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研究成果の概要（和文）：　本研究は、コンドロイチン硫酸 （CS）糖鎖、特にCS-E 構造を多く含む糖鎖（CS-E
糖鎖）が発達期の神経細胞の形態と機能を制御する分子メカニズムを解明することを目的とした。
　CS-E 糖鎖で未熟な神経細胞を刺激すると、細胞の接着性や形態が著しく変化する。この変化は CS-A から 
CS-D 糖鎖では認められず、CS-E 糖鎖に特異的である。さらに、CS-E 糖鎖での刺激は、Akt や Rb を活性化
（リン酸化）し、抗アポトーシス作用を示すことがわかった。以上より、CS-E 糖鎖は、発達過程の神経細胞を
種々の細胞死刺激から保護していることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate (CS) is a family of extracellular matrix proteins that 
play important roles in the formation and maintenance of neural network.  Although the biological 
importance of CS is well established in the CNS, the molecular mechanisms underlying the control by 
CS of neuronal morphology is largely unknown.  In this study, we examined the effect of CS on cell 
morphology of cultured cortical neurons.  In addition, the molecular mechanisms by which CS induces 
the morphological change were investigated.  CS polysaccharide enriched in the CS-E sulfation motif 
induced the sphere formation of cortical neurons.  The stimulatory effect of CS-E polysaccharide on 
sphere formation was completely abolished by a Akt and a Rb inhibitor.  In addition, caspase 3 
activity was significantly suppressed in CS-E-treated cortical neurons.  These results suggest that 
CS-E sulfation motif is an important structural determinant and neuronal death.   

研究分野：神経糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 コンドロイチン硫酸（CS）糖鎖は、プロ
テオグリカン（PG）の側鎖として細胞外マ
トリックスに普遍に発現している。コンド
ロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）
は、脊髄損傷や脳の傷害部位に形成される
グリア性瘢痕の構成成分であるため、再生
阻害因子として認識されている。しかし近
年、CSPGは、傷害部位のみでなく発達段
階の脳組織にも発現し、神経幹細胞の増殖
や分化、神経回路の形成と安定化などにも
密接に関与していることがわかってきた。
CSPG による細胞の形態や機能の調節は、
コア蛋白質に結合した硫酸化オリゴ糖の
CS糖鎖配列により決定される。CS糖鎖は、
硫酸化パターンの異なる５種類の基本二糖
類（CS-Aから CS-E）が様々な組み合わせ
で数十から二百程度重合した直鎖状硫酸化
オリゴ糖である。 
 本研究を開始する当初、我々は、コンド
ロイチン硫酸 （CS）-E 構造を多く含む
CS-E 糖鎖の刺激が、培養開始１日目の未
熟な大脳皮質初代培養細胞の形態を著しく
変化させることを見出していた。この形態
変化は、培養７日目の神経細胞では誘導さ
れない。また、CS-A から CS-D 糖鎖の刺
激では形態変化は観察されず、CS-E 糖鎖
に特異的な変化であった。 
 作用分子メカニズムの解析から、この形
態変化は、CS-E 糖鎖の刺激に応答した過
酸化水素（H2O2）産生を介していた。また、
産生された H2O2がシグナル伝達因子とし
て働き、血管内皮増殖因子（VEGF） 受容
体やCRMP （collapsin response mediator 
protein）-2の活性を調節していることを示
唆する結果も得ていた。    
 これらの我々が着目している分子メカニ
ズムは、神経の発達を調整する CS 糖鎖の
新しい側面を提示できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
  本研究の目的は、コンドロイチン硫酸 
（CS）糖鎖、特に CS-E構造を多く含む糖
鎖（CS-E 糖鎖）が発達期の神経細胞の形
態と機能を制御する分子メカニズムを解明
することとした。 
 具体的には、CS-E 糖鎖の刺激で誘導さ
れる細胞凝集塊形成を惹起する分子メカニ
ズムと、凝集塊形成の生理的意義を解明す
ること目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）胎生１４日目のマウスから大脳皮質初
代培養細胞を作製した。培養開始２４時間後
にCS-AからCS-E構造を多く含む糖鎖をそ
れぞれ培養液に添加し、さらに２４時間培養
した。抗 TUJ-1 抗体を用いて免疫細胞染色
を行い、染色された細胞の形態変化（特に細

