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研究成果の概要（和文）：中枢神経軸索は損傷に伴い、その遠位端にDystrophic endballと呼ばれる変性構造を
誘導する。これまで神経細胞受容体PTPRがEndballを誘導することは分かっていたが、その機構は不明であっ
た。本研究ではEndball形成の基盤として、PTPRσの新規基質としてCortactinを同定した。CortactinはPTPRσ
により脱リン酸化され、Endballではほぼ完全にリン酸化が消失していた。また神経軸索でCortactinをノックダ
ウンすることにより、Endball様の変性構造が誘導できた。以上、PTPRσ―Cortactin系が軸索再生を阻害するメ
カニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：Upon injury, the distal terminal of axon transforms into so-called 
dystrophic endball. This degenerative structure has been thought to be closely associated with 
inability of regeneration of our axons in the cetral nervous system. However, underlying molecular 
mechanism except neuronal cell-surface molecule, PTPRσ, has been unknown. Here I have identified 
Cortactin as a new substrate for PTPRσ. Cortactin was de-phosphorylated by PTPRσ, and its 
phosphorylated form was completely diminished in dystrophic endball. Furthermore, knock-down of 
Cortactin in cultured neurons led to inhibition of axonal elongation, and swollen structures with 
autophagosomal accumulation which was specific character of dystrophic endball.
Taken together, these results have revealed a pivotal role of PTPRσ-Cortactin axis in axonal 
regeneration and its inhibition.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
我々の中枢神経軸索は切断を受けると、コ

ンドロイチン硫酸プロテオグリカンと呼ば
れる再生阻害因子の濃度勾配の中で、
Dystrophic endballと呼ばれる変性構造を取
る。異常腫大と空胞変性を特徴としたこの構
造は、100 年近く前に見出され、中枢神経系
軸索の再生および神経回路再編成を不能に
している病因と永らく考えられてきたが、そ
の細胞生物学的・分子生物学的理解は遅々と
して進んでいない。 

研究代表者は最近の研究において、
Dystrophic endball を in vitro で誘導する
系（図１）を用いて、（1）Dystrophic endball
内にはオートファゴソームの異常蓄積がみ
られること（図２）、（2）オートファゴソー
ムの異常蓄積はオートファジー流の遅滞に
よるものであること、を明らかにした。また、
（3） この現象はコンドロイチン硫酸および
その受容体 PTPRσ によって惹起されること
を証明した。しかしながら、細胞表面におけ
るインプットから、オートファゴソームの成
熟不全というアウトプットに至る細胞内シ
グナル系については依然ブラックボックス
のままである。 

        （図 1） 

         （図２） 
 
２．研究の目的 
 本研究計画においては、受容体型チロシン
フォスファターゼPTPRσの基質分子であり、
Dystrophic endballの形成および軸索伸長を
制御する分子を同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Phosphatase 要求性の確認 
上 述 し た PTPR σ に よ る Dystrophic 

endball 活性が PTPRσの Phosphatase 活性
Phosphatase 活性に依存していることを確認
した。PTPRσの活性中心近傍にある Wedge ド
メインに対する中和ペプチド（以下 Wedge ペ
プチド）を用いて Phosphatase 活性の阻害を
行い、前述した培養皿上の Dystrophic 
endball 形成活性を測定した。 
 

（２）Substrate trapping 法による PTPRσ
基質の同定 
 チロシンフォスファターゼは基質タンパ
ク質のチロシンを脱リン酸化すると、速やか
に基質分子をリリースすると考えられる。こ
の極めて短時間の相互作用が、フォスファタ
ーゼ基質分子の同定を困難にしている。この
点を解決するため、Substrate trapping 法を
用いる。PTPRσD1516A 変異体は、基質結合能
を維持するものの、酵素活性は著しく低下し
ている。この結果、安定な酵素基質複合体を
期待でき、基質の同定を容易にする。本研究
計画では、Substrate trapping 法と質量分析
計を用いた PTPRσ基質の同定を試みた。 
 
（３）PTPRσ基質の機能的スクリーニング 
 研究代表者らのこれまでの実験で、PTPRσ
はオートファゴソームとリソゾームの融合
過程を阻害していることが明らかになって
いる。この過程は特に熱心に研究されている
領域であるが、この過程で働くと知られてい
る分子は限られている。また、このうち、チ
ロシンリン酸化により制御される分子はか
なり絞り込まれる。ここから候補分子をリス
トアップし、PTPRσとの関係性をしらみつぶ
し的に調べた。 
 
