
■神経回路形成

神経系の発生過程において，神経細胞から伸長する軸

索は正確な経路にそって進み，幾多の過程を経て標的と

なる神経細胞を探し出し，シナプスを形成する。神経細

胞は神経回路形成を通じて，神経機能の構造的な基盤を

作り上げる。神経回路形成は軸索が伸長経路を選択する

「軸索路形成（pathfinding）」と相手方の神経細胞集団

や神経細胞を見つけ出してシナプスを作る「標識選択

（target recognition）」の過程に分けて考えると理解し

やすい。軸索路形成は遺伝的に規定されている機構に大

きく支配されている。軸索の先端にある成長円錐が周辺

の細胞や細胞外基質がつくる小さな環境の違いを鋭敏に

感知し，伸長するべき道筋と避けるべき領域を識別す

る。環境の中にあって，成長円錐の行動に影響を与えて

軸索伸長に影響を及ぼす分子群を軸索ガイダンス因子

（axonal guidance cues）と呼び，それらは軸索を引き

寄せるもの（attractive guidance cues）と遠ざけるも

の（repulsive guidance cues）の異なった作用をもつ分

子群であろうと古くから想定されてきた。過去２０年ほど

の間にそれらは次々と同定され，軸索路形成機構の理解

が大きく進んだ。それらは考えられたとおり，軸索を誘

引するものとして，または軸索を忌避させるものとして

同定されたが，軸索側の受容体や細胞内情報伝達系の感

受性の違いによって，誘引と忌避は相対的に切り換えら
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要 旨
発生期の神経系の軸索は経路に沿って配置されたガイダンス因子を順次に検知することで，軸索路を

形成する。コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの糖鎖，コンドロイチン硫酸（CS）は細胞外で軸索
伸長に多様な効果をおよぼすが，その構造多様性と機能の関係を検討することはこれまで困難であっ
た。本稿では構造を改変したCS誘導体を用いて，軸索路形成に於けるCSの構造と機能の関係を明らか
にする試みを紹介する。CSビオチン化誘導体を用いる実験では，軸索がCSを改変して自らの伸長に都
合の良い微小環境を作ることが示唆された。CS脂質誘導体を吸着したビーズを用いる実験では，CSの
構造の違いが成長円錐の行動に及ぼす効果を検討できるようになった。CSの構造と機能の関係を検討
するために，誘導体を用いた培養実験は遺伝学的な方法の相補的なアプローチとして重要であろう。

Abstract
During development, neuronal growth cones and axons recognize sequentially molecular

guidance cues along their paths and form precise axonal pathways. Carbohydrate chains of
chondroitin sulfate proteoglycans (chondroitin sulfates, CSs) exert various effects on axonal
elongation in extracellular environment of the nervous system; however, it has been difficult to
examine relationship between CS structural diversity and its function. This review presents
experimental approaches using CS derivatives in pathway formation. Biotinylated CS allowed us
to reveal that growing axons are thought to improve microenvironment for their growth by
modifying CS carbohydrate chains. Lipid−derivatized CS enabled us to investigate relationship
between structural diversity of CS and its functional specificity on growth cones behaviors. In
vitro experiments with using CS derivatives are important because of approaching directly to CS
function.
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れるもので，それらの組み合わせの違いによって，神経

