
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）

１７１０２

若手研究(B)

2014～2013

筋萎縮性側索硬化症発症に関わるミクログリアの活性化とケラタン硫酸の決定的相関

Keratan sulfate is involved in the pathogenesis of ALS

８０５８４７５５研究者番号：

大篭　友博（Ohgomori, Tomohiro）

九州大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２５８６０２３４

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：申請者らはケラタン硫酸が神経可塑性の制御に重要であることを報告してきた。最近このケ
ラタン硫酸がALSの発症後、一部の活性化ミクログリア上に発現してくることを見出している。そこで、本研究ではこ
のケラタン硫酸プロテオグリカン（KSPG）のコアタンパク質を同定した。ショットガンプロテオミクス法による同定は
困難であったため、アレイ解析により候補分子を絞り込んだ。骨髄系幹細胞マーカーとして知られるCD34が候補分子の
1つであることを明らかにした。また申請者はALS病態進行に伴うミクログリアの形態解析も行った。その結果、病態形
成過程におけるミクログリアは4種に大別されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that keratan sulfate (KS) is important for the regulation 
of neuronal plasticity. Recently, we found that KS also expressed in a subpopulation of microglia. In 
this study, we identified one candidate of KSPG core proteins using an ALS mouse model and cultured 
cells. CD34 which is well known as the hematopoietic stem marker, could be modified by KS, and it was 
upregulated in the spinal cord of ALS model mice.
We also performed morphometric analysis of microglia during the pathogenesis of ALS. Microglia is a kind 
of immune cells in the central nervous system and activated by the cell autonomous and non-cell 
autonomous manners during the pathogenesis of neurodegenerative disease, such as amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS). Here, we examined the morphology of microglia during the pathogenesis using an ALS mouse 
model SOD1G93A transgenic mice (a model of ALS)Tg, and microglia were categorized into four groups.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　ミクログリア　ケラタン硫酸　形態学
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１．研究開始当初の背景 
神経組織の細胞外微小環境は他の組織と大
きく異なっている。他の組織の細胞外マトリ
ックスがタンパク質中心であるのに対し、神
経組織ではプロテオグリカン、ヒアルロン酸
など長大な糖鎖を含む分子で占められる。プ
ロテオグリカンはコアタンパク質に 2糖の繰
り返し構造を持つ長大な糖鎖（グリコサミノ
グリカン；GAG）がついたもので、中でもコ
ンドロイチン中産（CS）鎖がついたコンドロ
イチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）が代
表的なプロテオグリカンである。CS 分解酵
素は脊髄損傷後の機能回復を促進すること
から細胞外微小環境の CSPG の軸索再生阻
害機能が注目されている（Nature 416 
636-640, 2002）。申請者は本研究開始前まで
の成果として、中枢神経に発現したグリコサ
ミノグリカンの一種であるケラタン硫酸
（KS）を分解する酵素の投与は、脊髄損傷後
の機能回復を促進することを明らかにした
（J. Neurosci. 31 17091-17102, 2011）。この
ように外傷性神経障害において KSPG は神
経ネットワークの再構築を阻害する効果を
持つことが明らかにされた。神経変性疾患に
おいても細胞外微小環境の破綻が起こるが、
神経変性疾患における KSPG の役割は明ら
かにされていない、本研究の目的は神経変性
疾患における KSの役割を解明することにあ
る。研究対象とする神経変性疾患として申請
者は筋萎縮性側索硬化症（ALS）を選択した。
ALS は中枢神経において運動ニューロンが
選択的に傷害を受け、極めて早く進行する神
経変性疾患である。日本国内には 6000 人の
ALS患者がおり、毎年新たに 2000人が ALS
を発症するといわれている。現在までに数種
の遺伝子変異が ALS の発症に関わるとの報
告があるが、決定的な原因はいまだ解明され
ていない。研究開始までの成果として申請者
はまず最も劇症型の症状を持ち長年の ALS
研究に用いられてきた変異型SOD1 G93Aト
ランスジェニックマウスを用いて研究を進
めた。抗 KS抗体を用いた免疫染色によって、
ALS を発症したマウスの脊髄組織内では、
Iba1陽性の活性化ミクログリアにおいてKS
の発現量が上昇することを明らかにした。申
請者は研究開始前までに ALS の病態形成に
おける KS の役割を明らかにするため、KS
を欠損したALSマウスの作成に取り組んだ。
研究開始時点で申請者が所属していた研究
室では中枢神経組織の KS合成に必須の糖転
移酵素である GlcNAc6ST-1 の欠損マウスを
既に作成していた。実際このマウスの脊髄内
では、脊髄損傷時におこる KSの過剰産生が
起こらない（J. Neurosci. 30 5937-5947, 
2010）。そこで当該マウスと変異型 SOD1 
G93A トランスジェニックマウスとの交配実
験を行ってきた。予想通り、このマウスの脊
髄では KSの発現が完全に消失していた。こ
の KSを持たない ALSマウスと通常の ALS
マウスの表現型を比較することによって

