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研究成果の概要（和文）：本研究の準備として、高純度の組換えフォスファカンをイオン交換法、ゲル濾過法を用いて
精製した。このフォスファカンを細胞培養皿状にグラジエント状に固層化したところ、成体後根神経節細胞に再生停止
軸索の構造学的特徴であるDystrophic endballを誘導した。さらにこの系を用いて、オートファジーがDystrophic end
ball形成に関与する可能性を見出した。
表面プラズモン共鳴を用いてフォスファカンとPTPsigmaおよび LARとの結合を調べたところ、コンドロイチン硫酸・ケ
ラタン硫酸双方に依存的に結合することを明らかにした。さらに新規受容体候補としてPTPzetaを見出した。

研究成果の概要（英文）：Highly purified recombinant phosphacan was purepared using anion exchange and gel 
filtration chromatography. Increasing gradient of recombinant phosphacan induced dystrophic endball, a mor
phological marker for regeneration stopping axons, to cultured dorsal root ganglion neurons. Using electro
n microscope and immunocytochemistry, autophagosomes were found in dystrophic endball, suggesting that aut
ophagy is an essential cellular event for formation of dystrophic endball.
Surface plasmon resonance assay revealed that phosphacan strongly bound to PTPsigma and LAR which are know
n as receptors for chondroitin sulfate. Surprisingly, interaction between phosphacan and PTPsigma or LAR w
as two-phase manner, and not only chondroitin sulfate but also keratan sulfate were involved in interactio
n. Free keratan sulfate sugar also bound to PTPsigma and LAR.
PTPzeta, another member of receptors tyrosine phosphatase, was also identified to be involved in inhibitio
n of axonal regeneration.
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１．研究開始当初の背景 
 我々の末梢神経軸索は再生するが、脳や脊
髄といった中枢神経系を走行する神経軸索
は、外傷などにより一度切断を受けると二度
と再生することはない。この結果、神経回路
は非可逆的に断絶され、麻痺といった深刻な
後遺症をもたらす。これは中枢神経系に特有
な軸索再生阻害因子が存在するためである。
現在では、プロテオグリカンと呼ばれる分子
群が主要な阻害因子であると広く理解され
ている。プロテオグリカンはコアプロテイン
と呼ばれるタンパク質領域に、コンドロイチ
ン硫酸・ケラタン硫酸などのグリコサミノグ
リカンと呼ばれる硫酸化糖鎖が共有結合し
た構造を持っている。これら硫酸化糖鎖を酵
素学的に切断することにより、中枢神経損傷
後の軸索再生・分枝、および神経学的機能回
復が促進されることが相次いで報告されて
きたが、プロテオグリカンを認識する神経細
胞上の機構や、細胞内シグナル系については
充分に理解されておらず、中枢神経損傷疾患
の克服には未だ大きな壁がある。 
 
２．研究の目的 
 中枢神経損傷後には、反応性アストロサイ
トを中心としたグリア性瘢痕において、多様
なプロテオグリカンが産生増強されるが、研
究代表者はその中で特にフォスファカンと
呼ばれるが神経軸索再生を強く阻害するこ
とを見出した。フォスファカンはコンドロイ
チン硫酸・ケラタン硫酸の両方を同時に持つ
キメラ型プロテオグリカンで、軸索再生阻害
活性は両者に依存する。これは生体内での反
応と同じである。しかしながら、神経細胞の
フォスファカン認識機構は未だ不明である。
本研究ではこの点の解明を目指す。特に軸索
再生阻害に関わる神経細胞上のフォスファ
カン受容体複合体を明らかにすることを目
標とする。 
 
３．研究の方法 
(1)組換えフォスファカン精製方法の確立 
 一般にプロテオグリカンは巨大分子であ
り、また長大なグリコサミノグリカン鎖が生
体物質としての取り扱いを難しくしている。
そこで本研究計画を円滑に遂行するため、組
換えフォスファカンの高効率かつ高純度な
精製方法の確立を目指した。COS-1 培養細胞
株にフォスファカン発現プラスミドをトラ
ンスフェクションし、培養上清から、陰イオ
ン交換法・ゲル濾過法を用いて精製した。さ
らにその生化学的構造を決定した。 
(2) フォスファカンによる Dystrophic 
endball 形成活性の評価とその細胞内イベン
トの解析 
 損傷により切断を受けた神経軸索は、グリ
ア性瘢痕におけるプロテオグリカン濃度勾
配の中で Dystrophic endball と呼ばれる変
性構造を形成することが以前より知られて
おり、現在この変性構造の形成こそが、再生