細胞の軸索路形成が調整されて，全体として整然とした

軸索路が形成されることが明らかになった１）。

■コンドロイチン硫酸プロテオグリカン

プロテオグリカン（proteoglycan）はコアタンパク質

に長い直鎖状の糖鎖が共有結合したハイブリット分子で

ある２）。それらには糖鎖を構成する要素の違いによって

ヘパラン硫酸プロテオグリカン（heparan sulfate

proteoglycan: HSPG）とコンドロイチン硫酸プロテオグ

リカン（chondroitin sulfate proteoglycan: CSPG）など

がある。いずれも神経系の発生に深く関わる分子で，

HSPGはその糖鎖（heparan sulfate, HS）を介して，さ

まざまな成長因子と相互作用して神経系の分化や回路形

成に影響を与えると考えられている。CSPGの糖鎖

（chondroitin sulfate, CS）は他の蛋白性因子と相互作用

することに加えて，CSそのものの機能が注目されてい

る。本稿では，CSの神経回路形成における機能を検討

するための新しい方法とその応用を紹介する。

CSPGはコアタンパク質とコンドロイチン硫酸（CS）

という糖鎖から構成される。CSPGの機能はコアタンパ

クに由来するものと，CSに由来するものに分けて考え

る事ができる。コアタンパクはそれぞれのタンパク質構

造に依存した分子間相互作用を介して細胞外マトリック

スに参加する。CSはグルクロン酸（GlcA）とNアセチ

ルガラクトサミン（GalNAc）の二糖ユニットが２０から

２００ほど繰り返す直鎖の高分子である。CSは細胞外基質

中で他の成長因子と相互作用し，その機能を調節すると

考えられてきたが，それ自身が細胞に直接に認識されて

guidance cueとしての効果を及ぼすことが示唆されてい

る３）。

軸索伸長に及ぼすCSの効果は抑制性であることが

様々な場面で観察されている４～１５）。さらにCSはグリア

瘢痕に蓄積して，中枢神経系が損傷した時の軸索再伸長

（軸索路再生）を抑制することが知られており，CSを取

り除くことによる治療効果が動物実験で証明され，応用

が期待されている１６～１９）。そのためCSは脊髄損傷などの

医薬研究開発の一つの焦点となっている。しかしなが

ら，他方，CSは異なった神経細胞に多様な効果を及ぼ

すことが報告されている。CSは培養海馬神経細胞の軸

索伸長を促進し，網膜神経節細胞の栄養因子として機能

するといわれている２０～２６）。近年はマウスの一次視覚野

に於ける神経回路の可塑性に及ぼすCSの効果が示され

た２７～２９）。このような多様な効果はCSPGやCSの中には異

なった機能特異性を有する多様な分子が含まれることを

示唆している。軸索路形成を理解する上でもCSの多様

な機能を可能にする機構を探究することは重要であろ

う。

CSの二糖ユニット（GlcA-GalNAc）のさまざまな位

