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軸索再生に対するGAP-43の機能解明：

GAP-43 (Ser96)のリン酸化は軸索|1}生の分子マーカーとなる
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要 旨

【I言I的】中枢神経系が柚ili神経系に比べ軸索のIIII及能ﾉJが低い嬰凶の一つとして43-kDa

groWhassociate(I 1)rotein (GAP-43)の発現レベルに述いがあるとされる． しかしIﾘl確な

GAP-43の機能は不lﾘlであった.nl･風らは，神経成及における成長円錐のタンパク衝のリン

駿化に希IIし， このGAP-!13の96番|1のセリン (Se'96)にリン酸化が高頻度に'liじることを

IIil定した．そこで本研究は,GAP-43 (Sel96)のリン駿化を特異的に認識する抗体（抗pSelf)6

抗体）を作製し，げっ州航の末梢神経ili生モデルの軸索I1}生に対するGAP-43 (Ser96)のリ

ン酸化の関与を検証した．

【方法】作製した抗I)Ser96抗体による免疫染色で，げっill航の胎仔発生期の1illl索仲災と成体

のｲﾐﾄi'i神経i'Wモデル（坐‘汁神経圧挫柵傷実験）の軸索1I}生についてGAP-43のリン酸化の

ｲl無を検証した. 1I言挫ｲll1腓災験の試料をもとに抗I)ScI96抗体染色によるウエスタンブロッl、

や，抗体を川いない繩it分析で生化学的な解析を行った．抗pSer96抗体によるW'上IIW11索の組織

定lit評価にShinJ.E.ら (NGIJron74,2012)が使川した｢坐'汁神経の1を軸切片の蛍光像の抑度他

解析から軸索仲艮を訓･測するRegeneraUonlndex｣を川いた．

【結果】胎仔大脳皮価lll米の初代端鍵神経細胞の染色や胎i12脳の組織染色の結果，発生期の軸

*i'l'蛙においてGAP-43 (Sel96)はリン酸化され， ・〃人|4'l11･神経のII}生組織において｛illl索上

に抗pSer96抗体|珊性所兇を‘栂め，非拙I"神経では1文応しないことから，軸索I II生においても

GAP-43 (Sel96)がリン鹸化されることを確認した． この結果の典付けとして行ったウエスタ

ンプロットでは, liipSe'96抗体反応は, l1l傷後経時的に発現上昇し， さらに質1,t分析で州卯1l1

(31 In)にのみGAP-43 (Ser96)のリン酸化を雌認できたことから,GAP-43 (Ser96)が#lll

衆再生時にリン鹸化される部位であると,i'l;Iﾘ'できた．抗I)SeI96抗体を川いて再'lfを糺l識学的に

定lit評価すると，感党神経系の軸索再生マーカーである抗SCG10抗体と同様に再生を評価でき
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た．

