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研究成果の概要（和文）： 

申請者の所属する研究室では、脊髄損傷後の軸索再生過程においてグリコサミノグリカンの
1 種であるケラタン硫酸がコンドロイチン硫酸と同じ土俵で、軸索再生を強力に阻害する効果
を持つことを明らかにしていた。これを受けて申請者は本研究で、軸索再生を阻害する
KS/CSPGの同定と神経細胞によるKS/CSPGの認識機構を明らかにすることを目標に掲げた。
損傷を受けた脊髄組織、成長因子によって活性化されたアストロサイトから精製した
KS/CSPG を各種カラムクロマトグラフィーで精製し、ショットガンプロテオミクス法で網羅
的に同定した。その結果、当該 KS/CSPG がホスファカンであることが明らかになった。また
興味深いことに脳神経発達期に当たる生後 1 日齢の脳組織から精製された KS/CSPG も同様に
軸索伸長阻害効果を有していた。この KS/CSPG もホスファカンであることが同定されたこと
から、損傷後の軸索再生阻害と神経ネットワーク発達期の軸索ガイダンス機構ではホスファカ
ンが共通した機構で神経細胞に認識されている可能性が考えられた。さらに、培養細胞で作製
した KS を有するリコンビナントホスファカンは軸索再生を阻害し、KS 鎖が結合する領域を
欠損させたホスファカンは軸索再生阻害効果が弱いことから、神経細胞はホスファカン上の
KS 鎖を強く認識して軸索再生阻害を引き起こしているものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have revealed that keratan sulfate (KS), which is a kind of glycosaminoglycan, 
strongly inhibits the neurite outgrowth as well as chondroitin sulfate (CS). In this 
study, I aimed the identification of KS/CSPG and the evaluation of the mechanism 
recognizing KS/CSPG by neurons. KS/CSPGs were isolated from the injured spinal 
cords and reactive-astrocytes stimulated by the growth factors using column 
chromatography, and were identified by the shot-gun proteomics method. Phosphacan 
was mainly identified as the inhibitory KS/CSPG. Interestingly, the inhibitory 
KS/CSPG isolated from postnatal 1 day rat brain was also identified as phosphacan. 
Therefore, I suggest that the injured neurons and developing neurons recognize 
KS/CSPG in the common manner. In addition, the recombinant KS-bearing 
phaophacan strongly inhibited the neurite outgrowth, and the deletion of KS binding 
domain of phosphacan ameliorated the neurite outgrowth. From these result, I suggest 
that neurons strongly recognize keratan sulfate on phosphacan and inhibit neurite 
outgrowth. 
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１．研究開始当初の背景 
交通事故、スポーツ事故、脳挫傷などで損傷
を受けた中枢神経の軸索は、末梢神経とは異
なり再生しないと言われている。長年の研究
から、その理由は成熟神経細胞の再生能力が
低いこと、損傷神経周辺部の微小環境に存在
する再生阻害物質の存在（ミエリン Debris
やグリア性瘢痕）の 2 点に帰着している。と
りわけ後者のうち中枢ミエリン由来の阻害
因子については、Nogo、MAG、OMgp の 3
種の分子が代表的な役割を担っているとさ
れてきた。ところが最近、これら 3 種の分子
を欠損したマウスやミエリン由来の阻害因
子に対する受容体 PirB を欠損したマウスで
は、脊髄損傷後の機能回復がほとんど起こら
ないことが報告された（Neuron 66 663-670, 
2010、J. Biol. Chem. 286 1876-83, 2011）。
従って、ミエリン由来の阻害因子による軸索
再生阻害は極めて限定的なものであり、主た
る軸索再生阻害因子が別に存在すると考え
られる。神経損傷時には損傷部位周辺の活性
化したグリア細胞からプロテオグリカンや
ヒアルロン酸などの分子が多数放出され、グ
リア性瘢痕が形成される。プロテオグリカン
（PG）はコアタンパク質に、2 糖の繰り返し
構造を持つ長大な糖鎖（グリコサミノグリカ
ン；GAG）が付いたものであり、中でもコン
ドロイチン硫酸（CS）鎖が付いたコンドロイ
チン硫酸プロテオグリカン（CSPG）が代表
的なプロテオグリカンである。神経損傷部位
周辺で産生された PG は様々なタンパク質と
複合体を形成し、破壊された細胞外マトリッ
クス構造の修復や成長因子の捕捉などを行
う。このように、損傷した結合組織はプロテ
オグリカンによって修復されるが、同時に切
断された軸索の再生を阻害するという負の
側面を持ち合わせている（Nature 416 
636-640, 2002、J. Neurosci. 26 7405-7415, 
2006）。申請者は、このグリア性瘢痕に蓄積
された PG が軸索再生を阻害する真の軸索再
生阻害因子であると考えている。実際、申請
者の所属研究室では、脳に発現したグリコサ
ミノグリカンの一種であるケラタン硫酸
（KS）に焦点を当て、損傷後の軸索再生阻害
メカニズムの解明に取り組んできた。その結
果、KS 鎖を欠損させたマウスでは、脳損傷
後のグリア性瘢痕が形成されないこと、脊髄
損傷後に顕著な軸索再生効果を認めること
を明らかにした。（Glycobiology 16 702-710, 
2006、J. Neurosci. 30 5937-5947, 2010）。 
一方で脳神経発達期におけるプロテオグリ
カンの発現は時間的にも空間的にも精密に

