
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３２０１

若手研究(B)

2013～2011

細胞接着斑形成に着目した神経軸索再生法開発のための基礎研究

Axonal regeneration via regulation of point contacts

１０４１５１５１研究者番号：

久保山　友晴（KUBOYAMA, TOMOHARU）

富山大学・和漢医薬学総合研究所・助教

研究期間：

２３７００３７６

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     3,300,000 、（間接経費） 円       990,000

研究成果の概要（和文）：私はこれまでに、損傷した中枢神経組織で再生不全に陥った軸索を再現した培養系を用い、
細胞接着班のダイナミクスを増加させることによって軸索再生が誘発されることを明らかにしてきた。本研究ではその
機序として、プロテインキナーゼA、p21-activated kinaseおよびパキシリンの活性制御が関与することを明らかにし
た。本成果は、脊髄損傷等において軸索再生を誘発させるための新たな分子ターゲットを提唱するものである。

研究成果の概要（英文）：I previously clarified that enhancing of point contact dynamics promoted axonal re
generation in cultured system that mimicked failure of axonal regeneration in the injured central nervous 
system. In this study, I showed that protein kinase A, p21-activated kinase and paxillin were involved in 
the above regeneration mechanisms. This study proposes novel targets for axonal regeneration in spinal cor
d injury, etc.
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄損傷などで中枢神経組織が損傷を受
けると、損傷部位周辺で活性化アストロサイ
トが凝集し、グリア性瘢痕が形成される。断
裂した神経軸索はグリア性瘢痕を越えて再
生することができない。そのため、脊髄損傷
では下肢麻痺などの機能障害が永続する。
1928年 Cajalは、脊髄損傷部位（グリア性瘢
痕形成部）近傍で軸索終末部が膨瘤した球状
体を呈して伸長が停止することを発見し、こ
れを dystrophic endballと名づけた。Dystrophic 
endball の形成が軸索再生不全の原因だと考
えられているが、未だにその分子的基盤は明
らかになっていない。一方、グリア性瘢痕内
では活性化アストロサイトから阻害因子の
コンドロイチン硫酸プロテオグリカン
（CSPG）が分泌され、これが濃度勾配を形
成して沈着し、軸索再生を阻害する主たる原
因の一つとなっている（Davies et al., J 
Neurosci, 1999）。Case Western Reserve 大学
Silver博士の研究室では、CSPG濃度勾配を形
成した培養皿上で後根神経節神経細胞を培
養することにより、dystrophic endballを再現
することに成功し（Tom et al., J Neurosci, 
2004）、 CSPG による軸索再生不全を
dystrophic endball形成の視点から解析する妥
当性が示唆された。本培養系を用いることに
より、dystrophic endballの分子的基盤の解析
が容易になり、これまで未解決であった
“CSPG による軸索再生阻害の機序”の解明を
大きく進めることができる。 
 私は、前述した dystrophic endballの形成を
再現する培養系を用いて大規模な薬物スク
リーニングを行なった結果、プロテインキナ
ーゼ A（PKA）阻害剤を処置することにより、
dystrophic endballが前方への移動を再開する
ことを初めて明らかにした。次に、細胞運動
能に重要な役割を果たす細胞接着斑（細胞-
基質間の結合形成部）に着目した。分生生物
学的、細胞生物学的検討を行なった結果、
PKA 阻害により細胞接着斑構成分子である
パキシリンがリン酸化され、これにより細胞
接着斑のダイナミクスが亢進し、結果として
dystrophic endballが CSPG濃度勾配上で前方
移動を再開することを世界に先駆けて発見
した。 
 
２．研究の目的 
 CSPG 濃度勾配を何らかの分子が感知して
PKAの活性化が生じ、これが細胞接着斑形成
制御に影響を与え、軸索再生不全の原因とな
っている”、という申請者が立てた仮説を細
胞生物学的、生化学的手法で証明し、CSPG
濃度勾配がどのように軸索再生不全を引き
起こすのか、その機序を分子的に明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
3-1. 遺伝子クローニング及び遺伝子変異体
の作製 

胎生 15 日齢 Wister ラット（SLC）の全脳
から rat p21-activated kinase (PAK) の翻訳領
域の全長をクローニングした。さらに、PAK
のN末端側に黄色蛍光タンパクVenusを結合
させ、これを CAG プロモーター下で発現さ
せるベクターを作製した。また、PAKの 298
番目のリジン残基をアラニンに置換した酵
素活性のない変異体 (K298A PAK) 及び 422
番目のスレオニン残基をグルタミン酸に置
換した酵素活性を増強した変異体  (T422E 
PAK) を発現するベクターも作製した。また、
赤色蛍光タンパク TagRFP-T を融合させた
paxillin を発現するようなベクターを同様に
作製した。 
3-2. 細胞培養 
 CSPG の濃度勾配を作製した培養皿上で成
体ラットより単離した後根神経節神経細胞
を培養した。また、Nucleoefector (Lonza) を
用いて遺伝子導入を行った。 
3-3. 全反射蛍光顕微鏡観察 
培地に 1% BSA及び 1% N-2添加物を含む