【結論】 1illl衆再生時にGAP-43 (Sel96)はリン殿化され，作製した抗I)Ser96抗体は，定IIt性

に優れる再生マーカーである．

キーワード:GAP-43, リン酸化，末梢神経掘傷, 'lilll*il}生,ril,t分析

不lﾘlであった．

JI|･凧らは成災II1錐の槻能解析10)11)を通じて

様々な分子のリン酸化修飾にirf目し，成長円錐膜

画分のリン酸化プロテオミクス解析（河滞，岡田，

li-l･jjl:投柵準lili '1')を行った．そのII!でGAP-

43分ｲ･のリン鹸化部位として，商頗度に検出され

るGAP-43の96番llのセリン (Ser96)と172

悉目のトレオニン (Thrl72)をM定した． さらに

これらの|両l定したリン酸化部位のうち，プロテオ

ミクス解析で|同l定ペプチド数が商かつた

GAP-43 (Ser96)のリン酸化を特異的に認識す

る抗GAP-43 (I)hospho-Sel96)抗体(1hpSer

96抗体）の作製に成功した．

そこで本研究は，作製した抗I)Sel96抗体とげ

っ附顛の末卜i'i神経再生モデルを川いて, iI)vivoの

'lilll*l'}生に対するGAP-43 (Ser96)のリン酸化

の関Jj.を検証した結果, lil生マーカーとしての有

川性を兇出したため報告する．

緒 言

神経III生研究の雌終I|標は, lliM･脊髄外傷や脳

梗塞等のI|!枢神経|川脇後に，神経lul路を再び椛築

し機能を取り戻すことである． ところが，柵〃し

たこ|､ 'l!枢神経系の'lilll索は，他のllili乳動物と|司様

に，末梢神経とは災なりli}'|弓しにくい.Ramony

cajalは, 1928年の論文で机慨した111枢神経系で

は「すべてが死滅し、何も再生しない」と結論づ

けた')． しかし1980年代にAguayoらは末梢神経

を中枢神経に秘柚することで， ！''枢神経でもIIilll*

脚生できること2）を示し，中枢神経系でも軸索

i'}生のポテンシャルがあり，適切な環境を与える

ことで再生できることを発見した．それに基づい

て様々な泊療が検討･され，例えば，中枢神経の欄

傷後に反応性にコンドロイチン硫酸を合成する酵

素を過伝子改変することで, {1}生環境を形成しう

ることが示されている3)．

現時点で，解決すべき中枢神経系の問題点の一

つに, !|!枢神経系が末梢神経と比較して軸索のl'l'

長能ﾉjが低いことがある．その要因の一つとして

汚えられているlkl子に43-kDagrowthassociated

I)1･otein (GAP-43)の発現がある1).Skeneらが，

胎生101の'1!枢神経や|川j；した末ﾄi'i神経において'lilll

索内輸送'1(が苦'ﾘlに塒大するタンパク質として

GAP-43を|両l定.1) し，脊髄柵傷など中枢神経系

の1111ﾙ後にもGAP-43の発現l:ｼl.が報告され5),

GAP-43は神経全般に共通する門生マーカーと

して川いられてきた.GAP-43の強制発現により

軸索のsI)1･ouUngがjWえる報告6)7)もある．一方で，

GAP-43欠ｲI池伝子改変マウスは生後211で45%

が死亡し，視神経交叉の形成不全が起こるものの，

神経成長はほとんど災常がないとの報告8)9）もあ

り，軸索IIII災に関するGAP-43のlﾘl確な機能は

材料と方法

実験動物

胎仔脳の解析は, ICR系妊娠マウス (Japan

SLC)の胎仔(E15.5)を川い，末梢神経圧挫梱傷

実験は,C57BL/6N系マウス (CharlesI-iverlabo-

,･ato,･iesJapan)の9週齢以降の成体を川いた． ま

たげっ閑顛のGAP-43のアミノ酸配列でN末端

から96番目のSel･を不活性化するためAlaに置

換したノックインマウス (S96Aノックインマウ

ス）は，岫村雄司教授（新潟大学脳研究所） との

共|両l研究の下で作蝋した．

抗I)Ser96抗体作製

GAP-43の新規リン酸化部位は，げっ歯瀬の
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評価．一連のfll帆に碑熟したのち，損傷マウス

(N=3), Sham(N=5)を7H世きに35HIfil

SFIで評illiし，災験の安定ﾔ|§を確認した. SFIは，

0±10で機能的に,職it,-1()0±10で機能的完

全扱傷を示す16).本肋物'峨仇は，新潟大学動物実

験倫理委員会のﾉki淵を受け，新潟大学脳研究所生

命科学リソース研究センター肋物資源開発研究分

野（動物実験施設) lﾉ1で行った（承認番号: 26

新大{iﾙ第74¥2).

