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研究成果の概要（和文）：ポリシアル酸は脊椎動物脳において発現する酸性多糖である。特に、

胎児期の NCAM を修飾しており、その巨大な排除体積により、細胞-細胞/細胞外マトリックス

の相互作用において負の制御を司る分子としてこれまで考えられてきた。本研究ではポリシア

ル酸が、負の相互作用をもつだけでなく、脳由来神経栄養因子(BDNF)という脳内の生理活性

分子と直接相互作用すること、つまり正の相互作用を通じて、その受容体への結合を制御する

機構の存在を初めて明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Polysialic acid (polySia) is the anionic polysaccharide expressed 

mainly in vertebrate brains. PolySia modifies embryonic NCAM and functions as a 

negative regulator between cell-cell/extracellular matrix via its bulky and exclusive 

features. In this study, we demonstrated that polySia directly binds to a brain derived 
neurotrophic factor (BDNF) and that through its interaction it regulates the 
ligand-receptor interactions.  
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１．研究開始当初の背景 

 シアル酸は糖タンパク質や糖脂質
を構成する酸性糖で、受精、発生、分化な
どの生物学的現象において重要な役割を担
っている。通常、1 残基が糖鎖の最外部に
結合したモノシアル酸として存在するが、
天然にはまれにその末端シアル酸残基の上
にさらにシアル酸の直鎖ポリマーが結合す
るポリシアル酸構造として存在する。ポリ
シアル酸（重合度 8 以上）は脳髄膜炎細菌
の表面莢膜多糖成分として 1957 年に初め
て発見された。その後、脊椎動物では神経

形成期における神経細胞接着分子(NCAM)、
成体脳の電圧感受性ナトリウムチャンネル
及び魚卵の分泌顆粒局在糖タンパク質であ
るポリシアロ糖タンパク質(PSGP)、ヒトミ
ルク CD36 にその存在が知られるようにな
った。NCAM を中心にした世界的な研究の
結果から、現在ポリシアル酸構造は主に胎
児脳に一過的に発現すること、成体脳では
神経の再編成が盛んな海馬などに偏在して
いること、その巨大な排除体積によって接
着分子の接着能を負に制御することにより
脳の正常な発達を促す重要な機能性糖鎖で
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あること(図 1)、免疫寛容機構が働いている
ことが証明されている。またポリシアル酸
は、癌胎児性抗原としても認識されており、
ある種の癌細胞（神経芽細胞腫、腎芽細胞
腫、小細胞肺癌細胞腫他 13 種）に発現する
ことやその悪性度や転移性に関与すること、
近年では幹細胞にも発現することが知られ
ている。 
 近年、我々はこれまで報告例のな
いミクログリア細胞にポリシアル酸構造が
存在することを明らかにした。加えて、ポ
リシアル酸構造が炎症刺激で素早く消失す
る現象を見いだした。特にこのポリシアル
酸構造の消失がシアリダーゼの分泌による
ことを示唆する結果を得ており、ポリシア
ル酸の脱重合過程がミクログリア細胞の活
性化に関わっていると推定している。そこ
でこのような炎症刺激に伴う細胞表面のポ
リシアル酸の素早い脱重合過程がポリシア
ル酸の機能を制御していると考えた。即ち、
ポリシアル酸構造が自身の巨大な排除体積
で細胞同士や細胞外マトリックスとの接着
を阻害するという従来言われてきた「反接
着機能」だけではなく、「様々な物質をプー
ルするリザーバー機能」を発揮しているの
ではないかという作業仮説をたてるに至っ
た。 

図 1:ポリシアル酸の反接着作用 

  

２．研究の目的 

 本研究はポリシアル酸と相互作用
すると考えられる候補分子のうち、神経細
胞の増殖や障害治癒に有用なBDNFに焦点
をあて、BDNF をはじめとする神経栄養因
子とポリシアル酸の直接的な結合状態の存
在証明と、その生物学的意義を明らかにす
ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 BDNF とポリシアル酸の相互作用

は、ゲル濾過クロマトグラフィー法、水平式
非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(native-PAGE)法、表面プラズモン共鳴（SPR）
法によって解析した。また酸性多糖と塩基性
タンパク質の相互作用を SPR 法で解析する
際、その相互作用における非特異的な結合を
おさえるために測定法の改良も試みた。一方、
BDNF とポリシアル酸複合体の生物学的な効
果に関しては、神経芽細胞腫を用いて、その
細胞に対する増殖活性を測定することで検
証した。 