L-15 培地を用い、全反射蛍光顕微鏡  (オリ
ンパス)による蛍光観察を行った。 
3-4. 免疫染色 
 神経マーカーのウサギ抗 β-tubulin III ポリ
クローナル抗体 (Sigma) 及びマウス抗 CSPG
モノクローナル抗体 (CS-56、Sigma)、PKA 
reguratory domain II (PKA RII) を認識するマ
ウスモノクローナル抗体  (BD Biosciences) 
及び PKA RIIの 96番目のセリン残基のリン
酸化 (pS96 PKA RII) を特異的に認識するウ
サギモノクローナル抗体 (Epitomics) を用い、
免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
 細胞接着班の形成制御に関わるパキシリ
ンの機能制御をすることが報告されている
PAKが、本仮説に関与しているかどうかを検
討した。まず、野生型あるいは、不活性化模
倣、活性化模倣の PAKを作製し、それぞれ神
経細胞に発現させ、CSPG 濃度勾配上で培養
した。野生型あるいは不活性化模倣 PAKを発
現させた場合、CSPG 濃度勾配を横切る軸索
はほとんど存在しなかった。一方、活性化模
倣PAKを発現させた場合CSPG濃度勾配を横
切る軸索再生が増加した。次に、野生型 PAK
を発現する神経細胞に PKA 阻害剤を処置し
た結果、CSPG 濃度勾配を横切る軸索の長さ
が増加した。一方、不活性化模倣 PAKを発現
する神経細胞に PKA 阻害剤を処置した場合
CSPG 濃度勾配を横切る軸索の長さは増加せ
ず、PKA阻害による軸索再生作用が阻害され
ていた。これにより、PKA阻害によって PAK
が活性化することが CSPG濃度勾配上の軸索
再生に重要であることが明らかになった。 
 PAK は PKA によってリン酸化されること
によって不活性化されることが報告されて
いる。以上のことから、dystrophic endballで
は PKAが活性化しているため PAKが不活性
化し、paxillinのリン酸化が抑制されているの



ではないかと考えた。そこで dystrophic 
endballにおける PKAの活性を検討した。PKA
活性の指標となるリン酸化 PKA に対する抗
体を用いて免疫染色を行い、軸索終末部にお
ける PKA の活性を可視化した。まず均一な
laminin 基質上で成体ラット由来後根神経節
神経細胞を培養した後、アデニル酸シクラー
ゼ賦活薬 forskolinを処置した結果、PKAのリ
ン酸化が増加することが明らかになった。よ
って本手法で PKA の活性化を検出すること
が可能であることが示された。引き続き
CSPG濃度勾配基質あるいは laminin基質上で
培養した神経細胞の軸索終末部における
PKAの活性を評価した。CSPG濃度勾配上の
dystrophic endball では、laminin基質上の軸索
終末部に比べて PKA のリン酸化が有意に増
加した。以上、dystrophic endballにおいて PKA
の活性が増加することを初めて明らかにし
た。 
 続いて PKA の活性化機構を解明するため
の検討を行った。CSPG 濃度勾配下で培養し
た成体ラット後根神経節神経細胞に対して、
cAMP のアンタゴニスト Rp-cAMPS、膜貫通
型 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 阻 害 薬
2’,5’-dideoxyadenosine、細胞質型アデニル酸
シクラーゼ阻害薬 2-hydroxyestradiolを処置し
たが、いずれも濃度勾配を横切る軸索の長さ
が増加しなかった。またこれら阻害剤を処置
した時、dystrophic endballにおける PKAの活
性は減少しなかった。一方、直接 PKA の活
性を阻害する KT5720 および mPKIを同様に
処置したところ、PKAの活性は減少し、濃度
勾配を横切る軸索の長さが増加した。以上の
ことから、CSPG 濃度勾配上の dystrophic 
endball では PKA の活性が増加しているが、
これは dystrophic endballで cAMPの濃度が増
加しているためではなく、何らかの機構で
PKA が直接活性化されていることが推測さ
れた。 
 以上本研究により、CSPG 濃度勾配下で再
生不全に陥った軸索を再生させる機序とし
て、PKA 阻害による PAK、paxillin を介した
再生機序を明らかにした。本成果は、脊髄損
傷等において軸索再生を誘発させるための
新たな分子ターゲットを提唱するものであ
る。 
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