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研究成果の概要（和文）：本研究は，ボツリヌス毒素複合体由来レクチンの立体構造解析データをもとに，我々
が意図して糖鎖結合能を変化させて創出したGg試薬が，マウス脳内ランビエ絞輪に存在する糖タンパク質の，時
空間的な発現を観察するツールになり得ることを見いだしたものである．
ランビエ絞輪は跳躍伝導で重要な役割を果たしていることからその形成不全は様々な神経疾患に繋がることが知
られており，またアストロサイトの結合部位としての役割があり，詳細な解析は脳機能研究において重要であ
る．我々は，生後14日目以降にGg結合性糖タンパク質が増加し，26日目で形成が完成することを見いだした．

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the Gg reagent that we intentionally created by
 changing the binding ability to sugar chain could be a tool for observing the spatiotemporal 
expression of specific glycoproteins present in the node of Ranvier in the mouse brain. The node of 
Ranvier plays an important role in saltatory conduction, and also role as a binding site for 
astrocytes. So, its hypoplasia is known to lead to various neurological diseases.
We found that Gg-binding glycoproteins increased after the 14th day of life and the formation was 
completed on the 26th day. We found that Gg-binding glycoprotein increased from the 14th day after 
birth and the formation was completed on the 26th day.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
跳躍伝導に重要な役割を果たすランビエ絞輪には，多種類の糖タンパク質性細胞外マトリクスが存在している
が，それら個々の機能・役割についてはいまだ未解明の部分が多い．我々の開発したGgレクチンは脳内のランビ
エ絞輪に特異的に存在する糖鎖を認識して強く結合する新たなランビエ絞輪検出試薬としての利用が考えられる
ほか，今後結合糖タンパク質の同定やそれらの集積のメカニズムの解明等Gg結合糖タンパク質の性質の理解が深
まれば，神経伝達障害等で原因未解明の疾患の病因解明に繋がる可能性もあり，この新たなツールを使って種々
の検体を観察し病態との関係を検証することが待たれる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脳は，神経細胞ニューロンとその周りにあるアストロサイト，オリゴデンドロサイト，ミクロ
グリアなどのグリア細胞からなり，近年これらの機能が次第に明らかにされ始め，機能異常によ
る種々の神経疾患の病因に関しても解明が進んでいる．神経細胞には跳躍伝導という電気的な
興奮が速やかに伝わる仕組みがあり，これは神経細胞の軸索部分に幾つものオリゴデンドロサ
イトが巻き付いて髄鞘を形成し，髄鞘と髄鞘との間に存在する僅かな隙間が重要な働きをして
いるとされており，この部分がランビエ絞輪（node of Ranbier，以下 NR）である．NRには多く
のナトリウムイオンチャネル（Nav）や NrCAM などの接着分子が集まり，NRの周辺部分にはバー
シカン V2，ブレビカンなど幾つかのプロテオグリカンからなる細胞外マトリクス（ECM）が集積
している． 
一方，糖タンパク質糖鎖は，組織や細胞特異的でかつ多様な構造が細胞表面を覆っており，神
経発生や神経ネットワーク形成において細胞移動や軸索延長などのターゲティングに関与する
など脳においても重要な役割が明らかになってきている． 
我々は，以前よりボツリヌス神経毒素複合体構成成分に含まれる二種類のレクチン HA1，HA3
について，それらの立体構造やリガンド糖鎖の構造について解析を行ってきた． 
右図は C 型ボツリ
ヌス神経毒素複合体
から神経毒素タンパ
ク質を除いた無毒成
分の立体構造（分子量
約 50 万）を示すもの
で，1分子の複合体は
HA3 が 3 分子，HA2 が
3 分子，HA1 が 6 分子
からなり，右側の丸の
位置が糖結合サイトを示し全部で 15 カ所もある天然の多価のレクチン集合体となっている．最
近，HA1 のリガンド結合サイトのアミノ酸に変異を加え新たに創製した変異型レクチン複合体の
一つ Ggが，3-4 週齢マウス小脳白質の神経ネットワーク発達時期における NRの糖タンパク質糖
鎖に特異的に強く反応することを発見した（下図参照，神経細胞の模式図とマウス小脳組織切片
の顕微鏡写真）．図のように，神経細胞軸索に巻き付いている髄鞘の端のパラノード部分に特異
的に反応する抗 Caspr 抗体の染色位置(写真のＰ，赤く染まっているところ)に挟まれた NR に，
創製レクチン Ggが 2週齢では結合していないが 4週齢になると結合が見られた(綠色)．これは
生後まもなく NRが形成されるが，Ggリガンド糖鎖の発現とは時差があると思われ，NR の成熟，
機能発揮とも関係している可能性がある． 
神経発生や神経ネットワーク形成
において HNK-1 糖鎖やポリシアル酸
は機能性糖鎖として発現量はごく微
量であるが重要な役割を果たしてい
ることが知られており，脳における
特別な糖鎖構造の発現の重要性が広
く認識されている．しかし，NR に関
しては，ヒアルロン酸やプロテオグ
リカン等の ECM，及びそれらの結合に
関与する Bral1 などのリンクタンパ
ク質の構成成分の発現時期や機能の
解析が中心で，NR に存在する糖鎖の
構造や機能については殆ど未解明の
ままとなっている． 
そこで，本研究の核心をなす課題，「この新規レクチンによって見いだされた NR 特異的な糖
鎖，及びその糖鎖を持つ糖タンパク質は，神経発生，ネットワーク形成のどの時期のどの場所に
おいていかなる機能を発現しているのかを解明する」の着想に至った． 

