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研究成果の概要（和文）：神経の成長円錐膜画分にて高頻度に認められたMicrotubule-associated protein 1B
(MAP1B)のリン酸化部位(S25, S1201)に対する特異抗体を使用し、軸索伸長との関連について解析した。MAP1Bリ
ン酸化は、マウス胎仔大脳皮質初代培養細胞にて軸索でより高いレベルを示し、胎仔脳の切片にて軸索が豊富に
ある構造に特異的に認められた。マウス坐骨神経圧挫モデルで、損傷部でpS25-MAP1BとpS1201-MAP1Bの検出レベ
ル上昇を認めた。また、離断損傷後縫合モデルで、縫合遠位側にもpS1201-MAP1Bの検出レベル上昇を認め、軸索
伸長と再生への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Relationship between extending axons in developing and regenerating neurons 
and microtubule-associated protein 1B (MAP1B) as the most frequently phosphorylated protein 
presented in the growth cone was investigated. We produced phospho-specific antibodies against 
phosphorylated serines at positions 25 and 1201 of MAP1B that specifically recognize growing axons 
both in cultured neurons and in vivo in various regions of the embryonic brain. Following sciatic 
nerve injury, transected and sutured nerves revealed that regenerating axons were specifically 
recognized by these antibodies. These results suggest that these MAP1B phosphorylation sites are 
specifically involved in axon growth and that phospho-specific antibodies against MAP 1B are useful 
markers of growing/regenerating axons.

研究分野：整形外科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、成長円錐のリン酸化プロテオミクス解析の結果を足掛かりとして、未解明であったMAP1Bリン酸化部位に
対する特異抗体を使用して染色性を検討した。今後、本手法をモデルケースとして、さらなる軸索再生の病態解
析の進歩が期待できる。
　さらにMAP1Bをターゲットとして、脊髄損傷モデルを用いた再生軸索の評価を行い、脱リン酸化酵素を阻害す
るなどMAP1Bリン酸化レベルを高める介入の検証を行うことで、難治性の脊髄損傷に対する新たな分子生物学的
評価法や治療戦略の確立の足がかりとなる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

損傷された神経軸索再生のマーカーとして、マウス GAP-43 の新規リン酸化部位として確認さ

れた 96番目セリン(Ser96)、172 番目スレオニン(Thr172)があり、当初リン酸化 Ser96 に対する

抗pS96-GAP-43抗体を用いた神経軸索再生評価を予定していた。しかし、ヒトGAP-43ではThr172

のみが Thr181 として保存されており、リン酸化 Thr172(pT172)の機能解析を優先することとし

て、GAP-43 のリン酸化に関わる相互作用分子として、脱リン酸化酵素の同定を試みたがその同

定に至らなかった。従ってターゲットタンパクを成長円錐部膜画分にて高頻度に認められた

Microtubule-associated protein 1B(MAP1B)のリン酸化に注目し、軸索再生時の発現過程の変

化を評価の容易なマウス坐骨神経損傷モデルを用いて解析を行うこととなった。 

 

２．研究の目的 

 神経軸索の伸長・再生時には、先端に成長円錐と呼ばれる運動性に富んだ構造体が形成され、

軸索伸長過程において不可欠な役割を果たす。成長円錐機能の分子機構の解明は、神経回路の形

成・再編を理解するために必須である。この成長円錐に着目し、発達期ラット脳由来の成長円錐

膜画分の質量分析(リン酸化プロテオミクス解析)を施行し、成長円錐部膜各分にて高頻度に認

められた MAP1B のリン酸化に注目した（Kawasaki et al., iScience 4:190 [‘18]）。 

 

表 1 成長円錐に豊富に認められたリン酸化部位 

Gene name 
Phosphorylation 

site 
Frequency Kinase group 

Gap43 S96 542 Proline-Directed 

Ncam1 S784 503 Basic 

Marcksl1 S22 354 Proline-Directed 

Mtap1b S1493 350 Proline-Directed 

Stmn1 S25 337 Proline-Directed 

Stmn2 S62 287 Proline-Directed 

Mtap1b S1304 280 Proline-Directed 

Stmn1 S38 265 Proline-Directed 

Gap43 T172 245 Proline-Directed 

Mtap1b S25 204 Proline-Directed 

Mapt T542 176 Proline-Directed 

Marcks S27 171 Proline-Directed 

Rras2 S186 162 Proline-Directed 

Mtap1b S1435 148 Proline-Directed 

Mtap1b S1201 110 Proline-Directed 

 