胞凝集塊の形成）を共焦点顕微鏡で解析した。 
 
（２）CS-E 構造を多く含む糖鎖（CS-E 糖
鎖）の培養液添加で形成される細胞凝集塊の
数をカウントし、無処置のコントロール細胞、
CS-A から CS-D 糖鎖をそれぞれ培養液に
添加して培養した細胞と比較評価を行った。 
 さらに、各種阻害剤を CS-E糖鎖と共に培
養液に添加し、細胞凝集塊の形成を抑制する
阻害剤をスクリーニングすることで、細胞凝
集塊形成の際にCS-E糖鎖により活性化され
るシグナル分子の同定を試みた。 
 
（３）上記（２）で同定したシグナル分子の
活性をウエスタンブロット法（主にリン酸
化）で解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）CS-E 糖鎖による大脳皮質初代培養細胞
の形態変化 
 硫酸化パターンの異なる５種類の基本二
糖類（CS-A から CS-E）構造を多く含む糖
鎖を生化学工業株式会社、WAKO純薬工業か
ら購入し本実験に使用した。 
 CS 糖鎖の中で、CS-E 構造を多く含む
CS-E 糖鎖のみが培養１日目の大脳皮質初代
培養細胞の形態を著しく変化させた（図１）。
この変化は、培養７日目の神経細胞では誘導
されなかった。また、CS-A から CS-D 糖鎖
では形態変化は観察されず、CS-E 糖鎖に特
異的な変化であった。 

 
（２）細胞凝集塊形成を誘導する分子メカニ
ズムの解析 
 CS 糖鎖を培養液に添加して培養して神経
細胞の細胞内活性酸素を、細胞膜透過性蛍光
指示薬（CM-H2DCFDA）で標識した。 
 CS-E 糖鎖を添加して培養した場合には、
コントロールに比べて活性酸素産生細胞が
増加していた（図２）。一方、形態変化を示
さない CS-D糖鎖を添加して培養した場合に
は、活性酸素産生細胞の増加は認められなか
った。 
 また、CS-E 糖鎖による神経細胞の形態変
化は、過酸化水素（H2O2）分解酵素のカタ
ラーゼや、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）
受容体のキナーゼ阻害剤を培養液に添加す 



 
ることで抑制された（図３）。 
 
 以上より、CS-E 糖鎖による大脳皮質初代
培養細胞の形態変化は、H2O2 の産生亢進と 
VEGF 受容体の活性化を介して誘導される
と考えられた。 
 
 さらに、カタラーゼ、VEGF受容体キナー
ゼ阻害剤の他に、RRD251（Raf-1と Rbの結
合を阻害し、Rbのリン酸化を抑制）、GW5074
（Raf-1の阻害剤）、Triciribine（Aktの阻害
剤）は、CS-E 糖鎖の刺激による細胞凝集塊
形成を抑制することが各種阻害剤を用いた
薬理学的実験により確かめられた（図４）。 
 

 
 上記の阻害剤で効果を示したシグナル分
子の活性をウエスタンブロット法で確認し
たところ、CS-E糖鎖の刺激は、AktのThr308、
Ser473 のリン酸化と、Rb の Ser807/811 の
リン酸化を誘導することがわかった。VEGF
受容体と Raf-1のリン酸化については、CS-E
糖鎖の刺激による活性化（リン酸化）の変化

は確認されなかった。そのため、これら２つ
の分子の阻害剤（VEGR受容体キナーゼ阻害
剤と、Raf-1 阻害剤の Gw5074）は、非特異
的に作用することで細胞凝集塊の形成を抑
制したと考えられた。注目すべき点では、Akt
阻害剤の Triciribine は、CS-E 糖鎖による
Aktの活性化（Thr308、Ser473のリン酸化）
以外に、Rbの活性化（Ser807/811のリン酸
化）も抑制ししていた。この結果から、CS-E
糖鎖は、Akt-Rb 経路を活性化して細胞凝集
塊形成を誘導していることが示唆された。 
 また、Rbの Ser807/811リン酸化は、アポ
トーシス関連タンパク質 Bax の活性化と細
胞内局在を調整して細胞死を抑制すること
が報告されている。さらに、Baxの活性抑制
は、網膜細胞の凝集塊形成を誘導する。これ
らの報告に基づき、まだ予備的結果しか得て
いないがで、Caspase-3活性化を指標にCS-E
糖鎖で刺激した細胞のアポトーシスの度合
いを検討したところ、無処理のコントロール
細胞に比べて有意に抑制されていることが
確認できた。 
 以上より、CS-E糖鎖は、Akt-Rb経路を介
して Bax の活性を制御することで抗アポト
ーシス作用を示すことが示唆される。 
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