ALSの病態形成におけるKSの役割を明らか
にできるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
ALS 発症におけるミクログリアの活性化と
KS の発現には強い関連性があることが明ら
かである。実際、これまでにもアルツハイマ
ー病や牛海綿状脳症などでもミクログリア
上に KSが発現するこをが報告されている（J. 
Neurosci. 28 5312-5320, 2008、Science 277 
94-98, 1997）。さらに興味深いことに、網膜
に存在するミクログリアでは光刺激依存的
な活性化、KS の発現量が高い相関関係を持
つ こ と が 報 告 さ れ て い る （ Invest. 
Ophthalmol Vis Sci 42 3301-3310, 2001）こ
れらの報告はミクログリアの活性化と KSに
決定的な相関があることを裏付けるもので
ある。ところがこれらの研究では、KS は単
なる活性化ミクログリアのマーカーとして
とらえられており、生物学的意義については
不明であった。本申請研究開始前までに、中
枢神経組織内の KS合成を特異的に阻害でき
る GlcNAc6ST-1 欠損マウスを用いて、脊髄
損傷後に過剰に産生される KSPG が強力な
軸索再生阻害因子として働き、機能回復を遅
延させることを明らかにしてきた。そこで、
このマウスを利用してミクログリア上の KS
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 
主に変異型 SOD1 G93A トランスジェニックマ
ウスとGlcNAc6ST-1を欠損させた変異型SOD1 
G93A トランスジェニックマウスの表現型・遺
伝子発現レベルの比較検討を行い、有意な差
が認められる点を探索する。ミクログリアに
発現する KSPG の実態をつきとめ、その生物
学的機能を In vitro 実験系で明らかにする。 
 
４．研究成果 
１）KS 欠損型 ALS マウスの表現型について 
ALSマウスとKS欠損型ALSマウスの表現型を
生存率、体重変化、10rpm 速度の Rotarod テ
スト、15rpm 速度の Rotarod テストで比較検
討した。その結果いずれの評価系においても
ALS の病態形成が通常の ALS モデルマウスに
比べて早く進行することが明らかになった
（Hirano K, Ohgomori T, PLoS One, 2013、
図 1）このことから神経変性疾患（特に ALS）
において KS は神経保護的な役割を果たして
いることが強く示唆された。 
 
２）KS の欠損は抗炎症性ミクログリアを誘導
を抑制する 
中枢神経組織内の活性化されたミクログリ
アには、その活性化パターンが 2つ存在する
といわれている。1 つは炎症性サイトカイン
を分泌し神経細胞死を誘導する炎症性ミク
ログリア（M1 型）、もう 1 つは抗炎症性サイ
トカインを分泌し神経細胞の生存を促進す 



  図 1 KS 欠損による ALS の悪性化 
 
る抗炎症性ミクログリア（M2 型）である。ALS
の病態形成の極めて早い時期には M2 ミクロ
グリアが一過的に発現上昇し、病状が悪化す
るにつれて M1 型ミクログリアが急速に増加
する様になる。これらのミクログリアは数種
のマーカー遺伝子の発現量によって区別す
ることができる（Kobayashi K. Imagama S, 
Ohgomori T et al, 2013）。KS は活性化ミク
ログリアにのみ発現していることから、KS と
ミクログリアの活性化には深い関連性があ
ると考えた。各ミクログリアのマーカー遺伝
子の時期依存的な発現パターンを調べたと
ころ、KS 欠損型 ALS マウスの脊髄内では病態
形成の早期におこる M2 型ミクログリア遺伝
子の誘導が特異的に阻害されていることを
明らかにした（Hirano K, Ohgomori et al, 
2013、図 2）これらの結果はミクログリアの
抗炎症的な活性化と決定的な関連性がある

