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研究成果の概要（和文）：成体における中枢神経系の軸索再生は殆ど起こらないとされ, 脊髄損傷にも根本治療法がい
まだ無い．最大の原因は中枢神経損傷部において急激に発現するコンドロイチン硫酸が,再生阻害因子として再生をブ
ロックすることに依る．このコンドロイチン硫酸転移酵素の遺伝子改変マウスを作製した．このマウスの脊髄損傷モデ
ルは,これまで報告されたどのマウスよりも優れた機能回復を示した．CS糖構造だけではなく,別の糖発現バランスを変
えることが劇的な回復の原因であり再生治療に向けた絶妙な創薬ターゲットでもあった．この分子の生体内ノックダウ
ンによる再生治療にも成功し,iPS細胞応用などとの併用による再生方針にも繋がりつつある．

研究成果の概要（英文）：Extracellular factors that inhibit axon growth and intrinsic factors that promote 
it affect neural regeneration. Therapies targeting any single gene have not yet simultaneously optimized b
oth types of factors. Chondroitin sulphate (CS), a glycosaminoglycan, is the most abundant extracellular i
nhibitor of axon growth. Here we show that mice carrying a gene knockout for CS N-acetylgalactosaminyltran
sferase-1 (T1), a key enzyme in CS biosynthesis, recover morecompletely from spinal cord injury than wild-
type mice and even chondroitinase ABC-treated mice.Taken together, our results indicate that regulation of
 a single gene, T1, mediates excellent recovery from spinal cord injury by optimizing counteracting effect
orsof axon regeneration
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷の治療に向けて、神経幹細胞や iPS
細胞/ES 細胞の移植による治療が謳われ多く
の試みがなされつつある。 しかし脊損後に
は、損傷炎症に続いて生じるコンドロイチン
硫酸プロテオグリカン(CSPG)の発現上昇が
神経の再生を阻害し、その後損傷部の
Cavitations を取り囲むように生じる線維性
瘢痕が完全に神経再生をブロックしてしま
う。この初期過程で、A）：コンドロイチン硫
酸は本当に神経再生を阻害しているのか？ 
再生阻害能はコンドロイチン硫酸基にある
のか、そのコアタンパク質にあるのか？ そ
の作用機構は？ B）：線維性瘢痕の形成は、
コンドロイチン硫酸の発現やグリア性瘢痕
の形成とリンクし相関はあるのか？ さら
に、C）：神経再生治療に向けてコンドロイチ
ン硫酸などの抑制因子を如何に人為的に制
御すべきか、を明らかにすることは、脊髄損
傷治療においては非常に重要であるにも関
わらず、未解明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 脊髄損傷の治療に向けて、神経幹細胞や
iPS 細胞/ES 細胞の移植による治療が謳われ
多くの試みがなされつつある。 しかし脊損
後には、損傷炎症に続いて生じるコンドロイ
チン硫酸プロテオグリカン(CSPG)の発現上
昇が神経の再生を阻害し、その後損傷部の
Cavitations を取り囲むように生じる線維性
瘢痕が完全に神経再生をブロックしてしま
う。この初期過程で、A）：コンドロイチン硫
酸は本当に神経再生を阻害しているのか？ 
再生阻害能はコンドロイチン硫酸基にある
のか、そのコアタンパク質にあるのか？ そ
の作用機構は？ B）：線維性瘢痕の形成は、
コンドロイチン硫酸の発現やグリア性瘢痕
の形成とリンクし相関はあるのか？ さら
に、C）：神経再生治療に向けてコンドロイチ
ン硫酸などの抑制因子を如何に人為的に制
御すべきか、を明らかにすることは、脊髄損
傷治療においては非常に重要であるにも関
わらず、未解明な点が多い。 
 申請者はこの問題点に直接答えるために、
コンドロイチン硫酸基の生合成経路に重要
な 2つの酵素（糖転移酵素）CSGalNacT1お
よび CSGalNacT2 それぞれの遺伝子欠損マ
ウスを世界に先駆けて作製した（Takeuchi et 
al. Biochem. J (2010)）。 
さらに、脊髄損傷モデルマウス作成系も完備
し、この KOマウスを駆使した解析を開始し
ている。上記の問題点 A)、B)については、
申請者は次のような予備的な研究結果を既
に得ている中で研究課題を設定した。 
１） CSGalNacT1単独の KOマウスでも、
野生型マウスと比べてコンドロイチン硫酸
基の量が約１/２まで減少している（Biochem 
J 2010）。 
２） CSGalNacT1単独 KOマウスは脊髄損
傷後数週間で、野生型マウスよりも損傷後修

復が早く、後肢回復、筋電図解析などからも
圧倒的に高い回復を示した。 
３） 組織化学的な解析からは CSGalNacT1 
KO では、脊髄損傷領域の線維性瘢痕の面積
が減少しており、免疫組織像と神経トレーサ
ー実験からは神経軸索再生が認められた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、コンドロイチン硫酸基の神経
再生阻害メカニズムの詳細を明らかにし、こ
の分子を中心とした新しいバイオマテリア
ル材料を用いた人為的な再生環境の操作を
脊髄損傷モデルで行う。これを踏まえ、臨床
応用に展開するための基盤となる研究を行
うことを計画した。 
１）T1/T2 ダブル KO は胎生致死のため、
CSGalNacT1KO マウス成体において、脊髄領域
のみで部位特異的に CSGalNacT2 遺伝子の
knock down（以下 KD）を行い、脊髄損傷修復
度を解析する。 ここから、コンドロイチン
硫酸は本当に神経再生を阻害しているのか、 
再生阻害能はコンドロイチン硫酸基にある
のか、そのコアタンパク質にあるのかを直接
的に明らかにできる。 
２）CSGalNacT1 単独 KO および T1 KO・T2KD
マウスにおいて、脊髄損傷時のコンドロイチ
ン硫酸・ヘパラン硫酸合成系などすべての関
連酵素の発現量の変化（図１）、NG2 やフォス
ファカンなどの全コアタンパク質の発現変
動を解析する。コンドロイチン硫酸基を中心
とした脊髄損傷時の分子発現制御システム
を明らかにする。 
３）ゲルスポンジ・バイオマテリアルを用い
た脊髄領域特異的な遺伝子ノックダウン
（KD）実験、さらにコンドロイチナーゼを結
合させた徐放性マトリックスとしての効果
も検討する。 Ⅰ、Ⅱのダブル KO 等と同様
の効果が得られるか、基礎データも検証する
とともに、応用を目指す。 
 