制御されている。この場合、プロテオグリカ
ンは異常な神経ネットワーク形成を避ける
ための軸索ガイダンス分子として働いてい
る。申請者は、プロテオグリカンによる損傷
後の軸索再生阻害機構と発達期の軸索ガイ
ダンス機構には共通した機構が存在すると
考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
背景の項に示した様に、神経可塑性を制御す
るプロテオグリカンは KS/CSPG であると考
えられる。本研究では軸索再生を阻害する真
の KS/CSPG を正確に同定することを第一目
標に掲げた。同定されたプロテオグリカンが
真なる軸索再生阻害分子であるかどうかを
解明するために、リコンビナントプロテオグ
リカンを作製することで確認する。プロテオ
グリカン上の KS 鎖が軸索再生に必要か否か
は、当該プロテオグリカンの KS 鎖結合領域
を欠損させた変異型プロテオグリカンを用
いて解析する。 
 
３．研究の方法 
本研究をスタートする前に、生後 1 日齢のラ
ット脳組織から精製したプロテオグリカン
混合物は、KS 鎖依存的にラット小脳顆粒細
胞の軸索伸長を阻害することを見出してい
た（図１）。 

▲図１ KS 鎖依存的におこる軸索再生阻害 
 
そこで、このプロテオグリカン混合物から
5D4 抗体を用いて KS/CSPG の精製を行い、
ショットガンプロテオミクス法で同定した
（図２）。この手法によって約 17 種類のタン
パク質が候補分子として同定された。申請者
はその中からホスファカンが有力な候補分
子であると推測した。 
 
 



４．研究成果 
研究方法の項にも記載した通り、哺乳 1日齢
のラットプロテオグリカン画分に含まれる
主たる KS/CSPG はホスファカンであり、選
択的に 5D4 抗体カラムに結合することを明
らかにした。 

▲図２ ホスファカンは 5D4 カラムに特異
的に結合する。 
 
さらに申請者が所属する研究室では反応性
アストロサイトから分泌される KS/CSPG が
軸索伸長を阻害することを見出していた。そ
こで、当該 KS/CSPG の精製も同様に行い、
ショットガンプロテオミクス法を用いて同
定した。複数のタンパク質が同定されたが、
ホスファカンが最も高いスコアで同定され
た（図３）。この結果はホスファカンが真な
る軸索再生阻害因子であることを強く示唆
するものである。 

Name Score

Phosphacan  1480 
Neurocan  1048 

Actin, cytoplasmic 1  660 

Actin, aortic smooth muscle 268 
Tublin alpha-1A chain 263 
Tublin alpha-2A chain 250 

Biglycan 239 

Keratin, type 1 cytoskelton 236 
Keratin, type 2 cytoskelton 220 
Tublin beta-4B chain 199 

Histone H4 159 
 
▲ 図 ３  活 性 化 ア ス ト ロ サ イ ト 由 来
KS/CSPG はホスファカンである。 
 
次にホスファカンが真なる軸索再生阻害分
子であるか否かを明らかにするため、タグ融
合型リコンビナントホスファカンの作製を

試みた。Fc 融合型ホスファカンの発現ベクタ
ー（PMFc）を構築し、COS-1 細胞に対して
強制発現した。培養上清から Fc 融合型ホス
ファカンを精製し、抗 KS 抗体（5D4）でイ
ムノブロットを行った。その結果精製したホ
スファカンは KS 鎖を有していることが明ら
かになった。また、このホスファカンはコン
ドロイチナーゼ ABC 処理によって分子量が
低下することから、コンドロイチン硫酸も有
していることが明らかになった。一方で、KS
鎖が結合すると推測される領域を欠損させ
たホスファカン（PFc）を COS-1 細胞に対し
て強制発現させると 5D4 抗体に対する反応
性が失われた。興味深いことにこのホスファ
カンはコンドロイチナーゼ ABC 処理によっ
て分子量が低下することから、コンドロイチ
ン硫酸を有していると考えられた（図４）。
すなわち、ホスファカン上におけるコンドロ
イチン硫酸とケラタン硫酸の結合部位は異
なる可能性が示唆された。 

 
▲図４ KS 鎖と CS 鎖を両方持つ 
 
最後に COS-1 細胞から精製された CS 鎖と
KS 鎖の両者をもつホスファカン、CS 鎖を持
つが KS 鎖をもたないホスファカンを用いて、
小脳顆粒細胞に対する軸索伸長阻害効果を
調べた。両者ともに Fc のみをコートした場
合に比べ軸索伸長阻害活性を有していた。興
味深いことに、CS 鎖と KS 鎖の両者を持つ
ホスファカンは、CS 鎖のみを持つホスファ
カンに比べ軸索伸長阻害活性が強いことが
明らかになった（図５）。この結果はホスフ
ァカン上の CS 鎖が軸索伸長を阻害するとい
う先行研究を支持するだけでなく、ホスファ
カン上の KS 鎖が CS 鎖に匹敵する軸索伸長
阻害因子であることを新たに報告するもの
である。 
 
 
 
 
 



▲図５ KS を持つホスファカンは、KS をも

たないホスファカンに比べて小脳顆粒細胞
の軸索伸長を強く阻害する。 
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