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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患での機能障害は、神経細胞内外における種々のタンパク質凝集体の異常形成に
起因する。本研究は、神経細胞中のヘパラン硫酸プロテオグライカン(HSPG) がトランスグルタミナーゼ 2 (TG2) の機
能を調節し、脳神経変性疾患発症に関与する可能性を、in vitro実験系で調べた。 C6グリア腫細胞のHSPGとTG2は、免
疫染色、ショ糖密度勾配超遠心で同じ膜ドメインに存在し、OptiPrep密度勾配遠心、細胞分画法で輸送小胞分画に検出
され、HSPGがTG2の細胞内外の輸送や酵素活性の調節に関与する事が示唆された。今後、両分子の相互作用の解明によ
る神経変性疾患の治療法開発への展望が広がる。

研究成果の概要（英文）：Many neurodegenerative diseases are often caused due to abnormal formation of prot
ein aggregates by transglutaminase 2 (TG2). Heparan sulfate proteoglycan (HSPG) has been also suggested to
 play critical role in many neurodegenerative diseases. Putative interaction of TG2 with HSPG has been sug
gested. The purpose of this study was to determine the role of HSPG species expressed by glial cells in ce
ll-surface trafficking and biological activity of TG2 related to pathogenesis of neurodegeneration using a
n in vitro approach. Subcellular fractionation and immunocytochemical analyses showed that TG2-specific co
mpartments were also specific for HSPGs suggesting possible interaction between those molecules. Understan
ding the bases of molecular interaction between TG2 and HSPGs and the precise role of HSPGs in regulation 
of biological activity of TG2 will help to identify the pathogenic mechanism of neurodegenerative diseases
 and to develop targeted rational therapy.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 高齢化にともない外神経変性疾患の患
者が急増し、特にアルツハイマー病、パーキ
ンソン病、及びハンチントン病などの神経変
性疾患を持つ患者では、記憶喪失や運動麻痺
が確実に進行する。神経変性疾患に対する治
療法は確立されておらず、効率的なリハビリ
テーションも確立されていない。外神経変性
疾患で惹起される神経細胞死や神経細胞の
機能障害は、神経細胞内外における種々のタ
ンパク質凝集体の異常形成に起因すると考
えられている。したがって上記プロセスの進
行を防ぐことは、これら疾患に対する新たな
治療法の開発に繋がる。生体内に広く発現す
るトランスグルタミナーゼ 2 (TG2) は、タ
ンパク質側鎖のグルタミン酸とリジンの間
に共有結合を形成する酵素である。この TG2
は、生体構造の構築や安定化に寄与し、セリ
アック病、糖尿病、肝疾患、癌など、様々な
病態形成に深く関与している。特に神経細胞
では、TG2 によってタンパク質間で共有結合
が形成され、タンパク質凝集体の分解が阻害
され、これが脳神経変性疾患の発症を左右す
ると考えられている。 
 
(2) ヘパラン硫酸プロテオグライカン 
(HSPG) は、細胞表面および細胞外マトリッ
クスの主要な活性分子の一つであり、成長因
子やサイトカインと相互作用し、これらの細
胞に対する作用や細胞内輸送を調節してい
る。最近、この HSPG がアルツハイマー病や
パーキンソン病といった病脳神経変性疾患
の病状や病因に重要なアミロイドで検出さ
れ、またHSPGの 1種であるシンデカン 4 と
TG2 の相互作用が発見された (Scrapellini 
et al., 2009)。これらの知見から、神経細胞に
表現している HSPG が TG2 の機能を調節し、
脳神経変性疾患の病状や病因に関与してい
る可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HSPG が TG2 に作用することに
よって、TG2 の神経細胞の細胞内外の輸送
（分泌とエンドサイトーシス）を調節し、酵
素活性を制御している可能性を in vitro の実
験系を用いて検討した。そのために以下の項
目を明らかにする。 
 