置に硫酸基が付加される結果，異なった構造ユニットが

形成されることが知られている２）。それらはアルファ

ベットでO-，A-，B-，C-，D-，E-unitとよばれ，ユニッ

トの組み合わせによってCS鎖の構造多様性が生み出さ

れる。CS鎖にはユニットの割合が異なるという組成の

多様性や，CS鎖中のユニットの配列順序が異なるとい

うユニット配列の多様性などの種々のレベルの多様性が

存在すると考えられる。近年，細胞が特定のCS構造を

識別しているという示唆があるが，その分子機構につい

ては不明の点が多く，興味深い２２，３０～３２）。

■方法論的問題

しかしながら，これまで，CSの構造と機能の関係を

探究することは容易ではなかった。CSは様々な段階を

経て合成される。糖の合成，糖キャリアの発現とその調

節，個々の糖鎖合成酵素の発現と活性調節，種々の糖鎖

合成酵素の相互作用に依存したCS鎖の合成，CSユニッ

トへの個々の硫酸基転移酵素の発現と活性調節，などが

相互に関連して作働した結果としてCSの構造多様性が

成り立つことを考えれば，CSのユニット組成や配列な

どの構造は遺伝的情報によって直接に規定されていない

のは自明である３３）。現状では化学的に合成した標準的な

構造のCS標品を用いることは困難であるので，生物学

的なサンプルを利用した上で，生理学的なかたちで細胞

に作用させて，その機能を探る必要が有る。

さらにCSの機能を探る場合には生体内においてはCS

がコアタンパクと結合して機能する事を考慮しなければ

ならず，CS鎖単独で細胞に与える効果は生理学的とは

いえない。しかしながら，方法の困難さからこれまでに

十分に配慮した研究が為されてきたとはいえない。生体

サンプルから生成したCSPGにおいてCSの組成を明らか

にして，同じコアタンパクに異なった種類のCSを有す

るCSPGのライブラリーカタログをつくって細胞や成長

円錐に及ぼす効果を検討する事ができれば理想的である

が，充分に多い量を生化学的に精製し，ライブラリー化

するのは著しく苦労の多い作業である。CSPGがハイブ

リッド分子であり，CSの構造が遺伝情報に直接に記載

されていないことから，遺伝子組換えタンパク質のよう

に標準化した産物を試験管内で作るという野望は現段階

では著しく困難であろう。これらの困難に加えて，CS

とコアタンパクを分離して検討するためにはハイブリッ

ト分子を組み立て，糖鎖とタンパクの組み合わせを自在

に操る必要がある。

■ビオチン化コンドロイチン硫酸

軸索路形成におけるCSの機能を明らかにするため

に，私達はCSの二種類の誘導体を利用し，生体内の

CSPGを模倣し，神経科学の実験に応用して成果を得て

いる。第一の誘導体はビオチン化CSである３４）。生物材
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料から精製され販売されているCS標品の還元端にビオ