４．研究成果 
 
 A）：コンドロイチン硫酸(CS)は本当に神経
再生を阻害しているのか？ B）：線維性瘢痕
の形成は、コンドロイチン硫酸の発現やグリ
ア性瘢痕の形成とリンクし相関はあるの
か？ さらに、C）：神経再生治療に向けてコ
ンドロイチン硫酸などの抑制因子を如何に
人為的に制御すべきか？を明らかにする目
的で、申請者は、コンドロイチン硫酸基の生
合成経路に重要な 2 つの糖転移酵素
CSGalNacT1 および CSGalNacT2 の遺伝子欠損
マウスを世界に先駆けて作製し（Takeuchi et 
al. Biochem. J (2010)）。脊髄損傷モデルマ
ウス作成系にて解析、以下の結果を得た。
（Takeuchi et al. Nature Communication 
(2013)） 
（１） CSGalNacT1 KO マウスは、野生型マ
ウスと比べてコンドロイチン硫酸基の量が
発生過程では約１/２まで減少している



（Biochem J 2010）。脊髄損傷時のような急
性期障害の場合、つまりコンドロイチン硫酸
の急激な発現を必要とする際には、この T1KO
マウスでは3割程度のコンドロイチン硫酸の
発現低下のみを認めた。T2KO マウスでは急性
期の発現低下はほとんど認められなかった。  
（２）CSGalNacT1 KO マウスは脊髄損傷後数
週間で、野生型マウスよりも損傷後修復が早
く、後肢回復、筋電図解析など生理機能解析
すべてにおいて圧倒的に高い回復を示した。
これはこれまで報告されているどの KO マウ
スよりも劇的な回復であった。たしかにコン
ドロイチン硫酸そのものが再生阻害をして
いることを直接に証明することができた。さ
らにこれらＫＯマウスはこれまで最も回復
が認められていた CS 切断酵素である ChABC
（コンドロイチナーゼ）投与マウスよりも
（ＣＳ発現量は残っているにもかかわらず）
回復するという驚くべき結果を示した。 
（３） 組織化学的な解析からは CSGalNacT1 
KO では、脊髄損傷領域の線維性瘢痕の面積が
減少しており、かつ初期の反応性グリア細胞
の患部への集積も早く、グリア性・線維性瘢
痕ともに縮小していた。免疫組織像と神経ト
レーサー実験からは、これまで認められてい
る如何なる修復よりも早い神経軸索再生が
認められた。つまり、損傷部縮小のための治
療効果があることが伺えた。線維性瘢痕形成
とコンドロイチン硫酸発現も確かに相関し
ており、これらの制御は重要であることが明
らかとなった 
（４） CSGalNacT1 KO により、CS 合成を
抑えるともう一方のグリコサミノグリカン
合成系であるヘパラン硫酸(HS)の合成誘導
昂進が起こっていた。これらすべての合成酵
素の発現昂進が認められるのみならず（mRNA,
酵素の発現ともに）、本来ほとんど発現のな
いヘパラン硫酸の発現が（ドットブロット、
免疫組織化学、糖鎖科学分析ともに)認めら
れた。ヘパラン硫酸は従来、神経軸索伸長の
促進因子として報告されている。そのため、
本来発現していないヘパラン硫酸合成誘導
が惹起されることにより、Ｔ１ＫＯマウスで
はより積極的な劇的な神経再生をしている
ことを明らかにした（Nature Communication 
(2013)）。つまり CSGalNacT1 は脊髄損傷など
神経再生治療において絶妙な治療ターゲッ
トとなることを見出した。 また、コンドロ
イチン硫酸がグリア細胞遊走などの炎症に
関わること、グリコサミノグリカンの発現制
御機構が想像以上に動的なものであること
が伺え、今後の大きな研究の転換点ともなり
得ると考える。 
  また、このノックアウトマウスを契機に
コンドロイチン硫酸の中枢神経系発生初期
に関わる根本機能解析が可能であること、そ
の た め の 糸 口 も 掴 む こ と が で き た
（Neuron ：81, 814–829, (2014)、Nature 
Neuroscience ：16(11) 1556-1566 (2013)） 
 

さらに申請者は、脊髄損傷部患部にＤＤＳ用
のスポンジを留置し、さらに核酸医薬
（siRNA）デリバリー能に優れたアテロコラ
ーゲンを徐放剤とすることで、脊髄損傷部の
部位特異的な遺伝子ノックダウンに成功し
た。この系により、CSGalNacT1  KD マウス
を用いた脊髄損傷実験からある程度の生理
機能回復を認めることができた。治療方向性
としても創薬ターゲットとしてもこれら酵
素群は有効であり、今後臨床応用を睨んだ研
究展開を可能とすることができた。 
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