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研究成果の概要（和文）： 
中枢神経の損傷後の軸索伸長・分枝はほとんど無い。その最も大きな要因は再生阻害因子
の誘導である。代表的な阻害因子として今注目されているのがコンドロイチン硫酸である。
私たちは本研究で、コンドロイチン硫酸と同等に主役を演じる因子としてケラタン硫酸を
見出した。これらの阻害能を得るためにはプロテオグリカンの全てのコンポーネント（ケ
ラタン硫酸、コンドロイチン硫酸、コアタンパク質）が必要であった。これらのデータは、
コアタンパク質によって適切にケラタン硫酸、コンドロイチン硫酸がプレゼンテーション
されることが重要で、それを神経細胞上の受容体が読み取る機構があることを強く示唆す
る。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Axonal regeneration/sprouting hardly occur after neuronal injuries, mainly due to induction of 
inhibitory factors. Chondroitin sulfate is one of most well-known inhibitory factors. We found that 
keratan sulfate inhibits axonal regeneration/sprouting, and its inhibitory activity is as strong as that 
of chondroitin sulfate. For the inhibition, all the components of proteoglycans (i.e., keratan sulfate, 
chondroitin sulfate, core protein) are required. Our data suggest that an appropriate presentation of 
keratan sulfate and chondroitin sulfate by the core protein is important, and these sugar chains may 
be read by receptor(s) on neurons. 
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１．研究開始当初の背景 
「一度傷害を受けた神経軸索は二度と再生
しない」これは近代神経科学の父カハールの
言葉であるが、中枢神経については今もこの
コンセプトは受け入れられている。何故再生
しないのかは主に中枢神経細胞の再生能力
（内因性）と外から再生を阻害する因子（外

因性）の二つの要因が考えられるが、特に哺
乳類成体の中枢神経では後者が効いている
ことが分かっていた。 

これまでにミエリン由来の Nogo, Mag, 
OMgp などの阻害因子が注目を集めていたが、
これらをノックアウトしたマウスでも野生
型マウスに比べて軸索再生にほとんど差が
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見られないことから、別に重要な分子がある
ことが予測された。最近ではプロテオグリカ
ンに付く長大な糖鎖であるコンドロイチン
硫酸（CS）が強い阻害活性を持ち、その分解
で脊髄損傷後の軸索再生・分枝は促進され、
神経機能回復も促されることが明らかにな
った。 

プロテオグリカンに付く長大な糖鎖をグ
リコサミノグリカンというが、これは CS に
加えて、ケラタン硫酸（KS）やヘパラン硫酸
が含まれる。特に KS に関してはこれまでに
ほとんど研究がなく私たちはその機能に興
味を持った。 

GlcNAc6ST-1 は私たちがクローニングした
酵素で、そのノックアウトマウス作成などを
通して、この酵素が KS の生合成に必須であ
ることを明らかにしてきた。KS の機能を見
るのにこの KS 欠損マウスが使えるのではな
いかと考えた。 
また、私たちは成長因子ミッドカインを研

究してきた。この分子は神経細胞の生存や突
起伸長に正の働きをすることが分かった。ミ
ッドカインはヘパラン硫酸や CS に結合する
ことも示してきた。中枢神経の細胞外マトリ
ックスは他の組織と比べてプロテオグリカ
ンが豊富に存在することが知られており、ミ
ッドカインとマトリックスの相互作用も神
経再構築に関与する可能性があるのではな
いかと考えた。 

 
２．研究の目的 
神経損傷後あるいは生理的条件下での神経
回路の再構築に細胞外マトリックスの糖鎖
（プロテオグリカンに付く KS、CS）がどの
ような機能を果たすのか、その機構を含めて
解明する。また、この状況での成長因子ミッ
ドカインの関わりについて解明する。 
 