GAP-43のアミノ酸配列のNイミ端側から96番| :|

のSerであると確認しており， このリン酸化部位

のリン酸化を特異的に認識するペプチド抗体を作

製するため, Ser96の前後12アミノ酸を含む

GAP-43の配列DAAPrlSPKAEEにリン酸化修

飾を加えたペプチドを合成し， ウサギに免疫する

方法でポリクローナル抗体を作製委祇(Simga-

AldrichJapan) した．

末梢神経損傷実験（圧挫法）

再生が期待できる軸索断裂(axonotmesis)を

起こす圧挫損傷実験'2)'3）をifった．手順は,C57

B6/N系マウスを, xylazilleとketamineによる全

身麻酔下で，右臂部の皮噛切|ﾙlした後，大腿部の

筋肉の筋鞘を剥離して坐什神経を蛎出．ピンセッ

|､ (INOX5,FONTAX)をlllいて， 人|州･神経を30

秒間圧挫扱傷させた．皮府は6－()ナイロン糸で

縫合し，麻酔が覚めるまで保洲した．皮I御切|ﾙlと

神経の蝋出までをShamoperati()11とした． また欄

傷の程度として，回復能ﾉJのある'lilll衆断製が主体

となり，神経断裂(neurap,･axia)が混在しない方

法を追求するため，運動機能をScialicFunclional

Index(SFI)を用いて評価したl@1)15). SFIは，マ

ウスの後脚の足痕の長さをPI､PrintLength),

第一趾の中央から第五趾の''1ﾘとまでのMIi離を'IS

(Totalspreading)として, expel･imenlalside (E),

normalside (N)の脳大lll'iをillll定し, SFI=-

51.2×(EPL-NPL)/NPL+118.9×(ETS-NTS)

/NTS-7.5の公式に代入することで，巡肋機能を

神経細胞培養と細胞染色

E15.5マウス胎if大脳皮I'iから調製した神経細

胞を， 0．05％ポリエチレンイミンでコートしたカ

バーガラスを蚊いた24wellプレートにまき，

10％ウシ胎仔lili,!i入りI)MEMHighglucose塘地

(WAKO)で24時iHllff:j!§後, 2%B-27supple-

mentsと2mMGlutamaxを含むNeurobasalMe-

dium(Gibco)に3/41i(端地交換した．

細胞染色は，焔薩|ﾙl"14811fllll後に4%PFA/

NeurobasalMe(lilimで15分l,'il定し, PBSで洗浄

後に0.1%'I､ril()11X-1()0/PBS(PBS-T)で15

分間の脱膜処理． 5％ウシllli,'iアルブミン/PBS

(5%BSA)で1時|Ⅲlプロ､ソキングした後に，一

次抗体/5%BSAを4℃で終夜反応．二次抗体は

室温で1時|Al反応させた．尚，一次抗体の希釈濃

度は，表lの辿り．二次抗体はAlexaFluor488

goatanti-1･abbitlgGとAlexaFluor594goatanti-

mouselgG(JaCksoI1 1mmulloReseal･chLabor-

atories,USA)をそれぞれ1 : 2()()の希釈率で使用．

表’ 一次抗体使用リスト

Di lution/conc("g/ml)

IHC/ICC Westernblot

SpeciesAntimdy(Clonenunber) Catalognumber Supplier

ABCmethod IF

1 ： 10的

1 ：500

0．45

1 ： 10㈹

1 ：500

1 ： 1000

0．45

1 ：2000

Millipore RabbitPolyclonal

Simga-Aldrich MouseMonoclonallgG2a

Custom-made RabbitPolyclonal

NovusBiologicals RabbitPolyclonal

R&DSystems MouseMorwclonallgG2a

nL MouseMonoclonallgG2a"

AB5220

G9264

N8P1-49461

BAM1195

M171－7

GAP-43

GAP-43(7810)

pSer96

SCG10

8m-tubulin(Tuj-1)

GAPDH-HRP(3H12)

0.5

abbreviations: conc(concentration).IHC(i而nunohistochemistry).ICC(Inmunocytochemistry).ABC(Avidin-BiotinCamlex)

IF(imunofluorescence).HRP(horseradishperoxidase)
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alldlmMEDTA), タンパク質脱リン酸化酵素阻

秤剤(1.OmMフシ化ナI､リウム (NaF).1.15

mMモリブデン酸ナトリウム (Na2MoO4), 1．0

111Mオル|､バナジン酸ナトリウム (Na3VO4))中

で，超庁波破砕し, 1200011'l枢で5分|H1遠心分離

した上il'iを試料とした． タンパク蘭の定l,tは,DC

ProteinAssaykit (Bio-RadLaboratories,CA,

USA)を川いた．試料は5%2-Mercaptoethanol

で還元後（95℃， 5分間)， 10％アクリルアミド

ケルで1レーン当たり19/'gのタンパク質を

SI)S-PAGEした．泳動後,PVDFI朧に転写(250

mA,90分IIII)し. 0.1%Tween20/TBS(TBS-T)

