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研究成果の概要（和文）：糖鎖による生命活動の制御様式として、糖鎖がコアタンパク質を介さずに直接的なリガンド
として特異的な受容体を活性化するという新概念が脚光を浴びている。本課題では、神経軸索の成長円錐の応答性を指
標として、生理活性を持つ糖鎖機能ドメインとその受容体、さらにその下流で惹起される一連の細胞内シグナル伝達経
路を解析した。その結果、コンドロイチン硫酸とケラタン硫酸が両方向性の軸索ガイダンス因子として機能することが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Proteoglycans are extracellular macromolecules composed of a core protein and one 
or more covalently attached glycosaminoglycan (GAG) sugar chain(s). Recent discoveries of cell-surface 
GAG receptors led us to propose a novel concept that sugar chains act as physiological ligands that evoke 
various cellular responses. However, little is known about the intracellular signaling mechanisms 
downstream of GAG receptors. In this study, we examined whether chondroitin sulfate (CS) and keratan 
sulfate (KS) GAG chains affect motilities of neuronal growth cones and what signaling mechanisms mediate 
the growth cone behaviors. We found that extracellular gradients of CS-E and high-sulfated KS repelled 
growth cones of dorsal root ganglion neurons. The repulsion was dependent on intracellular calcium, and 
converted into attraction in the presence of higher concentration of cAMP. These results indicate that 
GAG chains act as bidirectional axon guidance cues in the developing nervous system.

研究分野： 神経科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
糖鎖は、タンパク質や脂質と結合した形で細
胞外基質や細胞表面に大量に存在している。
糖鎖による生命活動の制御様式として、細胞
間隙を埋める物理障壁やタンパク質−タンパ
ク質間相互作用の補助因子としての役割な
どが古くから知られている。最近、受容体チ
ロシンホスファターゼ（PTP）、leukocyte 
common antigen-related （ LAR ） 、
contactin-1（CNTN-1）等の糖鎖受容体が
次々に発見され、糖鎖がコアタンパク質を介
さずに直接的なリガンドとして特異的な受
容体を活性化するという、新しい糖鎖の作用
機序が脚光を浴びるようになった。しかしな
がら、糖鎖受容体下流の細胞内シグナル伝達
の詳細は不明である。さらに、長く複雑な構
造をとる糖鎖のどの領域がリガンドとして
機能しうるのかについてもほとんど解って
いない。 
糖鎖機能ドメイン探索のために、神経軸索

突起の先端部分に存在するアメーバ様の構
造物である成長円錐は格好のモデルとなる。
なぜなら成長円錐は、発生期において糖鎖を
含む細胞外環境因子の空間情報を感知して
方向転換（誘引／反発）することで軸索を標
的まで牽引する働きを持つためである。この
「軸索ガイダンス」と呼ばれる現象が神経回
路形成における最も重要な素過程の一つで
ある。また成体神経組織においても、損傷部
位に沈着する糖鎖が成長円錐の運動性を停
止させる軸索再生阻害因子として働くこと
も良く知られているため、成長円錐が糖鎖を
受容する機構の全貌が明らかになれば、脊髄
損傷などの臨床治療法の開発に繋がる可能
性がある。 

 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、長大な糖鎖配列内に存在し、
生理活性を持つ最小機能単位を「糖鎖機能ド
メイン」と名付け、これにより惹起される神
経活動の制御機構を解明することを目標と
して掲げた。具体的には、成長円錐の応答性
を指標として、様々な糖鎖機能ドメインおよ
びその受容体を探索し、それらにより惹起さ
れる一連の細胞内シグナル伝達経路を同定
し、最終的に成長円錐の運動性（誘引・反発・
伸長停止など）を臨機応変に調節する仕組み
を解析した。 
 
２． 研究の方法 
 
本研究で扱う糖鎖としては、損傷部位に沈着
することが良く知られているコンドロイチ
ン硫酸（CS）とケラタン硫酸（KS）の２種
のグリコサミノグリカン糖鎖に焦点を絞っ
た。CS 鎖はグルクロン酸（GlcA）と N-アセ
チルガラクトサミン（GalNAc）の２糖繰り
返し構造から成り、その硫酸化パターンによ

り CS-A、CS-C、CS-D、CS-E の４種に分類
される。CS-A は GalNAc の 4 位、CS-C は
GalNAc の 6 位、CS-D は GlcA の 2 位と
GalNAc の 6 位、CS-E は GalNAc の 4 位と
6 位が硫酸化されている。一方 KS 鎖は、ガ
ラクトース（Gal）と N-アセチルグルコサミ
ン（GlcNAc）の２糖繰り返し構造から成り、
Gal と GlcNAc の両方または片方の 6 位が硫
酸化された構造をとる（それぞれ高硫酸化
KS、低硫酸化 KS）。これら硫酸化構造の異
なる CS・KS サブタイプを糖鎖機能ドメイン
の有力候補として検証した。 
これらの糖鎖を成長円錐に作用させるた