チンを化学的に結合させたもので，ビオチン化CSとス

トレプトアビジンを混和すると複合体が形成される３５）。

インキュベートした溶液を非変性条件で電気泳動する

と，ストレプトアビジンのシャープなバンドに変わっ

て，高分子寄りに広く拡がって分布するスメア状のバン

ドが観察され，ビオチンとアビジンの高い親和性によっ

てCS-biotin-streptavidin複合体が形成されたことを示

す。streptavidinとbiotinは１対１で結合し，streptavidin

は４量体を形成することが知られているので，CS-biotin

４分子とstreptavidin４分子が結合し，全体として４本

のCS鎖をもつ人工的なCSPGが作られたと考えられる。

biotinとstreptavidinの結合は自然界において最も高親和

性の結合の一つとして知られており，生理的な条件下で

解離する可能性は著しく小さく，培養実験下でも安定し

た複合体を維持すると考えられ「人工的なCSPG」とし

て，機能的な実験に活用する事ができる。コアタンパク

に相当するstreptavidinは軸索伸長に影響を与えず，中

立であることを予備実験で確認したので，CSの機能を

独立して検討する事が期待される（Fig．１）。

CSは軸索伸長について抑制性であるといわれること

が多い。網膜神経節細胞の軸索はCSによって伸長が抑

制されると考えられるが，生体内のCSの分布と軸索路

の空間的配置を詳細に観察するとCSを豊富に含む領域

に接して走行する網膜軸索があることが確認される３６）。

さらに網膜神経節細胞の培養実験ではCSを含む培養基

質の上では，少量の軸索伸長が観察されるので，網膜神

経節細胞の中にはCSの軸索伸長抑制効果に対する感受

性が異なるものが混在していると考えられる。さらに海

馬などの異なった種類の神経細胞の実験では，CSによっ

て軸索伸長が促進されると報告されている。これらのこ

とは，CSが軸索伸長の及ぼす効果は細胞によって異なっ

ており，これは神経細胞のCSに対する感受性が多様で

あることを示唆している。

網膜軸索とCSとの相互作用を検討するために，人工

CSPG（CS-biotin-streptavidin）とラミニンを含む培養

基質の上で網膜軸索を伸長させた。抗CS抗体と抗

streptavidin抗体による免疫染色によって培養基質中の

人工CSPGの密度を検討すると，軸索の伸長経路に一致

し て，抗CS抗 体 染 色 の 減 弱 が 観 察 さ れ た；抗

streptavidin抗体染色は減弱していないことから，抗CS

抗体染色密度の低下は，基質への抗体のアクセスが軸索

によって機械的に妨げられているためではなく，基質中

のCS染色だけが減少しているためと考えられ，網膜軸

索によるCS鎖の切断やCS鎖の改変の可能性が考えられ

る。CS糖鎖部分の染色のみが減弱し，抗streptavidin抗

体の染色が減弱しないことから，網膜軸索は基質に非特

異的に影響を及ぼすのではなく，特異的に局所のCS糖

鎖の密度を減少させていると考えられる３５）。軸索は伸長

する微小環境に働きかけて，CS糖鎖を改変し，軸索伸

長にふさわしいものにするという適応なのかもしれな

い。神経細胞がCS糖鎖構造を改変する機構はこれまで

指摘されることは無く，研究されていなかった。脊髄損

傷などの中枢神経系の軸索路再形成（軸索路再生）にお

けるCSの重要性が指摘されている中，CSを改変する内

在性の機構を示唆することは意義深く，CS-biotin誘導

体を活用した研究例として重要である。

このようにCS-biotin誘導体は人工CSPGの作製に有用

である。異なったユニット組成のCS標品を用いて，CS-

biotinを合成し，CSの構造多様性を反映させた複合体を

形成させることができよう。構造の異なるCS鎖の効果

を同じコアタンパクに結合する生理的な条件下で比較

し，構造多様性が機能特異性に及ぼす効果を検討する事

が可能になる。軸索路形成だけではなく，他分野を含め

た今後の応用のアイデアも期待される。

■コンドロイチン硫酸脂質誘導体

神経回路形成におけるCSの役割を理解するためにさ

まざまなアプローチがあるが，CSの効果を直接に検討

する事ができる培養実験は重要である。従来から，培養

皿の表面にCSを吸着させたスポットを作製し，スポッ

トの内外の領域における軸索の振る舞いを比較する「ス

ポットアッセイ」が用いられているが，この方法には問

題が多い。安定したスポットを作るためには，最初にCS

を培養表面に吸着させ，その後にラミニンなどの基礎的

な基質をコートする必要が有るが，先に吸着させたCS

Figure１
（A）ビオチン化コンドロイチン硫酸。コンドロイチン硫酸の還

元端にビオチンを結合させている。ユニットのR1位に硫酸
基が付加されたものをAユニット，R2：Cユニット，R2とR
3：Dユニット，R1とR2：Eユニットと呼ぶ。グルクロン酸
のC５位（＃）のエピマーを有するユニットをBユニットと
呼ぶ。これらのユニット構造の組み合わせによって構造多
様性が生じる。

（B）ストレプトアビジンービオチン化コンドロイチン硫酸ー複
合体の模式図。ストレプトアビジン（灰色の球状部）１分
子に対してビオチン化コンドロイチン硫酸（鎖状）１本が
結合し，それらが４量体を作ると考えられる。
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がその後のラミニンのコーティングを妨げ，ラミニン密