停止の主要な病因であると考えられている。
本研究ではフォスファカンの Dystrophic 
endball 活性を検討した。(1)で調整した組換
えフォスファカンを用い、細胞培養皿表面上
に、グリア性瘢痕を模倣したフォスファカン
濃度勾配を作製した。ここに成体ラットより
採取した脊髄後根神経節細胞を播種し、フォ
スファカン濃度勾配に侵入した軸索先端部
の挙動をタイムラプスイメージングにより
解析した。さらにその微細構造および細胞生
物学的特性を透過型電子顕微鏡・免疫染色法
により解析した。 
(3)フォスファカンとコンドロイチン硫酸受
容体との相互作用の検討 
 上述のようにフォスファカンはコンドロ
イチン硫酸・ケラタン硫酸を同時に側鎖に持
つ。近年受容体型チロシンフォスファターゼ
に属する分子である PTPσ・LAR がコンドロ
イチン硫酸受容体であることが報告された。
そこでまず、フォスファカンとこれらコンド
ロイチン硫酸受容体との相互作用を、表面プ
ラズモン共鳴（SPR）を用いて検討した。His
タグを付加した PTPσ・LAR 細胞外ドメイン
をリガンドとして、抗 His 抗体を固層化した
センサーチップ CM5 上に添加し、ここにさら
に組換えフォスファカンをアナライトとし
て添加し、センサーグラムの変動を計測した。 
(4)新規受容体の探索 
PTPσ・LAR は受容体型チロシンフォスファ
ターゼに属するが、リガンド非存在下では他
の受容体型チロシンフォスファターゼ分子
と 2量体を形成し、リガンド結合により解離
するモデルが一般に受入られている。このと
き、2 量体形成下ではチロシンフォスファタ
ーゼ活性は抑制され、解離に伴い酵素活性が
活性化されるという分子スイッチとして働
くとされる。PTPσ・LAR と 2 量体を形成し、
軸索再生阻害活性を関与する他の受容体型
チロシンフォスファターゼを探索した。上記
(2)で述べた Dystrophic endball 形成アッセ
イをベースに、受容体ノックアウトマウスよ
り得られた後根神経節細胞を使用し検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)組換えフォスファカンの精製 
 ラットフォスファカン発現プラスミドを
COS-1 細胞に強制発現させ、1 週間の培養の
後、培養上清を集めた。これを DEAE 陰イオ
ン交換樹脂により粗精製し、さらに
Sephacryl S300HRゲル濾過担体を用いて高分
子量の単一ピークを分取した。両クロマトグ
ラフィーには AKTA purifier FPLC システム
を用いた。この結果、高純度の組換えフォス
ファカンを得ることができた。この組換えフ
ォスファカンがコンドロイチン硫酸・ケラタ
ン硫酸を持つことを Western Blot および高
速液体クロマトグラフィーにより確認する
ことができた。 



(2)フォスファカンは Dystrophic endball を
誘導する 
 (1)により得られた組換えフォスファカン
をガラス細胞培養皿上に濃度勾配を持たせ
て固層化した。ここにラット成体後根神経節
細胞を播種し、4日間の培養の後、観察した。
一部の神経軸索がフォスファカン濃度勾配
に逆らうように伸長を試みていたが、そのほ
ぼすべてが伸長を停止していた。その先端部
は大きく腫大し、多数の空胞を蓄えていた
（図１上パネル）。この様子をタイムラプス
イメージングで観察すると、軸索先端部は大
きな運動能を依然保持しているものの、前進
と後退を繰り返すのみで、結果としてトータ
ルの伸長が不可能であることが確認できた。
またラット脊髄損傷半切モデルにおいても、
損傷部皮質脊髄路において同様の軸索変性
構造が確認された（図 1 下パネル）。この様
子はすでに報告のある Dystrophic endball

の形態に酷似していた。病理学的考察を与え
るため、透過型電子顕微鏡による観察を行っ
たところ、これら空胞がオートファゴソーム
である可能性が浮上した（図２）。そこでオ

ートファゴソーム特異的分子マーカーLC3 の
免疫染色を行ったところ、 Dystrophic 
endball 内に多数のドット状の特異的染色を
得た（図３）。このことから、オートファジ
ーが Dystrophic endball の形成に関与する
ことが強く示唆された。 

 
(3)フォスファカンとコンドロイチン硫酸受
容体との相互作用の検討 
 上記手法を用いて、フォスファカンとコン
ドロイチン硫酸受容体との相互作用を検討
したところ、特異的結合を観察することがで
きた（図４）。さらに結合・解離の様子を詳
細に検討したところ、少なくともフォスファ
カン上の 2 つのモチーフが PTPσとの相互作
用に関与している可能性を見出した。そこで
次に、コンドロイチン硫酸・ケラタン硫酸の
関与を調べたところ、コンドロイチン硫酸は
もとより、ケラタン硫酸も結合に関与してい
ることが判明した。さらに遊離ケラタン硫酸
糖鎖も PTPσ・LAR と相互作用することも確
認した。 

(4)新規受容体の探索 
 プロテオグリカン・フォスファカンによる
神経軸索再生阻害に関わる膜表面分子とし
て PTPζを同定した。前述のように、野生型
マウス由来神経細胞はプロテオグリカン濃
度勾配上で Dystrophic endball を形成する。
ところが PTPζノックアウトマウス由来神経
細胞は Dystrophic endball を形成せず、濃
度勾配を越えて伸長することを確認した（図
５）。PTPζとフォスファカンはスプライシン
グバリアントの関係であるが、今後この両者
の関係について検討していく必要がある。 
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