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研究成果の概要（和文）：ポリシアル酸(polySia)はシアル酸が8-400残基縮重合した構造体の総称で、胎児脳の神経細
胞接着分子(NCAM)を修飾している。成体脳ではpolySia構造はほとんど消失するが、海馬や嗅球などの神経新生が盛ん
な領域ではその発現が維持されている。NCAM上のpolySia構造はその巨大な排除体積によって、細胞接着を負に制御す
ることが知られていたが、本研究によりpolySiaはFGF2などの神経における生理活性物質を自身に保持する分子保持機
能を持つこと、またその受容体への提示を制御することで神経機能を制御しうることが示された。この機能はpolySia
の構造によって調節されることも示唆された。

研究成果の概要（英文）：Polysialic acid (polySia) is a homopolymer of sialic acid with the degree of polym
erization 8-400 Sia residues. PolySia is highly expressed on the neural cell adhesion molecule (NACM) in e
mbryonic brains. In adult, polySia mostly disappeared; however, it persists in distinct regions such as hi
ppocampus, subventricular zone, thalamus, prefrontal cortex and amygdala, where neural plasticity, remodel
ing of neural connections or neural generation are ongoing. PolySia on NCAM is known to have anti-adhesive
 effects on cell-cell interactions due to its bulky polyanionic nature and is involved in regulation of ne
urogenesis and neuronal functions. In this study, we demonstrate that polySia functions as a reservoir sca
ffold for various molecules of neurological active molecules, such as fibroblast growth factor 2 (FGF2). 

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： ポリシアル酸　NCAM　ポリシアル酸転移酵素　FGF2　細胞増殖　ヘパラン硫酸　分子間力相互作用

生物科学・構造生物化学



１．研究開始当初の背景 
 シアル酸は糖タンパク質や糖脂質を構成す
る酸性糖で、受精、発生、分化などの生物学
的現象において重要な役割を担っている。通
常、1 残基が糖鎖の最外部に結合したモノシ
アル酸として存在するが、天然にはまれにそ
の末端シアル酸残基の上にさらにシアル酸の
直鎖ポリマーが結合するポリシアル酸
(polySia)構造として存在する。polySia（重合
度 8 以上）は脳髄膜炎細菌の表面莢膜多糖成
分として 1957年に初めて発見された。その後、
脊椎動物では神経形成期における神経細胞接
着分子(NCAM)、成体脳の電圧感受性ナトリウ
ムチャンネル及び魚卵の分泌顆粒局在糖タン
パク質であるポリシアロ糖タンパク質(PSGP)、
ヒトミルク CD36 にその存在が知られるよう
になった。NCAMを中心にした世界的な研究
の結果から、現在ポリシアル酸構造は主に胎
児脳に一過的に発現すること、成体脳では神
経の再編成が盛んな海馬などに偏在している
こと、その巨大な排除体積によって接着分子
の接着能を負に制御することにより脳の正常
な発達を促す重要な機能性糖鎖であること、
免疫寛容機構が働いていることが証明されて
いる。またポリシアル酸は、癌胎児性抗原と
しても認識されており、ある種の癌細胞（神
経芽細胞腫、腎芽細胞腫、小細胞肺癌細胞腫
他 13種）に発現することやその悪性度や転移
性に関与すること、近年では幹細胞にも発現
することが知られている。 
   近年、我々はこれまで報告例のないミクロ
グリア細胞に polySia が存在することを明ら
かにした。加えて、polySiaが炎症刺激で素早
く消失する現象を見いだした。特にこの
polySia の消失がシアリダーゼの分泌による
ことを示唆する結果を得ており、polySiaの脱
重合過程がミクログリア細胞の活性化に関わ
っていると推定している。そこでこのような
炎症刺激に伴う細胞表面の polySia の素早い
脱重合過程が polySia の機能を制御している
と考えた。即ち、polySiaが自身の巨大な排除
体積で細胞同士や細胞外マトリックスとの接
着を阻害するという従来言われてきた「反接
着機能」だけではなく、「様々な物質をプール
するリザーバー機能」を発揮しているのでは
ないかという作業仮説をたてるに至った。 
 我々はこの新機能を証明するために、まず分
子間相互作用解析法を新たに開発・適用する
ことによって、polySiaと結合する脳内の神経
作用因子を検索した。脳由来神経栄養因子
(BDNF)をはじめとするニューロトロフィン
類、増殖因子 FGF-2を見出し、また、フロン
タルアフィニティークロマトグラフィーの新
たな適用によって神経伝達物質(ドーパミン)