ことを示している。 
図 2 KS 欠損による M2 遺伝子の発現抑制 
 
３）ミクログリアに発現する KSPG の同定 
申請者は本研究とは別に進行する研究にお
いて、イオンスプレー型質量分析装置
（ESI-MS）を用いたショットガンプロテオミ
クス法によって、軸索再生を阻害する KSPG
の実態を同定することに成功している。そこ
で本研究では同様の手法を用いてミクログ
リアに発現する KSPG の同定を試みた。抗 KS

抗体（5D4）を CNBr 活性化 Sepharose に固定
化し、ALS マウス脊髄から得られた抽出液を
反応させた。カラムを洗浄後ジエチルアミン
溶液を用いて溶出させた。各フラクションを
抗 KS抗体 5D4でイムノブロットしたところ、
溶出画分に KSPG が得られていることが明ら
かになった（図 3）。そこでこの画分に含まれ
るタンパク質をショットガンプロテオミク
ス法で網羅的に同定した。一方で、KS が見ら
れない野生型マウスおよび KS 欠損型 ALS マ
ウスを用いて同様
の画分を調整し、
ショットガンプロ
テオミクスによっ
て網羅的にタンパ
ク質を同定した。3
種の候補分子リス
トを比較して、ALS
マウスにおいて高
スコアで特異的に
同定される分子を
抽出した。いくつ
かの特異的分子は
同定できるものの、
いずれも高いスコ
アを得ることがで
きなかった。 
 
図 3 抗体カラムによる KSPG の精製 
 
４）ミクログリア上 KSPG の候補分子の推定
と In vitro 発現系を用いた KS 修飾 
糖タンパク質を標的とする場合、ショットガ
ンプロテオミクス法ではいくつかの課題が
ある。そのうち最も大きな課題は、糖鎖修飾
によってペプチド鎖の分子量が大きく変動
するため、データ解析ソフト MASCOT 上で擬
陽性もしくは同定不能となることである。そ
こで、予め取得していたマイクロアレイ解析
のデータから候補分子を推定することにし
た。このマイクロアレイ解析データは野生型
マウス、ALS マウス、KS 欠損型マウス、KS 欠
損型ALSマウスの脊髄組織から得られたmRNA
を用いて行われたものである。絞り込みのク
ライテリアとして下記を用いた。 
①野生型マウスとALSマウスの比較で有意に
増加している。 
②KS 欠損マウスと KS 欠損型 ALS マウスの比
較で有意に増加している。 
③野生型マウスと KS 欠損マウスでは変化が
ない。 
以上の条件を満たしており、かつイムノブロ
ットによる分子量が 150kDa～250kDa 周辺に
観察される分子として、CD34 に着目した。 
マウス Total RNA から CD34 遺伝子の全長を
pcDNA3.1 myc his A ベクターにクローニング
した。本プラスミドを KS 産生能がある COS-1
細胞にトランスフェクションした。一定時間
培養後、細胞の可溶化液から TALON metal 
affinity ゲルを用いて His tag 融合型タンパ



ク質を精製し、抗 myc 抗体、抗 KS 抗体 5D4
でイムノブロットした。抗 myc 抗体を用いた
イムノブロットでは予想された分子量より
もわずかに小さい120～150kDaのバンドとし
て見られた。しかしながらこの条件では精製
された CD34 myc his タンパク質上に KS 鎖の
発現は見られなかった。ALS 発症では
GlcNAc6ST-1 や KSGal6ST などの KS 合成酵素
の発現量が有意に増加することも判明して
いる（Hirano K, Ohgomori et al, 2013）。
そこで、COS-1 細胞に対して CD34 myc his ベ
クターと同時に KS 合成酵素遺伝子をコード
する pCMV6/b3GnT7、pCMV6/GlcNAc6ST-1、
pCMV6/b4GalT4、pCMV6/KSGal6ST プラスミド
を同時にトランスフェクションした。前述と
同様に His tag 融合タンパク質を精製し、抗
myc 抗体、抗 KS 抗体 5D4 でイムノブロットし
た。抗 KS 抗体 5D4 によるイムノブロットに
よって 150kDa～250kDa の位置に強い反応性
が認められた（図 4）。これらの発現実験をマ
ウス初代培養ミクログリアでも行い、同様の
結果を得た。CD34 は大量の O型糖鎖を有する
ことから、KS修飾も O型糖鎖上に起こる可能
性が考えられる。そこで、KS 合成酵素群と同
時に Core 2‐O 型糖鎖の合成を促進する
Gcnt-1 遺伝子を追加で導入する実験を行っ
た。精製された His tag 融合型 CD34 に対す
る、抗 KS抗体 5D4の反応性を調べたところ、
その分子量が顕著に増大していることが分
かった。 