 
４．研究成果 
 本研究ではまず、BDNF とポリシア
ル酸との直接的相互作用をいくつかの手法
を用いて証明した。まず、水平式非変性ポリ
アクリルアミド電気泳動により解析した。こ
の方法は、通常は塩基性タンパク質である
BDNF は−極側へ泳動されるが、ポリシアル酸
と相互作用すると、BDNF がポリシアル酸由
来の負電荷を獲得することにより、＋極側へ
泳動するように変化することを利用した方
法である。その結果、BDNF とポリシアル酸
が直接相互作用すること、その泳動の変化は
シアル酸モノマーでは見られないこと、その
変化はポリシアル酸が 12mer 以上の重合体を
形成したポリマーで観察されることが明ら
かになった。また、BDNF と同程度の等電点
をもつ塩基性タンパク質であるリゾチーム
やトリプシンでは、ポリシアル酸との相互作
用がみられないことがわかった。このことか
ら、塩基性分子がポリシアル酸と非特異的に
結合するのではなく、BDNF 分子がポリシア
ル酸と特異的に直接結合することが示され
た(図 2)。また 12mer 以上のポリシアル酸分
子がその相互作用に必要であることの証明
は、これまで明らかになっていなかったシア
ル酸の重合体の重合度の生物学的意義を示
した最初の例となった。 

 BDNF とポリシアル酸の結合はゲ
ル濾過クロマトグラフィーでも確認した。
BDNF とポリシアル酸の複合体は、ゲル濾過
クロマトグラフィー(Sephacryl S-500)を用い
ることにより約 2000kDaのところに溶出され
ることがわかり非常に巨大な複合体を形成
することがわかった。また BDNF とポリシア
ル酸の複合体に対して DSS 架橋剤による
BDNF の架橋実験を行ったところ、BDNF 分
子はポリシアル酸との複合体中でも 2 量体の
まま存在することが明らかになった。また、
複合体形成に対して化学量論比を求めるた
めに、ゲル濾過クロマトグラフィーによる複
合体の見かけの分子量の測定(2000kDa)、ポリ
シアル酸のゲル濾過クロマトグラフィーお
よび陰イオン交換クロマトグラフィーによ
る分子量(60kDa)および重合度(DP<Avr>=43)

の測定を行った。加えて水平式電気泳動によ



 

 

る、BDNF1 分子の電荷を中和するポリシアル
酸量の滴定実験により、BDNF 二量体 1mol

が平均重合度 43 のポリシアル酸分子 2mol と
結合すること、また複合体はそのユニットが
14 ユニット程度会合した超巨大分子である
ことが推定された。今後このような巨大な複合
体の形態や物理的性質を明らかにする必要が
ある。 

 次にポリシアル酸と BDNF 複合体
の相互作用に生物学的意義を明らかにする
一端として受容体との三者会合体の可能性
を調べた。つまり BDNF は BDNF 受容体に結
合することにより細胞内へシグナルを伝え
るので、BDNF-ポリシアル酸複合体と BDNF

受容体との相互作用の関係をゲル濾過クロ
マトグラフィーで検証した。その結果、ポリ
シアル酸と BDNF と BDNF 受容体 TrkB や
p75NTR は三者会合体を形成しないこと、し
かし BDNF-ポリシアル酸複合体中の BDNF

分子は BDNF 受容体 TrkB や p75NTR に容易
に移行することが明らかになった。特に、
TrkB へは複合体中の 30%程度の BDNF が、
p75NTR へは 50%程度が移行することがわか
った。この BDNF の複合体中からの受容体へ
の移行は BDNF-ポリシアル酸相互作用の親
和性と BDNF-受容体の親和性の差から裏付
けられた。具体的には SPR 法に基づいて
BDNF とポリシアル酸の分子間力測定を行う
ことで解析した。この測定に際し、天然の状
態に近い形で測定するため、塩基性タンパク
質(BDNF)をアナライトとして、ポリシアル酸
をセンサーチップ表面に固相化することで、
それらの結合力を測定した。はじめに、ポリ
シアル酸を固相化するために、センサーチッ
プの固相化表面によく用いられるカルボキ
シメチルベースの基盤 (CM5, CM1, SA)を
用いて解析した。その結果、カルボキシメチ
ル基とBDNFに起因する非特異的な結合が大
きく、測定が正確にできないことが判明した。
そこで我々は金表面のセンサーチップ(Au)に
自己組織膜を形成させる DBA を固相化し、
その膜中にストレプトアビジンを吸着させ
た。その後ビオチン化ポリシアル酸を結合さ
せポリシアル酸表面のセンサーチップを作
製することに成功した。また、非特異的吸着
を極力排除するため、(GlcNAc)3-ビオチンの
表面のセンサーチップのセンサーグラムを
ベースラインとして用いることで、ポリシア
ル酸とBDNFとの純粋な相互作用を計測する
系を確立した。その測定系において、BDNF

とポリシアル酸の解離定数を求めたところ
6.4  10

-9
 M であった。p75NTR および TrkB

の BDNF との解離定数はそれぞれ、10
-10 およ

び 10
-12

 M である。したがって、BDNF はポリ
シアル酸鎖よりも BDNF 受容体に対して
10-1000 倍高い親和性をもつことが明らかに
なった。従って、BDNF 受容体がポリシアル