（４）同定した基質分子の機能的解析 
 上述（２）あるいは（３）で絞りこんだ基
質候補分子について、PTPRσの基質分子であ
ることを in vitro phosphatase アッセイや
細胞株を使用した実験で確認した。また正常
成長円錐と、コンドロイチン硫酸により誘導
した Dystrophic endball を特異的リン酸化
抗体を用いて免疫染色し、リン酸化の程度を
定量比較する。また、培養神経細胞において
当該分子をノックダウンし、軸索伸長、神経
軸索先端部の形態、オートファゴソームの蓄
積を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）Phosphatase 要求性の確認 
 図３に示すように、Wedge ペプチドを神経
細胞に導入することにより、Dystrophic 
endball の形成と Aggrecan（コンドロイチン
硫酸プロテオグリカン）上での神経軸索の伸
長をレスキューすることができた。さらに、
PTPRσの酵素活性ドメインを欠損させた変
異体（Phosphatase-dead 変異体）を作製して、
神経細胞にレンチウイルスを用いて発現さ
せたところ、やはり、Wedge ペプチドと同様
に Dystrophic endball の形成と神経軸索伸
長をレスキューした。 
これらの結果から、Dystrophic endball の

伸長と神経軸索伸長阻害には、PTPRσの
Phosphatase 活性が必須であることを確認し
た。 



       （図３） 
 

（２）Substrate trapping 法による PTPRσ
基質の同定 
 研究計画を若干修正し、PTPRσの活性ドメ
インに Substrate trapping 変異（D1516A 変
異）を導入し、GST 融合タンパク質として発
現・精製した。この変異体を bait とし、チ
ロシン高リン酸化細胞の細胞抽出液に対し
て Pull-down アッセイを行った。GST による
Pull-down をコントロール実験とした。 
 得られたサンプルを LC-MS/MS によって解
析し、IRS4 など複数の基質候補分子が得られ
たが、Substrate trapping 変異体との結合、
PTPRσ活性ドメインによる脱リン酸化実験
などの Validation 実験においていずれも確
証を売るには至らなかった。 
 
（３）PTPRσ基質の機能的スクリーニング 

オートファゴソームとリソゾームの融合
過程に関わる分子のうち、チロシンリン酸化
による制御を受けることが知られている分
子として Cortactin に注目した。Cortactin
はアクチン結合タンパク質で、421 番目のチ
ロシンリン酸化により、リソゾーム膜外表面
に局在する。ここで繊維状アクチンを安定化
させることによ
り、オートファ
ゴソームとリソ
ゾームの融合の
足場を提供する。
PTPR σ に よ る
Cortactin の脱
リン酸化を in 
vitro で検討し
たところ、図４
に示すように、
良好な結果が得
られたため、よ
り詳細な機能解
析を行うことと
した。  
             （図４） 
 

（４）同定した基質分子の機能的解析 
Cortactin についてより詳細な機能解析を

行った。培養細
胞株に PTPRσを
発 現 さ せ る と
Cortactin の脱
リン酸化が観察
された。これは、
コンドロイチン
硫酸処理で増強
した（図５）。           

次に神経細胞
を用いた検討を
行った。正常成長      （図５） 
円錐と Dystrophic endball をリン酸化
Cortactin 特異抗体で免疫染色すると、成長
円錐で確認できるリン酸化Cortactinのシグ
ナルが、Dystrophic endball ではほぼ消失し
ていた（図６）。 
以上の結果からCortactinはPTPRσの特異

的基質であり、かつ、コンドロイチン硫酸で
制御されると結論した。 

（図６） 
 次に shRNA を用いて神経細胞において
Cortactin をノックダウンしたところ、軸索
伸長の有意な抑制を見た（図７）。このこと
から、Cortactin が軸索伸長を正に制御して
いると結論付けた。 

        （図７） 
 さらに軸索先端部の形態・特性を詳細に解
析したところ、Cortactin をノックダウンし
た神経細胞の軸索先端部はフィロポディア
などのアクチン構造が失われ、大きく腫大し
ていた。さらにオートファゴソームマーカー
LC3 の免疫染色により、この内部には多量の
オートファゴソームが内包されていた（図
８）。 

         （図８） 
 これは、コンドロイチン硫酸により誘導さ
れた Dystrophic endball と酷似していた。 



（５）結論 
 以上の結果から、コンドロイチン硫酸が神
経細胞表面受容体 PTPRσの活性化を介して、
Cortactin を脱リン酸化し、オートファゴソ
ームとリソゾームの融合が阻害される経路
が明らかになった。 
 さらにこの現象が、Dystrophic endball を
誘導し、中枢神経軸索の再生を困難にしてい
ることも明らかにすることができた（図９）。 

        （図９） 
 本研究結果は 2018 年 4 月段階で、欧州一
流誌にて論文改訂中である。 
今後は、この経路に介入することにより、

脊髄損傷などの外傷性中枢神経疾患の治療
を目指していく。 
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