 

２．研究の目的 

本研究は，マウス中枢神経のランビエ絞輪に特異的に存在する糖鎖の生理的意義を解明する



ことを目指すものである．我々は，細菌由来レクチン複合体の立体構造解析データから，意図す
る糖鎖構造に結合するように改変したリコンビナント変異レクチン複合体を既に 3 種類創製し
ており，それらの反応特異性を種々の組織由来切片で検討したところ，主としてガラクトースに
結合するようにデザインした Gg なる変異レクチン複合体がマウス脳のランビエ絞輪に特異的に
結合することを見いだした．さらに，予備実験結果より Gg の結合している糖鎖は N-結合型糖タ
ンパク質糖鎖であることが推定された．ランビエ絞輪は，跳躍伝導で重要な役割を果たしてるこ
とからその形成不全は様々な神経疾患に繋がることが知られており，またアストロサイト，NG2
細胞の結合部位としての役割もあり，この部位の詳細な構造，成分の理解は脳機能研究において
とても重要である．そこで，我々の創出した Gg を用いて，脳の発生，発達過程，さらには脳内
の部位ごとの糖鎖発現量を解析し，Ggのリガンドである糖鎖出現の生理的意義を検討する． 
 

３． 研究の方法 

(1) 特異的糖鎖発現の時・空間的解析 
本研究では，まず Gg 結合性糖鎖の Balb/c マウス脳における時・空間的な発現を検討した．具
体的には，試料採取週齢を胎児から生後 5週ぐらいまでは細かく，それ以降は大まかに定め，パ
ラホルムアルデヒド溶液で灌流固定した脳を採取して定法により OTC コンパウンドまたはパラ
フィンで包埋し，主に矢状切断面の切片を多数作製した．NR の形成時期や位置は抗 Caspr 抗体
の免疫染色で確認し，その位置への Gg の結合量を蛍光あるいは共焦点蛍光顕微鏡の画像からイ
メージ Jソフトを使って数値化し，特異的糖鎖の発現量を脳の部位ごとに時間を追って検証し，
発現の時・空間マップを作成した． 
 
(2) Gg が結合する NRのリガンドの同定 
Gg のリガンドを持つタンパク質の同定を試みた．方法としては，脳組織抽出物を SDS 電気泳動
し，レクチンブロットの要領で Gg結合性糖タンパク質を検出した．更に，Ggをリガンドとして
固定したカラムを用いて抽出液から Gg 結合性の糖タンパク質をアフィニティー精製して SDS 電
気泳動を行い，結合性タンパク質を切り出し，常法によりインゲル消化後，質量分析でタンパク
質の同定を試みた． 
 
４．研究成果 
（1）特異的糖鎖発現の時・空間的解析 
マウス脳各部位の切片をGgと抗Caspr抗体で共染色し，
形成されている NR が Gg でも染色されている率（％）を計
測した．右図は脳内の脳梁部位の測定結果で，生後 14 日
頃から Gg 結合性糖タンパク質が NR に出現し始め，生後
26 日頃には Gg陽性率が約 90％に達し，それ以降は一定値
をとることが判明した．図にはプロットしていないが 9週
齢以上 52 週齢までも生後 26 日目とほぼ同等の値であっ
た．他の部位の Gg結合陽性率は，それぞれの NR 形成時期
にずれがあり，それに伴って陽性率の上昇時期もずれてい
た．また，Gg の染色強度と染色されている範囲(面積)も測
定したところ，強度，面積ともに週齢をおうごとに増加し
ていることが判明した．（論文投稿準備中） 
 
（2）Gg が結合する NR のリガンドの同定 
生後 5-10 週齢の脳梁部分を多数採取しホモジネート後，リン酸緩衝
液で抽出し可溶画分Ｓと不溶性画分Ｐ(のち 2％SDS で可溶化)に分画し
て SDS 電気泳動に供し，Ggによるレクチンブロティングを行った．結果
は，右図に示すように Gg結合性の糖タンパク質は分子量 20万を超える
巨大なものであり，可溶性画分に比較的多く含まれていることが判明し
た．SDS 電気泳動ゲルから染色部分に相当する箇所を切り出し，トリプ
シン消化後質量分析計に供し得られた情報より，これらの巨大な糖タン
パク質はあるプロテオグリカンであることが判明した．今後は，Gg が認
識しているプロテオグリカンの中枢神経系での時空間的な発現とその
意義，特に神経疾患との関連性を詳細に検討して行きたい． 
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