酸鎖の近傍に移動すると、ポリシアル酸と結
合しているBDNFはポリシアル酸鎖から受容
体へと容易に受け渡されることが示され、ゲ
ル濾過クロマトグラフィーの結果を支持す
ることがわかった(図 2)。また、このようなポリシ
アル酸との相互作用は BDNF と高い相同性をも
つ他の栄養因子(NGF, NT-3, NT-4)間でも見出
され、同様に巨大な複合体を形成することがわ
かった。 

 次に、TrkB や p75NTR を発現して
いる神経芽腫細胞に対するポリシアル酸や
BDNF-ポリシアル酸複合体の細胞増殖に対
する効果を調べたところ、両者ともに細胞増
殖性を増大させること、またその効果は
BDNF-ポリシアル酸複合体の方が顕著であ
ることがわかった。すなわち、ポリシアル酸
-BDNF 複合体は BDNF による細胞増殖活性
を実際の細胞系において十分高める能力を
もつことがわかった。 

 一方、天然ににはポリシアル酸の他に
も酸性多糖としてプロテオグリカン中のグリコサミ
ノグリカン(GAG)鎖があげられる。特に脳の中で
はヘパラン硫酸、ケラタン硫酸、コンドロイチン硫
酸がポリシアル酸と共局在している。これまでグ
リコサミノグリカンは増殖因子との結合に深く関
わることは明らかにされていたが、栄養因子との
相互作用はあまり解析されていなかった。そこで、
我々は各種グリコサミノグリカン鎖(ヒアルロン酸, 

コンドロイチン, ヘパラン硫酸, コンドロイチン硫
酸, ケラタン硫酸)などを用い、各種栄養因子
(BDNF, NGF, NT-3)との相互作用を解析した。
その結果コンドロイチンとヒアルロン酸以
外の GAG が BDNF 二量体と直接結合し、巨
大複合体を形成することを明らかにした。こ
のことはこれらの酸性多糖と塩基性栄養因
子との相互作用が、単純な負電荷と正電荷の
イオン性の相互作用ではないことを表して
いる。NT-3 も BDNF と同様の GAG 結合性を
持つことが明らかになった。さらに、BDNF

は GAG と複合体を形成した後にも、BDNF

受容体である TrkB や p75NTR へ移動できる
ことがわかった。これらの結果は、GAG がポ
リシアル酸鎖と同様にBDNFや他の神経栄養
因子群のリザーバーとなり、細胞表面上の局
所的な濃度を調節している可能性を示して
いる。 

 ポリシアル酸は NCAMの IgV ドメイン
の 2箇所の N結合型糖鎖上に存在する。ポリシ
アル酸修飾が NCAM の比較的膜近傍で起こる
こと、またBDNF二量体が 2本のポリシアル酸鎖
に結合している こ と を鑑みる と 、実際に
polySia-NCAM と BDNF が複合体を形成し、そ
の細胞に cis に影響を与えることが示唆される。
このようにポリシアル酸は様々な神経作用因子
の保持に関わっており、受容体への因子の提示
の制御を行っている可能性がある。また近年、
分泌された proBDNF が細胞外において tPA/



 

 

プラスミンによって成熟型BDNFへとプロセ
スされ、その BDNF が記憶に関わることが報
告されている。我々の予備的研究からポリシ
アル酸が proBDNF とも結合すること、ポリ
シアル酸に結合したBDNFはセリンプロテア
ーゼの切断から保護されることなどが示唆
されており、proBDNF と tPA/プラスミンの作
用と機能発現にポリシアル酸が関わる可能
性もあると考えている。このような効果には
ポリシアル酸以外のグリコサミノグリカン
などの酸性多糖が関わることも考えられ、今
後の課題である。  

 以上のことから、本研究ではポリシ
アル酸が従来考えられてきた反接着作用を
もつ分子であるだけでなく、BDNF、NT-3、 

NGF といった神経栄養因子を特異的に自身
に結合させ(リザーバー機能、分子保持機能）、
巨大な複合体を形成させることにより細胞
外の濃度を制御していること、これらの複合
体中の因子は受容体が近傍に移動してくる
ことにより、親和性の差に基づき、ポリシア
ル酸から受容体へ分子が手渡され(分子放出)、
そのシグナルを細胞内に伝えることが示さ
れた。ポリシアル酸をはじめとする脳に局在
する酸性多糖が細胞外微小環境における栄
養因子をはじめとする生理活性因子を特異
的に保持することで、細胞外の濃度(受容体ヘ
結合できる分子の濃度）を厳密に制御してい
る可能性が示された。またこの機能はシアル
酸の重合度に依存することが明確に示され
た。 

 

図 2:本研究であきらかになったポリシアル酸
の新しい機能(分子保持機能、リザーバー機
能)。またポリシアル酸中に存在する栄養因子
が高親和性受容体へ分子を提示する際に推
定される分子放出機構。 
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