図 4 CD34 と KS 合成酵素群の強発現実験 
 
５）In vivo における KSPG の発現 
抗 CD34 抗体による組織染色を行い、KS やミ
クログリアマーカーIba1 との局在が一致す
るかどうかを調べた。野生型マウスの脊髄組
織では CD34 が血管内皮細胞に選択的に発言
していた。一方で、ALS マウスでは血管内皮
細胞の他に一部ミクログリアにも発現して
いた。抗 KS 抗体 5D4、抗 CD34 抗体（MEC34
および RAM34）、抗 Iba1 抗体を用いた 3 重染
色を行ったところ、KS 陽性ミクログリアに
CD34 の発現が確認された。興味深いことにす
べてのミクログリアが CD34、KS2 重要性にな
るわけではなく、CD34 陽性／KS 陰性ミクロ
グリアが一定量存在することが分かった。ま

た、未固定の細胞における CD34 や KS の発現
を調べるために、Percoll 濃度勾配法を用い
てミクログリアの濃縮画分を取得し、抗 KS
抗体、抗 CD34 抗体（RAM34）を用いたフロー
サイトメトリー解析を行った。その結果、野
生型マウスに比べて ALS マウスでは強い抗
CD34 抗体／抗 KS 抗体反応性が認められた。 
 
６）In vitro 培養系を用いたミクログリア上
KS の機能解析 
単離された系においてミクログリア上 KS の
機能を解析するために、初代培養ミクログリ
アを使用した。哺乳 1日齢のラット脳から分
散培養したミクログリアは KS を発現してい
る。この KS は LPS およびインターフェロン
γで刺激することによって増大する。ラット
ミクログリアに対して KSGal6ST siRNA を導
入しノックダウンを行った。抗 KS 抗体によ
るイムノブロットでは、その反応性が完全に
消失した。培養上清中に含まれる炎症性サイ
トカイン IL-1β、TNFαの濃度は LPS および
インターフェロンγによる刺激で有意に増
加したが、KSGal6ST のノックダウンによって
さらに亢進することが判明した。また、回収
した細胞から mRNA を抽出し iNOS に対する定
量 PCR を行ったところ、その発現量も同様の
傾向を示すことが明らかになった（Matsui H, 
Ohgomori T et al, 2013、図 5、図 6）。この
結果はミクログリアに発現した KS が炎症性
サイトカインの産生を負に制御する可能性
を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5 KSGal6ST の発現抑制効果 
 
７）ALS 病態形成過程におけるミクログリア
の形態学的解析 
申請者は 2013 年 10月より所属が変更になっ
た。新所属では解剖学講座に所属したため、
ALS の病態形成過程を解剖学的に評価する研
究に方向性をシフトした。2013 年までの研究
によってミクログリアに発現する KS は ALS
の病態形成早期から見られ、これまで知られ 



図 6 KSGal6ST 発現抑制による炎症の亢進 
 
ていた活性化ミクログリアのマーカー分子
よりも早い段階から観察されることが判明
していた。ミクログリアは活性化によってそ
の形態が著しく変化するが、いつ形態変化が
開始されるのか、形態変化が持つ生物学的な
意味についてはほとんど議論されてこなか
った。そこで、ALS の発症前・早期・進行期
に分けて Iba1 で染色されるミクログリアの
形態をニューロントレーシングシステム
Neurolucida を用いて詳細に解析した。その
結果、数種の形態学的パラメーターが ALS 発
症前から変化することを見出した（未発表デ
ータ）。 
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