で希釈した5％スキムミルク （リン酸化抗体使

川時は5%BSA/TBS-T)でブロッキング後一

次抗体と4°Cで終夜反応させた．二次抗体には，

goalanti-1･abbitHRP(DAKO,CA,USA)を2時

|ﾊl反応させた.ECLPRIME(GEHealthCare,UK)

を使川して化学発光をCCDカメラ (Lightcap-

tul･ellC()()le(ICCDCamel･aSystem:ATTO,

Tokyo,Jal)all)で検出し, CSAnalyzer (ATTO)

でIIIIi像化した．検出結果を半定lit解析するため，

i曲i像解析にImageJ (NIH)を川いて扱傷神経の

検出バンドをROIで囲み平均輝度他Cを測定し、

|耐1時に反応させた対側の非柵傷神経の平均輝度値

Iをillll定し,RelativeProteiIILevel=C/lとして比

!陵した．

灌流固定と組織染色

イソフルランl吸入麻酔薬により深麻解下で，マ

ウス胎仔を4%PFA/0.1MPB(1)H7.4)で樅流|世l

定後に脳を摘出し, 4%PFA/0.1MPBで後l,lil定

を1Hi冊l行った．一方， 仏'|'|･神経は4%PFA/

0.1MPBで沸流l,'il定後に摘,'llし, 4%PFA/0.1M

PBで後IIIjl定を1時|H1行った． 一・〃いずれの組織

も20％スクロース/0.1MPBにl l l以l昌縦換．そ

の後Tissue-TekOCTcoml)oun(1 (SAKUIA

FINETECUSA,USA)に包埋し,C,y()sial (Leica,

Gem'any)で20',4ml'jiで切片を作製． スライドガ

ラス (SUPERFROgr:MatsunamiGlass,Jal)an)に

!!,'iり付けた．

胎仔脳の免疫糺l識化学染色(DAB法）は，

0.3％過酸化水衆/methanolで脱ll塊処理し, 10%

正常ヤギ血消/PBS-T(10%NGS)で30分|ﾊlブ

ロッキング． －．次抗体/10%NGSの反応は4℃

で終夜行った．二次抗体にはBiolin-coI1jugated

goatallti-rabbil lg() (Jacksoll lmmlllloReseal℃h

Labol･alories)を使川し，室淵で211,WIH1反応.ABC

反応(VECTASTAINEliteABCkit,VcCIol･Lab()-

ratories)は宝洲で2IIfllllを行い, 1)AB(WAKO,

Japa'')発色させた．

坐骨神経の蛍光免疫組織染色は, PBS-Tで30

分|冊lの脱||側処理し， 0．5％スキムミルク/PBS-T

(5%skimmilk)で3()分冊lブロッキングした．一

次抗体/5%skimmilkの反応は4℃で終夜行い，

二次抗体反応は, 37｡Cで1時lNl行った．尚，一次

抗体の希釈は表Iの辿り．蛍光:次抗体には

AlexaFI1101･488g()alanli-1･abbil lgGとAIcxa

Flu()r594-c()njugate(I strel)lavi(lill (.lacks()11

ImmunoRcscal℃hlal)orat()1･ies,USA)をそれぞれ

1 : 200の希釈率で使川．

質量分析

坐''1．神経試料をプレキャス|､ゲル(ANYKDミ

ニブロティアンTGX,BIO-RADlabol･atories)を

川いて， 1試料当たり5レーン (19/4g/レーン）

を使川してSI)S-PAGEで分離後, CBBR-250

で染色し，ウエスタンプロットの結果とマーカー

タンパクの位if.':を参考にしてGAP-43が含まれ

るケルの位li'.'!でゲルを切りIIIIし, dithiothreitolと

io(loacelilmideを川いた還元アルキル化後に，

(rypsinでゲル内ii'i化(in-geldigeslion) した．

抽出したペブチド (0.5-0.8/1g)は, nano-now

LC(EksigenlnanoLC415,ABSciex)-tandem

MSmasssI)ecil･ometer (TripleTOF5600+,AB

Sciex,F()stcl･,CA,USA)を川いて解析した．

ウエスタンブロット

ウエスタンブロットのために，坐'|1･神経組織の

損傷部位をII!心にliiiif5mmの災さ (,ll･ lOmm)