度がスポット内で少なくなってしまう。スポットの境界

を明瞭にするためにはコーティングの順序を変えること

はできず，軸索はラミニン密度の大きな環境を好むの

で，公平にCSの効果を検討するには不適当である。ス

ポットアッセイの例の様に二次元的な培養基質上でCS

の機能を調べることは容易ではない。Gilbertは二次元

の培養基質には限界があることを指摘し，CSとagarを

共有結合させた人工的な分子を作製し，CSを含む三次

元ゲルの中で細胞を培養することでCSの機能を検討

し，成果を上げている３１）。

私達は従来の方法における問題を解決して，CSの軸

索伸長に及ぼす効果を直接に検討するために，CSの還

元端にphosphatidylethanolamine（PE）のアミノ基を

結合させたCS脂質誘導体を利用した３７）。CS脂質誘導体

は親水性のCS鎖と疎水性のPE部分を有し，ポリスチレ

ンビーズと共存させるとビーズの疎水性の表面にPE部

分が吸着するので，CS鎖を外側に向けて配置するCS-PE

beadsを作製することができる。培養基質の上にCS-PE

beadsを散布しておくと，軸索が伸長してビーズに接触

する様子をタイムラプスムービーで観察することができ

る。この方法によって成長円錐が局所のCSに遭遇した

後の行動の変化をとおして，成長円錐行動に及ぼすCS

の効果を検討する事が可能になった。さらにユニット組

成の異なる種々のCS標品の脂質誘導体を準備し，CSの

構造多様性が成長円錐行動に及ぼす効果を検討すること

が可能になった。

近年，CSがマウスの視覚野に於ける可塑性に関わる

ことが報告されている。CSはその鎖の中に含まれる組

成や配列の違いなどの多様な情報を手がかりにして，軸

索や成長円錐の行動を細やかに調節に寄与すると考える

事ができる。これまでに明らかにされてきたタンパク質

性ガイダンス因子の示すスイッチのオンオフの様な明瞭

な作用に加えて，CSの構造は穏和な作用や調節に適し

ているという仮説が考えられる。これらの組み合わせに

よって，神経回路の形成が絶妙に形成されるという仮説

が新たに提案されるだろう。多様な構造を有するCS脂

質誘導体を利用してCSの構造多様性と機能特異性を検

討する実験はパイオニア的である。軸索路形成ばかりで

なく，他の現象や細胞に応じて，CS脂質誘導体をビー

ズ以外の基質と組み合わせることで，適切な実験系を考

案することもできるだろう。このような試みはCSの構

造多様性の効果を探る可能性が期待される。

■CS研究における今後の課題

本稿では二種類のCS誘導体，CS-biotin誘導体とCS脂

質誘導体，を利用して，軸索路形成におけるCSの構造

と機能を探究する方法と応用を概説した。誘導体を利用

した方法は新たな可能性を提示するが，CSの研究には

この他に技術的な課題が残っている。現在，遺伝子工学

に於ける遺伝子配列を決定する様な「CSユニットの配

列を決定する」ための実用的な方法はなく，PCRの様に

「特定のCS鎖の合成する」ための簡便な方法はない。CS

を化学的に合成して標準的な構造を得ることは困難であ

る。そのためCSの構造多様性を得るためには軟骨など

から抽出した生物学的なサンプルの組成を化学的に分析

し，ユニット組成の量によって分類して利用するしか方

法はなく，構造が完全に定義されたCSとは言い難く，

厳密な意味での構造機能連関を問うことはできていな

い。構造が確定したCS鎖のビオチンや脂質誘導体を利

用する事が可能になればさらに多くの構造機能連関に関

する所見が得られると考えられる。

細胞外基質に含まれる因子と相互作用する受容体に関

わる遺伝子改変動物を多種組み合わせて，CSの機能を

明らかにする研究が近年行われ，遺伝学的なネットワー

クの解析を通じてCSの機能に迫る新しいアプローチと

して成果を上げている３８～４０）。このアプローチによって

CSの受容体同定の方法が提案された。これは遺伝学的

に間接的にCSの機能の外堀を埋めていくものである。

他方，今回私達の示したアプローチは，直接にCSに暴

露された成長円錐の行動を観察しながら，構造多様性の

機能を探るものなので，遺伝学的なアプローチとは相補

的になろう。CS誘導体を用いた培養実験において，遺

伝学的に示された受容機構を巻き込みながら解析を進め

ることでさらなる進展が期待されるだろう。

新しいCS誘導体のアイデアは現象を理解する突破口

になるだろう。今回紹介した誘導体以外にも有用なアイ

デアがあるだろう。例えば「蛍光色素を結合させたCS

誘導体」を利用するアイデアは発展性が大きい４１）。これ

Figure２
（A）コンドロイチン硫酸脂質誘導体。コンドロイチン硫酸の還

元端にフォスファチジルエタノールアミン（脂質部）を結
合させている。

（B）コンドロイチン硫酸ビーズの模式図。脂質部とポリスチレ
ン表面が疎水性に結合し，コンドロイチン硫酸が表面に提
示されたビーズが作られる。
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らの新しいアイデアを従来からの遺伝学的な方法に加え

て取り入れることで，CSの構造機能連関に迫ることが

期待される。
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