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【研究目的と背景】

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

dystrophicendballと名づけた。Dystrophicendball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（Daviesetal,1999）。CaseWestern

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，dystrophicendballを再現した（Tometal,2004）。これにより，CSPGによる軸

索再生不全をdystrophicendball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，dystrophicendball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。

私はこれまでに，前述したdystrophicendball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）の構成分子であるpaxillinがPKA阻害によってリン酸

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dystrophicendballがCSPG濃

度勾配上で前方移動を再開することを明らかにした（投稿中）。

そこで私は，脊髄損傷下で再生不全に陥った軸索終末部の細胞接着班の形成を制御することができ

れば，軸索再生が誘発され，脊髄損傷を治療することができるのではないかと考えた。そこで，細胞

接着班の形成制御作用を有する生薬及びその成分を同定し，その薬理作用を解析することにより，新

たな脊髄損傷治療薬を開発することを目指している。本目標を達成するためには，CSPG濃度勾配を

検知し，細胞接着班の形成を制御する鍵となるpaxillinリン酸化の制御機構を解明することも重要と

なる。昨年度までに久保山は，p21-activatedkinase（PAK）がpaxillinをリン酸化してCSPG濃度勾配
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上の軸索再生を促進することを明らかにした。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（HoweandJuliano,2000）。以上のことから，CSPG濃度勾配上

のdystrophicendball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。そこで本年度は，dystrophicendballにおけるPKAの活性を検討

した。

【実験方法】

1.細胞培養

Tomらの方法（Tometal,2004）に準じて，培養皿上にCSPGの濃度勾配を作製した。次に成体ラッ

トより後根神経節神経細胞を単離し，CSPG濃度勾配を形成させた培養皿あるいは10mg/mllaminin

をコートした培養皿上に播種し，2%B-27（Invitrogen）を含むNeurobasalA培地（Invitrogen）を用い

て37℃，5%CO2条件下で培養した。

2.免疫染色

培養2日後，戸島らの方法（Tojimaetal,2007）に準じて細胞を固定した。実験1では，固定5分

前に20mMforskolin（Sigma）あるいは溶媒を処置した。続いてPKAreguratorydomainII（PKARII）

を認識するマウスモノクローナル抗体（1:400,BDBiosciences）及びPKARIIの96番目のセリン残基

のリン酸化（pS96PKARII）を特異的に認識するウサギモノクローナル抗体（1:200,Epitomics）を1

次抗体として用い，AlexaFluor488結合型抗マウスIgG抗体（1:400,Invitrogen）及びAlexaFluor594

結合型抗ウサギIgG抗体（1:400,Invitrogen）を2次抗体として用い，免疫染色を行った。倒立蛍光

顕微鏡（AxioObserverZ1,CarlZeiss）を用いて蛍光画像を取得した。軸索終末部における蛍光強度は

AxioVisionsoftware（CarlZeiss）を用いて定量した。

【実験結果】

1.軸索終末部におけるPKA活性の可視化

PKAは2つのcatalyticsubunitと2つのregulatorysubunit（RI・RII）から構成される。RIとRIIは

catalyticsubunitのキナーゼ活性を阻害する（Tayloretal,1990）。cAMPがRI・RIIに結合すると，RI・

RIIがcatalyticsubunitと解離し，catalyticsubunitのキナーゼ活性が賦活化する。RIIの96番目のセリ

ン残基は自己リン酸化すると，cAMP依存性の cataliticsubunitと RIIの解離が促進され，catalytic

subunitのキナーゼ活性が賦活化する（Granotetal,1980;Erlichmanetal,1983）。そのため，RIIの96

番目のセリン残基のリン酸化（pS96PKARII）を認識する抗体を用いてPKAの活性化を検出する手法

が既に報告されている（Mizunoetal,2002）。そこで私は，pS96PKARIIに対する抗体を用い，神経
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軸索終末部におけるPKAの活性を蛍光免疫染色法により可視化する実験を行った。均一なlaminin

基質上で後根神経節神経細胞を2日間培養した後，アデニル酸シクラーゼ賦活薬forskolin（cAMPの

産生を増加させることによってPKAを活性化する）あるいは溶媒を処置した。その後，pS96PKARII

に対する抗体及びPKARIIに対する抗体を用いて免疫染色を行った。軸索終末部における蛍光強度

を定量した結果，forskolin処置群ではpS96PKARIIの発現量が溶媒処置群に比べて有意に増加して

いた。一方，PKARIIの発現量はforskolin処置群と溶媒処置群の間で有意な差はなかった。また各軸

索終末部において，pS96PKARIIの発現量に対するPKARIIの発現量の比を算出した結果，forskolin

処置群では溶媒処置群に比べて有意に増加していた。以上のことから，軸索終末部においてもPKA

が活性化する時にPKARIIの96番目のセリン残基のリン酸化が増加することが明らかになった。

2.DystrophicendballにおけるPKAの活性

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濃度勾配上で培養した神経細胞の軸索終末部（dystrophicendball）では，pS96PKA

RIIの発現量及びpS96PKARIIの発現量に対するPKARIIの発現量の比が，laminin基質上の軸索終

末部に比べて有意に増加した。一方PKARIIの発現量は，いずれの基質上の軸索終末部でも有意な

差が見られなかった。

【考察】

これまでの研究結果から，CSPG濃度勾配上のdystrophicendballではPKAの活性が増加している

ことが示された。以前の久保山の研究で，PKA阻害剤処置により CSPG濃度勾配上の dystrophic

endballが前方への移動を再開することを明らかにしており，PKAの活性化が軸索再生不全の要因と

なっている可能性が高い。CSPG濃度勾配の下流シグナルを解析した研究はこれまでにほとんどなく，

PKAの活性化が含まれることを示したのは本研究が初めてである。今後はCSPG濃度勾配を検知す

る受容体を含めたPKA活性化の機序を明らかにしていく予定である。そしてCSPG濃度勾配上で細

胞接着班の形成を制御して軸索再生不全となる一連の分子機序を解明し，軸索再生誘発に重要となる

分子を決定する。さらにその分子の活性を制御する薬物を本研究班の紺野博士と協力して生薬及びそ

の成分中から見出し，本研究班の東田博士と協力して脊髄損傷モデル動物を用いた活性薬物の解析を

行う予定である。
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