で摘出し, 100/(1のサンプル調製川バッファー

(125mMTris-HCI (pH6.8),20%glyCel･ol, :1%

SDS), タンパク分解酵素|;ll審剤(10/(g/mlle''-

peplin, 10/4g/ml l)el)sIatinA,0.02mMI)-APMSF
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タンパクWIのIIil定は,MASCOTVersio112.2

(MatriXSCienCe,Loll(10n,UK) を用い, UniP1･()t

のmouseproteome(latabase (2015年51129[I

リリース版）に対して検索する方法で行った.剛sc

DiscovelyRale (FDR) 5%以~トで,MASC()Tで

算出された「ldentitythl･cshold」を超えるスコア

でタンパク価の配列にマッチしたベプチドのみを

対象とした． タンパクriのjW川l並を相対的に評11li

するため， ラベルフリー定IIt法であるNomlalize(1

Specll･alAI)lll1(lal1ceFacto1･ (NSAF)を帥:出した．

この方法は，淡度の商いタンパク質ほど， また分

子長が長いタンパク質ほど，配列にマッチするペ

ブチド数が多くなるという原理に基づいた方法で

あり， 雌初に|面l定された||古|々のタンパクY'Iの

SpectralAbull(lanceFactor (SAF)であるAi=

(peptidemalch"/タンパク間の長さ （分子l,("

るいはアミノ酸数)）を算出する． タンパク価k

のNSAFは以ドの計算式で求められる17). ここ

で， nはl,il定された全タンパク質の数である．

kの各I)ixclごとに前後1()()pixelsの秘肋平均を

算H1し， グラフを作製し， このグラフをもとに

Regeneratio111ndexをiil･測した．以上をMATIAB

(MathWorks,Natick,MA,USA)上でプログラム

を作製し，グラフ化してiil･測した．

統計解析

八M沖|!経柵傷後のSFIのデータは，ボンフェロー

ニ・ダン検定で解析し， ウエスタンプロットの半

定II(解析データは，対応のないt検定(lililllll検定）

によって解析し， さらに糺l織染色によるRegener-

aUoll lndexのデータは，対応のあるt検定（両側

検定）で解析した．いずれも検定においてもｲ丁意

水準を0.05とした．以上の解析にGral)hPad

Prism6versioll6.0hibrMACOSX (GraphPad

SoItware,LaJolla.CA,USA)を使用した．いずれ

の測定データも平均値±SDで示した．

略語

Ser:Serine,Ala:Alanille,PFA:paralbrmal(le-

hyde,PBS:phosI)halebullel℃dsaline,PB: 1)11os-

phatebuiIEI･.DAB:(liaminobenzidine,HRP:horse-

ra(lishperoxidase,SI)S: so(liumdodecylsullate,

l)-APMSF: (I)am-IImi(lilloI)henyl)methanc-

sull)11011yl [luori(lc,EDTA:Ethlelle(liamine

tetraaceticacid,PVI)F: 1)olyvinyli(lelle(li-

Fluoride,PAGE:polyacrylamidegelelectrophol･e-

siS.TBS:TriS-bufIEI℃(Isaline,CBB:Coomassie

BrillialllBlue,ROI :Regi()I1()flnlerest,SD:

Standal･dDiviation,

AA
NSAFA=
ZW=! $'!

画像解析，軸索再生の定量評価

組織の|ﾘIM!f似察は,01yml)11sBX63(Olyllll)IIs)

を使川．蛍光組織染色の似察は, FLUOVIEW

FV1200BiologicallaserSCanningConfbcalMicl･()-

scope (Olympus)を使川し，対物レンズ10×で

撮影した．

蛍光免疫染色によるW生'lilll索を定壁化する|1的

で. ShinJ.E.ら18)が使川した｢坐骨神経の災11I1切

片を蛍光像で撮影し，仙傷部位から損傷部の蛍光

輝度値が半分になるまでの距離を卯:川する

Regenel･illi()11 111(lex｣を川いて評価した. 414' |' l'"