を polySia 結合分子として同定し、polySia が
分子保持機能を持つことを世界で初めて明ら
かにした。 
  
２．研究の目的 
本研究は以上の背景をもとに、予備的実験に
より polySia との結合が示された増殖因子
FGF2に特に焦点をあて、その polySiaとの複
合体の性質、FGF受容体(FGFR)との相互作用
およびシグナル伝達における役割を解明する
ことを目的とした。FGF2はヘパラン硫酸(HS)
との相互作用が注目されているが、polySiaと
の相互作用は初めての知見であるため、本研
究によってHSとの違いを明確にして、polySia
特異的な新しい FGF2 機能調節機構の提唱を
行うことを主要な目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、FGF2と polySiaの相互作用解析
を中心に in vitroおよび in vivoでその現象を解
析した。具体的には以下の内容を HS と比較
することで行った。まず polySiaと FGF2との
直接的な結合の完全証明のため、polySia と
FGF2の結合に必要な構成シアル酸、結合部位
および重合度の解析、FGF2-FGFR- polySiaの
三者会合体の解析、FGF2-polySia 複合体の性
質の解析をゲル濾過、水平式電気泳動、分子
間力測定装置などを用いて行った。また in 
vivo としての細胞における polySia 鎖の影響
を明らかにするために、培養細胞におけるポ
リシアル酸転移酵素 STX, PST および統合失
調症患者で発見された変異を持つSTXの安定
発現細胞株を樹立し、その細胞が分泌する
polySia-NCAM や polySia 発現培養細胞の
FGF2 がかかわる増殖および生存に対する影
響の解析を行った。 
	 
４．研究成果	 
FGF は線維芽細胞に対して増殖活性を有する
因子として、脳の抽出物中に見出された分子
で、現在ヒトにおいて 22種類同定されている。
中でも FGF2 は、脳の発達や神経幹細胞の増
殖の際に特に必要とされる因子であり、その
シグナルは受容体と細胞外マトリックス成分
であるヘパラン硫酸との三者複合体の形成に
よって最大になることが知られている。ポリ
シアル酸は成体脳において、海馬や嗅球など
神経の再生が盛んな領域に発現しており、幹
細胞のマーカーとしても知られている。特に
FGF の中でも特異的な結合が示唆された
FGF2 とポリシアル酸の相互作用はその点か
らも興味深い。そこで我々はポリシアル酸と
FGF2 の相互作用をまずゲルシフトアッセイ
法、ゲル濾過クロマトグラフィー法、SPR 法