(1) 神経系細胞が生合成する HSPG を同定
し、TG2 との相互作用の有無を明らかにする。 

 
(2) 神経系細胞における HSPG が、TG2 の
細胞外への輸送（分泌など）に関与している
かを解明し、その生物学的な活性を調節して
いるかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 生化学的な実験 [逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応 (RT-PCR) およびイムノブロット法] 
を用いて神経系細胞に発現している HSPG

を同定し、これを TG2 に対する抗体を用い
た共沈殿し、質量分析を行うことにより
HSPG/TG2 複合体の存在を確認する。 
 
(2) 共焦点顕微鏡観察により TG/HSPG 複
合体の局在する神経細胞内コンパートメン
トを同定する。さらに、密度勾配超遠心法
を用いて TG/HSPG 複合体の局在する神経
細胞内コンパートメントのキャラクタリゼ
ーションを行う。 
 
(3) HSPGに対する siRNAを用いて、HSPG
をノックダウンした時の TG2 の細胞局在や
機能の解析を行う。 

 
４．研究成果 
(1)  生化学的および分子生物学的な解析に
より C6 グリア腫細胞おけるトランスグルタ
ミナーゼ 2 (TG2) の発現および細胞内の局
在の確認ができた。さらに、C6 グリア腫細
胞のプロテオグライカンを部分精製し、
HSPG の分子種の同定をおこなった。まずヘ
パラン硫酸鎖を特異的に認識する 3G10 抗体
を用いたイムノブロット解析の結果から細
胞には複数異なる分子量を持つ HSPG が存
在することが示唆された。また代表的な
HSPG の発現を RT-PCR により解析したと
ころ、数種の HSPG の mRNA が検出された。
以前、HSPG は神経組織でも多く発現してい
るという報告があったが、グリア細胞におけ
る HSPG のキャラクタリゼーションは本課題で
網羅的に行い、新たな HSPG に関する基礎知
識を得た。 
 
(2) TG2 に対する抗体を用いた共沈殿実験
をおこない、TG2/HSPG 複合体の同定をおこ
なったが、HSPG を検出する事ができず、
TG2/HSPG 複合体を同定することはできな
かった。そこで別のアプローチとして、TG2
および HSPG に対する抗体を用いてラット
C6グリア腫細胞の免疫染色を行ったところ、
同細胞において両方の分子が共局在してい
る事を確認した。これらの知見から、グリア
腫細胞に表現している HSPG は、TG2 と相
互作用している可能性が示された。 
 
(3) ショ糖密度勾配超遠心を用いてラット
C6 グリア腫細胞から膜ドメイン分画を調製
したところ、TG2 および HSPG は同じ比重
を持つ分画に回収された。従って、TG2 及び
HSPG が同じ膜ドメインに存在することが
示唆された。さらに、OptiPrep 密度勾配遠
心を用いた細胞分画法で、TG2 および HSPG
が存在する分画の同定を行った。その結果、
TG2 および HSPG は、輸送小胞の含まれる
分画に検出された。よって、C6 グリア細胞
に発現している HSPG は、TG2 の細胞内外
の輸送、及び TG2 の酵素活性の調節に関与
している事が示唆された。現在、分子生物学
的方法を用いて HSPG が、TG2 の機能の制



御に果たしている役割を明らかにする実験
を進めている。この関与を解明することで脳
神経変性疾患の病態発症のメカニズム見出
すことができると考えられる。 
 
(4) 多くの研究から、TG2 の調節不全がアル
ツハイマー病、パーキンソン病やハンチント
ン病といった多くの神経変性疾患の発症に
関与している事が示唆されている。今後の発
展に当たっては、TG2 の酵素活性の調節機構
を解明し、より神経変性疾患の発症に特異的
に関与する因子を見出し、神経変性疾患特定
的に作用する薬物標的を同定することは非
常に重要である。さらに、TG2/HSPG の分子
的間相互作用の基礎的なメカニズムを解析
し、TG2 の生物学的活性の調節にかかわる
HSPG の役割を明らかにすることが、神経変
性疾患の治療の開発に新たな展望をもたら
す。 
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