を神経の災!lilllに沿ってFLU()VIEWFV12()()でZ

スタック搬膨し, ImagcJでZスタックIIIi像をZ

軸方向に平均強度投影化し，坐骨神経組織|ﾉ1をIﾉ1

接するように1曲i像を|､リミングした． さらに414'|1･

神経の長'lilllをX!|1h (+は神ili側),短#IIIをY!lilllと

すると,Y!lilllmli像のpixclMIi度を平均化してX1lilll

に投影し， さらにノイズリダクションのためX|lilll

結 果

発生段階の軸索伸長では, GAP-:13 (Se!.96)が

リン酸化される

野生型マウス胎if (E15.5)の大脳皮Y'illl米の

初代嬬養神経細胞(2I｣IIII培養）では,MI)Se,96

抗体反応は, ITGAP-43抗体と|司様に*lll衆止で

点状の染色像を認めた（図IA).両者は'lilll案上で

は典Ij在した． またl,ilじく野生型マウス胎仔脳

(E15.5)を川いた染色では，大脳白面に〃〈I;する
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伸長中の軸索(Co'･ticofUgalaxonsもしくは, thal-

amocorticalaxons :図IB)や海馬采の軸索（図

1Bのfi))を抗pSer96抗体で描出することがで

きた． これらのことは，発生段階の軸索伸長で

GAP-43 (Ser96)がリン酸化されることを意味

末梢神経軸索再生モデルの作製（坐骨神経庄梓損

傷実験）

本研究における坐骨神経圧挫損傷実験が，再生

の期待できる軸索断裂を安定して再現できている

かを確認する目的で， 7日毎，計35日間に渡り

SFIを計測した．図2Aのように7日を境に機能

回復の傾向がみられ，損傷21日後には, sham

operationと比較しても統計的な差を認めない程

する

A
pSer96 GAP-43
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図1抗I)Ser96抗体は発生段階の神経軸索に強く局在する

(A)マウスE15.5の大脳皮質由来の初代嬬養神経細胞の抗GAP-43抗体及び抗pSe1･96抗
体の蛍光二砿免疫染色{災（培養2日目)．抗pSer96抗体反応は, ililli索上で抗GAP-43

抗体と同じ局在を示す Scalebar=20"m.

(B)マウス胎仔脳(E15.5)に対する抗pSer96抗体免疫染色像(DAB染色).;|XpSer961"

体は，胎仔脳におけるIII長中のililII索（,）を描出する. Scalebal･=500"m,NCx=
Neocol･tex,IC=intemalcapsule,ii=mmbriallippocampus,dTh=dorsalUlalamus.
(C)Bの拡大像,Scalebar=100"m.



岡田：軸索再生に対するGAP-43の機能解明 111

A
０
０
１
１－

×
①
ロ
匡
一

石二二五

~妻ニニニデニ惹菫蚕
０
０
３
５

一
画
二
．
一
碧
◎
屋
．
」

-WildCrush(N=3)

一○･Sham(N=5)

…

０
０
７
９
－
一

○
一
碧
甸
一
◎
の

梓＊＊

0 7 14 21 28 35

daysafter injury

DB | 1ntact lIntactCrUshDayl

目
目

目
同
同
月

▼

▽
一
一
一

＝三二一壱.一三二で了
｡ 一.畢
一

一

《
一
言
一
》

一
》
一
挙

幸
津

弊冒司一

C ▽
一
』
一
一
一

一

一
一

又
↓

一

一

一
《一

一
一
一
」
毫

▼
一

一
“
一

＝ー毒さ＝三卓壽一一一三

ご菫-テ

図2坐骨神経圧挫樋傷実験による'lilll索再生

(A)損傷例(N=3),Sham(N=5)のSFIの比il嘘結果通勤機能評価となるSFIは7日目以降に似l復

傾向となり，21日目にはShamと同等のSFI値を示すIlilll索再生モデルとなった. ****:p<0.0001,

*:P<0.05.

(B)坐骨神経損傷1日後の組織を用いた抗GAP-43抗体(!IMII索再生マーカー)/抗'Ii'j-1抗体による蛍

光二重免疫染色像．▽：圧挫損傷部|,VGAP-43陽性軸索の股遠点,Scalebar=500"m.