など複数の方法を用いて解析した。SPR 法で
は、FGF2をアナライトとしたときの非特異的
な吸着を解消するために、センサーチップの
金表面に自己組織膜を形成させ、そこにスト
レプトアビジンを固相化した。その表面にビ
オチン化標識した polySiaや HSを流すことに
より、polySia表面および HS表面をもつセン
サーチップをつくることに成功した。さらに 
(GlcNAc)3 固相化表面をコントロールとして
分子間力相互作用解析を行い、より特異的な
結合性を解析した。その結果、FGF2と polySia
は直接結合し、その結合力は HS-FGF2の結合
力よりも強いこと、固相化表面とアナライト
を逆にして解析すると、FGF2-polySia の結合
力は 103オーダー減少するが、FGF2-HS では
変化しないことが明らかになり、polySia と
HSでは FGF2の結合サイトが異なることがわ
かった。またこの結合には polySiaの重合度が
17 以上の比較的長い polySia 鎖が必要である
ことがわかった。さらによりインタクトな分
子との相互作用を明らかにするために
polySia の 担 体 タ ン パ ク 質 と し て
polySia-NCAMを安定発現する細胞株を樹立
し、 polySia-NCAM の精製法を確立し、
polySia-NCAMを調製した。asialo-NCAMを
コントロールとして用い、FGF2 との特異的
相互作用をBIACOREを用いて解析したとこ
ろ、polySia-NCAMの polySia鎖の FGF2に
対する親和力は 10-9(M)オーダーであること、
コロミン酸由来の polySia 鎖単独で計測した
値よりも 10倍程度強いことがわかった。この
ことは、polySia-NCAMの polySia鎖が結合
している N-型糖鎖の構造も FGF2 との結合
に重要であることを意味している。さらに
FGF2 の polySia 鎖への結合は、FGF2 のイ
ンキュベーション時間依存的に減少すること
が明らかになり、FGF2 の時間依存的におこ
る微妙な構造変化(劣化)を polySia-NCAMが
感知すること、すなわち寿命を制御しうる機
構の存在が示唆された。またゲル濾過および
架橋実験により FGF2単量体が polySiaと結合
し、巨大な複合体を形成すること、
polySia-FGF2 複合体中の FGF2 は受容体が近
傍にきても受容体へは移行しないことがわか
った。さらに、polySia-NCAMの FGF2に対す
る結合力は、これまで結合が明らかになって
いた HS鎖や NCAMのタンパク質部分よりも
大きいことがわかった。興味深いことに、
FGF2- polySia 複合体と FGF2-HS 複合体は、
FGF2上の会合部位が異なり、複合体の大きさ
や構造も全く異なる。さらに、FGF2-polySia
複合体中の FGF2 は FGFR には移行できない
が、HSには移行できることなどが明らかにな
った。結合定数はやや polySiaの方が高いこと

から、FGF2 の polySia から HS への受け渡し
が行われることが示唆された (図 1)。 
	 一方、in vivoの一例として HSが発現して
おり、polySia 鎖が発現していない NIH-3T3
細胞を用いて FGF2と polySia鎖の影響を解
析した。ポリシアル酸転移酵素発現プラスミ
ドおよびヘパラン硫酸(HS)合成酵素(Ext1)の
siRNA を 用 い て 、 polySia+/HS+, 
polySia+/HS-, polySia-/HS+, polySia-/HS-の
4 種類の細胞を作製し、FGF2 依存的な増殖
および生存を解析した。その結果、FGF2 依
存的な増殖は HS 依存的であるが、この増殖

は polySia 鎖の存在で消失することが明らか
になった。なお生存には関与しないことがわ
かった。ことは FGF2依存的な増殖が HSだ
けでなく polySia 鎖を介しても行われること
を示唆している。また polySia 存在下での増
殖に関しては、FGFR を介する Erk および
Akt シグナルの変動から、その制御機構とし
てローパスフィルターモデルが提唱された。 
 
図 1:本研究であきらかになった polySia の新
しい機能(分子保持機能、リザーバー機能)およ
び共受容体依存的 FGF2放出の機構 
 
	 以上の結果より、今回はじめて NCAM上の
polySia鎖が細胞膜近傍において FGF2を非常
に強い力で特異的に結合し、増殖因子に対し
て親和的な空間を形成すること、HSのような
共受容体が近傍に来ると、自身に保持してい
た FGF2 を受け渡す事が可能であり細胞内部
へ FGFR を介したシグナルが伝達されること
が明らかになり、新しい細胞機能制御メカニ
ズムの一端が明らかになった。特に NCAM上
の polySia鎖と FGF2の結合は FGF2の時間依
存的に変化する構造を見分けている可能性が
示唆されており、FGF2の生体における寿命を
決定する因子であることが考えられること、
FGF2は成体脳における polySiaの発現維持部



位における神経幹細胞や他の細胞の増殖を司
る重要な因子であることは興味深い。 
	 polySia 鎖を生合成する酵素や担体タンパ
ク質の遺伝子欠損マウスの解析から、polySia
鎖が神経の可塑性、記憶、社会性行動のよう
な様々な高次脳機能に直接的または間接的に
関与することが明らかになってきている。ま
た polySia 生合成酵素は統合失調症や自閉症
と関わることが我々や他のグループから明ら
かになりつつある。しかし、その分子メカニ
ズムは不明のままである。今後、polySia鎖と
他の因子との相互作用および放出機構の解析
を深めることにより、これまで不明であった
polySia の高次脳機能の制御機構や精神疾患
の分子基盤が明らかになる。 
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