３．研究の方法 
神経損傷後の再構築のモデルとして脊髄損
傷ならびに神経細胞初代培養を行った。脊髄
損傷ではマウス胸髄への圧挫損傷を野生型
ならびに KS 欠損マウスに施した。また、KS
分解の効果を見るために、ラット胸髄への圧
挫損傷を施し、同時に浸透圧ポンプを用いて
KS分解酵素の損傷部への局所投与を行った。
いずれのモデルでも損傷後経時的に運動機
能評価、感覚機能評価、神経電気生理学的評
価を行うとともに、組織学的解析により軸索
再生・分枝やその他の変動を評価した。 
 In vitro の評価では小脳顆粒細胞の初代培
養を主に用いた。プロテオグリカンをコート
下培養皿の上に神経細胞を単層培養し、神経
突起伸長を計測した。また、プロテオグリカ
ンをスポットし、そのスポットへの神経突起
の侵入の度合いを観察した。 
 また、軸索再生・分枝阻害を担う KS を有

するプロテオグリカン（KSPG）の同定のた
めに初代培養したアストロサイトの活性化
を行い KSPG の回収を行い、その質量分析を
行った。 
 
４．研究成果 
プロテオグリカン上のKSの合成酵素阻害で

軸索再生・分枝が促進され、脊髄損傷で野生

型マウスに比べて回復がよいことを示した。

さらに、KS分解酵素の投与によっても脊髄損

傷後の神経機能回復を促進できることを示す

ことができた。 
KSと同じ２糖繰り返し構造の長大な糖鎖

であるCSはこれまでに最もよく知られた軸

索再生・分子阻害因子の一つである。KS分解

の効果はCS分解の効果と遜色がなかった。さ

らに両者の組み合わせでは相加・相乗効果は

見られなかった。 
In vitroの実験では、（１）KS単独では神経

突起伸長阻害が起きないことを示した。同様

にCS単独でも神経突起伸長阻害は起きなか

った。（２）KS、CSの両方を含むプロテオグ

リカンの混合物によって神経突起伸長阻害が

起こるが、KS分解単独あるいはCS分解単独で

その阻害効果を抑制できた。また、両者の組

み合わせは相加・相乗効果を発揮しなった。

（３）コアタンパク質の熱変性、あるいはア

ルブミンの上にKS, CSを共有結合させた人工

プロテオグリカンでは神経突起伸長阻害は起

きなかった。（４）コアタンパク質、KS、CS
の揃ったプロテオグリカンとなって初めて神

経突起伸長阻害活性を示すことから、コアタ

ンパク質によるKS、CSの適切なプレゼンテー

ションが重要であると推察した。この結果は

脊髄損傷のin vivoデータとも一致する。しか

し特にコアタンパク質の重要性を示すin vivo
のデータはなかった。 
 そこで ADAMTS4 に注目した。この酵素は
アグリカンなどのプロテオグリカンのコア
タンパク質を特異的に切断する活性を有す
る。今回新たにニューロカン、ブレビカン、
フォスファカンといってプロテオグリカン
を分解することを示せた。さらにこの酵素を
脊髄損傷部に局所投与すると神経機能回復
が促され、軸索再生・分枝も促進されること
を見出した。以上により、プロテオグリカン
による軸索再生・分枝阻害機構の一部を明ら
かにすることができた。 
 さらに軸索再生・分枝阻害を担う KS を有
する KSPG の同定を行った。KSPG はアスト
ロサイトの活性化に伴って産生され、初代培
養されたアストロサイトから分泌される
KSPG は確かに神経突起伸長を阻害すること
を確かめた。これを質量分析し、ある KSPG
を同定することに成功した。また、この KSPG



を相互作用する受容体候補を絞り込むこと
に成功した。 
 また、成長因子ミッドカインが脊髄損傷後
機能回復を促進するデータを得た。ミッドカ
インとプロテオグリカンの相互作用が神経
再構築にどのようなインパクトを与えるか
についても今後研究を発展させたい。 
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