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研究成果の概要（和文）：成長円錐のin vivo機能を解析するため、コンドロイチン硫酸(CS)の合成を抑制するCSGalNA
cT1（T1） KOマウスを作製し、脊髄損小モデルを解析したところ、顕著な軸索再生が認められた。その理由は、単にCS
が減少しただけでなく、成長円錐機能を促進するヘパラン硫酸(HS)が著明に増加していた。成長円錐のシグナル伝達活
性化には、環境因子のCS/HSの量的最適化が必須であることが証明されt。また成長円錐を決定する極性決定機構に、GP
M6aが必須であることを分子機構とともに証明した。

研究成果の概要（英文）：We produced the CSGalNAcT1 (T1)-KO mice for anlyzing the in vivo growth cone funct
ions. By producing the spinal cord injury (SCI) model, we observed that in T1-KO, markerd axon regrowth oc
curred. In these mice, nor only chondroitin sulfate (CS), an inhibitor of the growth cone, was decreased, 
but also heparan sulfate (HS), one of its stimulators, also was up-regulated. We concluded that CS/HS bala
nce is very important for the effective axon regeneration. We also obtained the evidence that GPM6a is inv
ovled in the determination of the neuronal polarity.    
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１． 研究開始当初の背景 
成長円錐は発達期の神経細胞の突起先端

に形成される運動性に富んだ構造で、正確な
神経回路の決定に決定的に重要な役割を果
たす。報告者は確立していた成長円錐の単離
方法を駆使して、プロテオミクスを行って成
長円錐の蛋白質を 1,000 種類近く同定し、成
長円錐に濃縮され、かつ RNAi で神経成長が
抑制される分子群を 17 種類同定した。 
２．研究の目的 
この成果を踏まえ、神経成長に関する分子

群の役割を明確にする目的で、1) KO マウス
の作成、2) 系統的な成長円錐内での挙動可視
化、3) それらの新規結合分子を探索と、それ
らの神経成長への寄与証明、の 3 点から研究
を推進することとした。 
3. 研究の方法 
 成長円錐の培養におけるイメージング、in 
vivo 実験系としての軸索再生実験、プロテオ
ミクスおよびリン酸化プロテオミクスによ
って予想された分子間相互作用およびリン
酸化抗体による解析、ノックアウトマウス作
成の各技術を駆使して、下記の成果を得た。 
４．研究成果 
1)極性形成機能の解析：プロテオミクスで見
出した機能未知の膜蛋白質 GPM6a に着目し、
これに結合する低分子量G蛋白質のアダプタ
ー蛋白質 M6BP が結合し、さらにこの分子に
rap2 が結合する。この結合複合体が極性形成
に関与することを証明した。M6a 依存性の極
性決定は、ラミニン依存性であり、第二期が
ほとんど生じず、迅速に極性が決定された極
性が決まる際、第一期でも GPM6a はいち早く
ラミニン依存的に局在化し、極性決定因子
Par3 などよりもはるかに早期に局在化した。
また GPM6a-RUFY3-rap2 は成長円錐の先端で
共局在化していることを見出した。 
2) 成長円錐の小胞動態：成長円錐小胞の挙
動をタイムラプスで明らかにした。その結果、
最も頻度の高いものは、成長円錐の先端から
アクチンの逆行性の流れに沿った移動であ
り、アクチンーミオシンの相互作用によると
考えられた。これらの小胞は、エンドゾーム
の性格を有すると判断された。 
3) GAP-43 新規リン酸化と神経成長・再生と
の関連性：成長円錐のリン酸化プロテオミク
スを行って、GAP-43 のリン酸化部位の特異抗
体を作成した。これは成長期の神経軸索をよ
く認識し、再生軸索を特異的に認識した。リ
ン酸化不活性化マウス(GAP-43)を 2種類作成
に成功し、これらはリン酸化特異抗体で認識
されず、不活性化されていることが確認でき
た。このうち、1 種類のものの神経細胞を培
養したところ、神経細胞の軸索長は優位に減
少し、異常な出芽なども見られた。 
4) 軸索成長・再生の in vivo モデル作成： 
CSGalNAcT1KO マウスの圧坐モデルに基づく
脊髄損傷を作成した。この系では、きわめて
効率的に損傷が修復され、組織解析でも優位
に神経末端の回復が認められた。コンドロイ

チン硫酸(CS)とヘパラン硫酸(HS)の量的な
最適化が起こっていることを証明した。 
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