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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸（CS）は、あらゆる組織の細胞外マトリックスに分布する多機能分子で
あり、障害を受けた成体脳において軸索再生を阻害する分子として振る舞う一方、神経突起の伸長を促進する分子とし
ての一面も併せもつ。最近我々は、CSレセプター分子の存在を世界で初めて同定し、“CSが細胞外シグナル分子として
、特定の細胞分化を制御しうる”という新しいコンセプトを打立てた。本研究では、神経再生医療への応用を指向した
CSによる神経突起伸長制御機構の解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate (CS) is a multifunctional molecule that is widely distributed 
in extracellular spaces. In central nervous system, the pathological features of CS as major axon growth 
inhibitory molecules have attracted much attention, whereas several CS preparations have profound 
stimulatory effects on neurite outgrowth. Recently, our group demonstrated the existence of CS receptor 
molecules for the first time, and established a new concept that CS can act as a dynamic extracellular 
signaling molecule that trigger intracellular signaling cascades. Therefore, this project was to 
investigate the molecular mechanisms for the CS-mediated regulation in neurite outgrowth for 
neuro-regenerative therapies.

研究分野： 生化学・分子生物学・糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 CS は、代表的な硫酸化グリコサミノグリ
カン（GAG）多糖の一つであり、コアとなる
タンパク質に共有結合したプロテオグリカ
ン（CSPG）として中枢神経系や骨・軟骨組
織をはじめ、あらゆる組織の細胞表面や細胞
外マトリックスに分布している。CSPG は、
その普遍性ゆえ、細胞の増殖、分化、形態形
成など様々な生命現象に関与するが、特に最
近では、外傷性障害を受けた成体脳において、
再生軸索の伸長を阻害する原因分子として、
神経再生医療の観点から脚光を浴びている。
実際、バクテリア由来の CS 分解酵素（コン
ドロイチナーゼ ABC、ChABC）を用いて、
脳の損傷部位に高発現する CS を除去すると、
CSPG による軸索伸長阻害作用が消失するこ
とから、悪玉分子の実態は、その CS 鎖部分
であり、CS の発現量調節の重要性が提唱さ
れている。しかし、CS は必ずしも神経突起
の伸長を阻害するわけではなく、高度に硫酸
化された構造をもつ一部の CS には、初代培
養神経細胞の神経突起伸長をむしろ促進す
る働きがある。実際、CS-E という高硫酸化
CS を塗布した基質上で海馬神経細胞を培養
すると、軸索様の長い神経突起の伸長が促進
され、CS-E とは異なる高硫酸化 CS である
CS-D では、樹状突起様の短い突起が複数本
観察される。このような相異なる CS の作用
の違いは、生合成過程で産み出される CS の
発現量の違いや構造多様性に起因すると考
えられている。しかしながら、硫酸化構造の
違いに基づく各 CS による神経突起の伸長制
御がどのような分子メカニズムを介して発
揮されるかはよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 最近申請者らは、神経細胞上に発現する細
胞 接 着 分 子 の 一 つ で あ る contactin-1
（CNTN-1）が、CS-E を認識するレセプター
として機能し、CS-E による神経突起伸長が、
CS レセプター分子を介する細胞内シグナル
伝達経路の活性化により引き起こされるこ
とを世界で初めて明らかにした。この発見は、
CS 自身がリガンドとして直接的に機能し、
細胞外から特定のシグナル伝達を制御しう
ることを意味し、CS の神経回路網形成・再
編における機能発現メカニズムの全容を明
らかにしてゆく上で、極めて重要なコンセプ
トである。そこで、本研究では、CS の細胞
外シグナル分子としての機能的側面に着目
し、神経系に発現する機能的 CS レセプター
分子のさらなる探索とそれらにより発動す
るシグナル伝達経路の同定を行い、神経再生
医療への応用を指向した CS による神経突起
伸長制御機構の解明を試みる。 
 
３．研究の方法 
 新たな CS レセプター候補分子の絞り込み
を行うため、CS-E レセプターである CNTN-1
の類縁分子や、イムノグロブリンスーパーフ

ァミリーに属する分子群の組換えタンパク
質と様々な CS（CS-A〜CS-E）との結合親和
性を、表面プラズモン共鳴を利用したバイオ
センサー（BIAcore）を用いて評価した。本評
価系では、高硫酸化 CS である CS-D および
CS-E の少なくともいずれかに高い結合親和
性を示す分子を CS レセプター候補分子とし、
その妥当性を評価した。 
 具体的には、エレクトロポレーション法に
より、CNTN-1 または CS レセプター候補分
子に対する shRNA ベクターを初代培養海馬
神経細胞に導入し、当該分子のノックダウン
による神経細胞の高硫酸化 CS に対する応答
性の変化（神経突起の形態や伸長の程度な
ど）を調べた。また、得られた効果が、当該
分子に依存した効果であるかを、それぞれの
分子に対する中和抗体を用いた機能阻害実
験によっても検証した。さらに、CNTN-1 や
CS レセプター候補分子の機能的関連性を明
らかにする目的で、神経細胞の形質膜上にお
ける局在を免疫染色により調べた。 
 また、高硫酸化 CS 依存的な神経突起伸長
が、CNTN-1 の神経突起伸長シグナルを仲介
する細胞内分子の機能撹乱によって影響さ
れるかについても検討した。 
 
４．研究成果 
 これまでに、CS-D と CS-E を共存させた基
質上の神経細胞の形態観察から、CS-Dには、
CS-E 誘導性の神経突起の伸長を打ち消す効
果があることを見出している。そこで、CS-D
による作用発現機構の解明を目的として、
CNTN-1 または CS レセプター候補分子の一
つ（候補分子）を海馬神経細胞でノックダウ
ンし、CS-D または CS-E 基質上で培養した場
合における神経突起の形態を観察した。その
結果、CS-E による神経突起の伸長は、CNTN-1
ならびに今回着目した候補分子のノックダ
ウンにより有意に抑制されたが、CS-D 基質
上での神経突起の伸長は、CNTN-1 のノック
ダウンにのみ影響を受け、むしろ促進傾向に
あることが判明した。同様の形態変化は、そ
れぞれの分子に対する中和抗体を添加した
神経細胞においても観察された。また、
BIAcore による相互作用解析から、当該候補
分子が CS-E のみに高い結合親和性を示した
のに対し、CNTN-1 は、CS-D および CS-E の
両者に同等の強い結合親和性を示すことが
わかった。これらの知見より、CS-D による
CS-E 依存性の神経突起伸長促進作用の抑制
は、少なくとも CNTN-1 を介して発揮される
と考えられた。 
 実際、免疫染色による各分子の局在性の解
析から、神経突起の伸長開始段階における高
硫酸化 CS の識別には、神経細胞の細胞体周
辺部と神経突起の起始部に多く局在する
CNTN-1 が関与し、CS-D または CS-E による
競合的な相互作用を介して神経突起の伸長
を抑制的または促進的に制御している可能
性が考えられた。一方で、今回着目した候補



分子は、伸長途中の軸索に多く分布していた
ことから、CS-E 介在性の神経突起伸長をさら
に促進される上で重要な役割を果たしてい
ると考えられた。また、CNTN-1 の神経突起
伸長シグナルを仲介する細胞内分子のドミ
ナントネガティブ体の過剰発現によって、
CS-E 依存性の神経突起伸長が有意に抑制さ
れることもわかった。これらの結果は、CS
の硫酸化や、CS レセプター分子下流の細胞
内シグナル伝達経路をコントロールするこ
とにより、神経突起の伸長が制御可能である
ことを裏付ける結果である。 
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