めに微細ガラスピペットを用いた（ピペット
アッセイ）。この方法では、目的の糖鎖溶液
を充填した微細ガラスピペットに周期的（2 
Hz）なパルス状の空気圧をかけることで、細
胞体から離れた１つの成長円錐に対しての
み、任意の方向性とタイミングで糖鎖濃度勾
配を作用させることができる。ニワトリ胚脊
髄後根神経節細胞を分散培養し、伸長してき
た軸索の成長円錐に対して様々な CS または
KS 糖鎖を作用させ、それに対する成長円錐
の応答性（誘引または反発）を解析した。続
いて、糖鎖に対する特異的な受容体を、機能
阻害抗体／ペプチドを用いて検証した。さら
に、その下流で誘起される細胞内セカンドメ
ッセンジャーシグナルを薬理学的手法およ
びイメージング法により検証した。 
 
４．研究成果 
 
(1) CS による軸索ガイダンス機構 
まず始めに CS について実験を行った。ピペ
ットアッセイにより培養下において CS-E の
濃度勾配を作製し、これに対する成長円錐の
応答性を解析した。その結果、CS-E は細胞
内セカンドメッセンジャーを介して成長円
錐を誘引または反発する活性を持つ、「両方
向性」の軸索ガイダンス因子として働くこと
が明らかになった。具体的には、成長円錐内
の cAMP濃度が高い状態ではCS-Eは誘引因
子として働き、逆に cAMP 濃度が低い状態で
は反発因子として働いた。細胞内カルシウム
シグナルは誘引・反発のどちらにも必要であ
ったが、開口するカルシウムチャネルの種類
は誘引時・反発時において異なっていた。続
いて、CS-E に対する成長円錐上の受容体を
薬理学的手法および抗体染色法を用いて探
索した。その結果、誘引時と反発時では異な
る組み合わせの CS 受容体が機能することを
示唆するデータを得た。これらのことから、
cAMPシグナル下流において糖鎖受容体の成
長円錐表面への挿入／除去が制御されてい
る可能性が示唆された。 
また、様々の鎖長の CS-E 糖鎖（２糖、４

糖、６糖、８糖）を有機合成し、これを成長
円錐に作用させることで、成長円錐の誘引と
反発を引き起こすために十分な最短長を検
討した。その結果、誘引と反発では必要な鎖



長が異なっていた。このことは、誘引と反発
で異なる受容体セットが機能していること
を支持する結果である。 
 
(2) KS による軸索ガイダンス機構 
続いて、KS について実験を行った。ピペッ
トアッセイにより、高硫酸化 KS が成長円錐
に対する反発性ガイダンス因子として機能
することが明らかになった。一方で低硫酸化
KS には軸索ガイダンス活性は見られなかっ
た。高硫酸化 KS に対する反発は、細胞内
cAMP を上昇させることで誘引に転換した。
さらに、これら誘引と反発はどちらもカルシ
ウム依存的であったが、開口するカルシウム
チャネルの組合せが誘引時・反発時で異なっ
ていた。また、超高感度カルシウム感受性蛍
光色素 GCaMP6s を用いて、高硫酸化 KS 投
与に応じた成長円錐内カルシウム濃度上昇
を可視化することに成功した。 
以上の結果をまとめると、CS-E および高

硫酸化KSはどちらも cAMP依存的な両方向
性軸索ガイダンス因子として働くことが示
された。今後は、CS/KS 合成酵素欠損マウス
を用いて、組織内における CS/KS の軸索ガ
イダンス活性について検証して行く予定で
ある。 
 
(3) パキシリンのリン酸化による軸索再生機

構 
成体中枢神経系の損傷部位に沈着するCSPG
／KSPG 濃度勾配を上る方向に伸長してき
た再生軸索の成長円錐は dystrophic endball
と呼ばれる病的構造体を呈して伸長を停止
する。本項目では、培養皿上に接着性のCSPG
濃度勾配を作製し、これに遭遇した成体ラッ
ト由来の脊髄後根神経節細胞の軸索先端が
dystrophic endball に姿を変えることを見出
した。この dystrophic endball は、接着斑構
成タンパク質であるパキシリンのリン酸化
模倣体を導入することで前進能力を回復し
た。パキシリンのリン酸化は、cAMP シグナ
ルの下流において制御を受けることも明ら
かになった。さらに、生体マウスにリン酸化
模倣型パキシリン遺伝子を導入した結果、視
神経損傷部位での軸索再生が有意に改善し
た。 
これらの実験結果により、CS／KS に対す

る軸索再生戦略のために、パキシリンのリン
酸化を活性化する方法が有効であることが
動物個体レベルでも確かめられた。 
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