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研究成果の概要（和文）：反応性アストロサイトに発現するOASIS転写因子のノックアウトマウスでは神経再生阻害性
コンドロイチン硫酸の発現が野生型に比して弱いことを見出した。コンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG)の産
生の過程で働く種々の因子について野生型とKOマウスで比較したところ硫酸基転位酵素であるC6ST-1がKOマウスで低下
していた。C6ST-1のゲノムにおいて第一イントロンにはOASISの認識配列であるCREが複数存在し、人工転写アッセイで
このCREを欠いたものではOASISによるC6ST-1の発現が低下することから、OASISはC6ST-1の制御をすることで神経再生
阻害に働くものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We found that chondroitin sulfate proteoglycan expression is reduced in the OASIS-
kockout mouse as compared to the wild type mouse. We screened that target genes of OASIS transcription in 
the CSPG production pathway and found that C6ST-1, an enzyme that transfers sulfate moieties to CSPG, was 
a potential candidate. By artificial transcription assay system, we examined whether C6ST-1 transcription 
is regulated by OASIS or not. The first intron of the C6ST-1 genome contained several CRE (OASIS binding s
ite) and deletion of those CREs reduced C6ST-1 transcription. Taken together, we concluded that OASIS inhi
bits neuronal regeneration by regulating C6ST-1 activities in the injured central nervous system.

研究分野：

科研費の分科・細目：

神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 

中枢神経系においては一旦損傷が起こる

と傷ついた神経細胞は再生しないという

のが、定説として長らくあった。しかし

近年損傷部位の環境を人為的に整えるこ

とで損傷した神経細胞の軸索が再び伸び

て、神経回路を復活させることが出来る

という報告が数多くなされてきている。

神経再生を阻害する環境の代表的な物と

しては大きく分けて以下の二つが挙げら

れる。第一はオリゴデンドロサイトの表

面分子群である Nogo、MOG などが軸索

を排除する働きを持っている。第二は損

傷部位で活性化するアストロサイトが分

泌するコンドロイチン硫酸プロテオグリ

カンに代表される再生阻害性の細胞外基

質である。後者に関しては神経損傷部位

にコンドロイチン鎖を消化する酵素であ

る Chondroitinase ABC を注入すると神

経再生が促されるという実験結果が報告

されて以来、再生治療への期待が高まっ

ている。 

 

２．研究の目的 

１） 我々が単離同定した転写調節因子

OASIS は損傷脳において活性化アス

トロサイトに強く発現する特徴を有

する。脊髄或いは大脳皮質に機械的

損傷を加えたモデルでは OASIS 遺

伝子、蛋白の発現上昇が認められる。

我々はこの OASIS のノックアウト

マウス（以下 KO マウス）を既に作

成しているので、まずこの KO マウ

スと野生型マウスの脳損傷に対する

反応性の違いを組織化学的に、或い

は生化学的に検証することを目的と

した。 

２） KO マウスにおけるコンドロイチ

ン硫酸プロテオグリカン（以下

CSPG）の発現が野生型に比べて低下

していることが認められたので、次

にこの低下が何に起因するものかに

ついて CSPG の産生プロセスに関わ

る分子群の発現を KO マウスと野生

型マウスで比較検討し、OASIS の標

的となる可能性のある分子(群)を検

索した。 

３） OASIS の標的分子の候補が同定さ

れた（C6ST-1, 詳細は後述）ので、

この分子の転写調節メカニズムを調

べる目的でゲノム遺伝子を単離し、

転写調節に関わると考えられる部位

の塩基配列を決定、これを基に人工

転写アッセイ系を作成し、OASIS が

直接この候補遺伝子の転写調節を行

っているか否かについて検討した。 

３．研究の方法 

１） 脳損傷の作成。 

KO マウス或いは野生型マウスの頭

皮を切除解放し、頭蓋骨を歯科用ド

リルで削って薄くし、19 ゲージの滅

菌注射針を刺入することで、大脳皮

質に再現性良く機械的損傷を作成し

た。 

２） CSPG の発現解析 

CSPG の糖鎖を認識するモノクロー



ナル抗体CS56を用いてKOマウス、

野生型マウスの損傷部位を中心に免

疫組織化学的にCSPGの発現局在を

比較検討した。 

また損傷脳部位を摘出した後に蛋白

を抽出、Chondroitinase ABC で処

理した後に SDS-PAGE ゲルに展開、

PVDF 膜に蛋白を転写した後に、Δ

６S 抗体（酵素処理されたコンドロ

イチン硫酸鎖を特異的に認識する抗

体）を使ってウエスタン解析を行い

定量化した。 

３） CSPG の産生経路に関わる因子群の

スクリーニング。 CSPG の産生経

路はコア蛋白、糖転移酵素、硫酸基

転位酵素、など多種の因子からなる。

これら因子の遺伝子をリアルタイム

PCR法を用いてKOマウスと野生型

マウスの損傷部位で発現量の変化を

比較検討した。 

４） 候補因子の転写調節機構の解析。上

記のスクリーニングで候補とされた

遺伝子（群）の転写に OASIS が関わ

っているかについて、候補遺伝子の

ゲノム DNA を単離し、転写に関わ

ると考えられる領域を絞り込んだ上

で、レポーター遺伝子と結合させて、

細胞に OASIS 遺伝子と共に発現さ

せて、レポーター蛋白の定量評価に

より転写活性を検討した。 

４．研究の成果。 

１） OASIS ノックアウトマウスにおけ

る CSPG 染色の低下。 

CS56 抗体を用いた免疫組織化学法では

KO マウスと野生型マウスの脳損傷部位

の染色に明らかな差が認められた。CS56

抗体は糖鎖を認識する抗体であるため、

この抗体による染色性の低下はCSPGの

コア蛋白の酸性低下、CSPG の糖鎖修飾

の低下のいずれか或いは両方の低下の可

能性が考えられた。ウエスタンブロッテ

ィングにおいては主なコア蛋白の発現低

下は認められなかったので、糖鎖修飾に

異常がある可能性が考えられた。 

２） 糖鎖修飾酵素群のスクリーニング 

糖鎖修飾に関わる因子として、糖鎖を伸

張するための糖転移酵素、糖鎖に硫酸基

を付加する硫酸基転位酵素などがある。

このような因子群（35 因子）をリアルタ

イム PCR で発現解析を行った。KO マウ

スと野生型マウスの脳損傷部位から

mRNA を抽出し、逆転写酵素により

cDNA を合成、これを基に各因子の遺伝

子発現を比較検討したところ、C6ST-1

遺伝子が KO マウスで有意に発現低下し

ていることを見出した。すなわち C6ST-1

遺伝子が OASIS により発現調節されて

いる可能性が考えられた。C6ST-1 は

CSPG の糖鎖の 6 位の部分に特異的に硫

酸基を付加する機能を有する酵素である。

しかし直接OASISがC6ST-1の発現調節

をしているか否かについては確証はない

ので次に C6ST-1 のゲノム遺伝子を用い

た人工転写アッセイを行った。 

３） C6ST-1 のゲノム解析 

C6ST-1 のゲノムのうち、転写に関わると
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3) 

4) 

5) 

6) 

7) 

8) 

9) 

これらCREが強調して

行っていることが明らかとなった。
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