MAP1B とは、微小管重合を安定化する分子として知られ、そのリン酸化が軸索伸長・再生と関

連すると報告されてきた。しかし過去の報告は、S1256, T1261 が主であり、S25 および S1201 の

リン酸化 (pS25, pS1201) については未解明であった。 

本研究では、MAP1B の S25 と S1201 リン酸化と軸索伸長・再生との関連について解析すること

を目的とした。 



 

３．研究の方法 

まずリン酸化 S25 および S1201 に対する特異抗体をそれぞれ作成した。これらの抗体を用い

て発生期のマウス脳を免疫染色したところ、GAP-43 のリン酸化特異抗体と同様に伸長する軸索

を選択的に認識することが証明された。またこれらの抗体に対するリン酸化の脳発達に伴う量

的変化についても、発生初期から次第に増加し、軸索成長期の終了後に逓減することが見いださ

れた。さらに軸索再生過程との関連を検証するため、C57BL/6N 野生型マウスで下記 3 種類の坐

骨神経損傷モデルを作成した。 

(1)圧挫損傷モデル：両側坐骨神経を露出し、右坐骨神経を攝子にて挟み、圧挫損傷を加えた。

左は露出のみとした。 

(2)離断損傷モデル：両側坐骨神経を露出し、右坐骨神経を切離した。左は露出のみとした。 

(3)離断損傷後縫合モデル：両側坐骨神経を露出し、両坐骨神経を切離した。右のみ 10-0 ナイロ

ン糸で神経周膜を縫合して修復した。左は切離のみとした。 

 

損傷後、一定期間飼育、灌流固定後に神経採取し、長軸切片を作成、組織学的評価を行い(図

1)、リン酸化抗体と軸索再生マーカーとして既報の抗 STMN2 (SCG10) 抗体と比較した。 

 

４．研究成果 

(1)圧挫損傷モデル 

圧挫後 6 時間と 2 日で比較を行うと、pS25-MAP1B と pS1201-MAP1B の検出レベル上昇を認めた。

これらは SCG10 の発現と同様の変化を認めた(図 2)。 

 

 

(2)離断損傷モデル 

離断後 1 日と 3 日で比較を行うと、離断近位側でのみ pS25-MAP1B と pS1201-MAP1B のリン酸化

レベル上昇を認めた(図 3,4)。遠位側については、対照(左側)と比べ、いずれも上昇を認めなか

った。これらは SCG10 と同様の変化を認めた(図 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2: 各 抗 体 に お け る
Regeneration Index 

図 3:離断損傷モデル 
   pS25-MAP1B検出レベル 

図 4:離断損傷モデル 
   pS1201-MAP1B検出レベル 

図 5:離断損傷モデル 
  SCG10検出レベル 

図 1:免疫蛍光染色(pS25-, pS1201-MAP1B抗体) 
  マウス坐骨神経縦断切片 



 

(3)離断損傷後縫合モデル 

離断損傷修復後 5 日で比較を行うと、縫合遠位側にも pS25-MAP1B

と pS1201-MAP1B のリン酸化レベル上昇を認めた。これらは SCG10 

と同様の変化を認めた(図 6)。 

 

 

 

 

 

今回、成長円錐のリン酸化プロテオミクス解析の結果を足掛かりとして、未解明であった

MAP1B リン酸化部位に対する特異抗体を使用し、染色性を検討した。再生時の神経軸索にて S25, 

S1201 のリン酸化レベルが高く、軸索伸長と再生への関与が示唆された。 

坐骨神経損傷モデルの染色パターンは、再生中の神経のマーカーとされる SCG10 と同様であ

り、本研究のリン酸化抗体の再生軸索マーカーとしての有用性が示された。また、神経離断損傷

モデルにて、損傷近位側ではリン酸化が上昇したが、遠位側では変化に乏しく，変性過程よりも

再生過程でリン酸化が関与すると考えられた。さらに、神経離断後に縫合した神経で、遠位側で

もリン酸化が検出されるようになり、再生過程との関与が更に裏付けられた。 

 今後の展望として、評価がより難しいマウス脊髄損傷モデルを用いた再生軸索の評価が必要

となる。また、神経損傷において脱リン酸化酵素を阻害するなど、MAP1B リン酸化レベルを高め

る介入実験から、神経再生を促せるか検証してゆく必要がある。 

 

 

 

図 6:離断損傷後縫合モデル 
  各抗体での検出レベル 
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