体または作成したモノクロ
ーナル抗体で有意に抑制されたことから、こ
の活性はΔN-PAP-III 特異的なものであるこ
とが裏付けられた。 

 
 
(4)ΔN-PAP-III 結合分子の探索 
 ΔN-PAP-III 線維は強く神経細胞表面に接
着することから、神経細胞表面に結合分子
（受容体）が存在することが予想された。そ
こで、培養神経細胞から調整した膜画分とΔ
N-PAP-III 線維を in vitro で反応後、Δ
N-PAP-III 線維と共沈するタンパクを探索し
た。共沈タンパクを SDS-PAGE で分離後、得
られたバンドを切り出し、飛行型質量分析器
にてタンパク同定を行った。幾つかのタンパ
クが同定されたが、すべて細胞質タンパクで
あったため、非特異的な結合であると判断し
実験を中断した。 
 ΔN-PAP-III 線維は他の分泌タンパクと相
互作用する可能性も考えられる。そこで、次
に分泌タンパクを標的とし、共沈するタンパ
クの同定を試みた。ラット血清を用い共沈実
験を行った結果、軸索伸長効果を持つことが
報 告 さ れ て い る 細 胞 外 タ ン パ ク
thrombospondin-1 を同定した。2者間の結合
がどのように互いの機能に影響を及ぼすか
現在解析を進めている。 



 
(5)生体におけるΔN-PAP-III の形状と局在 
 既存の抗 PAP-III ポリクローナル抗体、作
成したΔN-PAP-III 特異的モノクローナルを
用い、坐骨神経切断ラットの損傷軸索を染色
した。様々な固定条件と染色条件で免疫組織
化学を行ったが、良好なシグナルは得られず、
ΔN-PAP-III 線維の in vivo における形状と
局在は評価できなかった。現在モノクローナ
ル抗体をさらに作成し、再試行を行なってい
る。 

 
 
(6)生体におけるΔN-PAP-III の機能解析 
 ΔN-PAP-III 線維の神経突起伸長活性が神
経再生に与える影響を検討するため、坐骨神
経切断モデル動物でΔN-PAP-III 線維の機能
阻害を試みた。 
 作成したΔN-PAP-III 線維特異的モノクロ
ーナル抗体が、少なくとも培養系では機能阻
害抗体として働くことが(3)で示されたため、
坐骨神経損傷モデルラット作成時、神経切断
部位にモノクローナル抗体を投与した。しか
しながら、再生軸索の伸長には影響を与えな
かった。損傷時の 1回投与ではなく、浸透圧
ポンプなどを利用した持続投与を行うこと
で、再評価を行いたいと考えている。 
 また、研究期間内にノックアウトマウスの
作成が完了したため、マウス神経損傷モデル
を用いた解析を計画した。しかし、ヘテロ雄
マウスが不妊となり、ホモマウスが産出でき
なかった。現在、雄生殖器における PAP-III
発現を含め、不妊となる原因の特定を進めて
いる。 
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