(C)Bの隣接切片を用いた抗SCG10抗体（感覚神経系の再生マーカー)/抗Tilj-1抗体による蛍光二亜

免疫染色像. BとCの結果から，抗SCG10抗体と異なり, lXGAP-43抗体（リン酸化，非リン酸化
を区別しない抗体）は欄傷遠位の変性軸索にも反応した▽？圧挫損傷部,v: SCG10陽性軸索の

最遠点,Scalebal･=500"m.

(D)非損傷神経(Intact:Bの対側の非損傷神経）を剛いた抗GAP-43抗体/抗'Ii'j-1抗体による蛍光・

重免疫染色像抗GAP-43抗体は非欄傷神経にもわずかに反応した．▼？GAP-431場性!lilli*.

Scalebal･==200"m.
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度に運動機能は回復した．このように本研究にお

ける圧挫損傷実験は，すべてSFIを測定し手技の

安定性を確認した．

坐骨神経圧挫損傷後の再生を組織学的に評iliす

るため，再生マーカーとして知られている

GAP-43 (リン酸化，非リン酸化を区別しない抗

体）と感覚神経系の再生マーカーとして最近報告

されたStathmin2 (SCG10)'9)の各抗体で坐骨神

経圧挫損傷組織を染色した（図2B,C).圧挫損傷

1日後(CrushDayl)の組織では，損傷部位を中

心に,GAP-43, SCG10ともに損傷部位（図2B,

cの▽）を中心に発現上昇し，これらの発現は軸

索マーカーであるTLU-1と共局在したことから

再生した軸索であると確認できた． この結果から

組織学的にも，本研究の圧挫損傷が再生モデルと

なることを確認できた． またGAP-43とSCG10

の反応性が損傷遠位部（図2Bの▼と図2Cの▼）

で異なり，また非楓傷神経(Intact)においても

わずかながらGAP-43の反応を認めた（図2D,

▼)． これはGAP-43は, ililll索変性の急性期や末
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図3抗pSel96抗体による再生軸索の組織学的同定

(A)坐骨神経圧挫損|筋組織の抗pSer96抗体/抗'IM-1抗体蛍光二亜免疫染色像圧挫損傷1日後

(CmshDayl)と圧挫掴傷3日後(Cl･ushDay3)の比較. 1XpSe'96抗体は楓傷後の組織に反

応し，経時的に抗pSer96抗体陽性I III索が伸長している所見を確認できた．▽：圧挫損傷部，

▼: pSer96I場性jllll索の最遠点,Scalebar==500"m.
(B)非損傷坐骨神経(Intact) #ll織の抗pSer96抗体/抗Tuj-1抗体蛍光二亜免疫染色像．抗

pSer96抗体は反応性を認めないScalebar=200"m.

(C)S96Aノックインマウスの坐'l11'神経圧挫損傷では抗pSel･96抗体は反応性を認めない▽：圧
挫損傷部,Scalebar=500"111.
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梢神経の定術状態にもわずかに存在することを恵

味し， こうした抗GAP-43抗体が軸索変性の,歓

性期や非側賜神経で反応することは既に報i!;され

ており '9),W生軸索とそれ以外の軸索を厳密に

区別をつけてililll索再生を定{it評illiする場合に, |H1

題となるTl項と思われる．

た．仏'|‘|･神絲11ﾐ挫批側3 I｣H (Crushl)ily3)の組

織で,MI)SG'96抗体は, |､XI3Aのように神経軸索

のマーカーであるTuj-1と同じ軸索上で反応し

た．軸索l'i'kではGAP-43 (Ser96)がリン酸化

されていることを組織学的に確認できた． さらに

CnIshl)aylからI)ay3の抗体反応の経llｷ変化は，

軸索IIII及の所兇としてとらえることができた（図

3A).またJI斗川〃'4'|ql･神経で抗pSer96抗体反応が

認められなかったため（図3B),坐什神経の定常

状態では,GAP-43 (Ser96)は， リン酸化されて

いないことが示唆された．

さらに作製した抗pSer96抗体がGAP-43

(Ser96)のリン駿化に特異的であることを確認す

抗pSer96抗体による再生軸索の組織学的同定

作製した抗I)Ser96抗体が発生段階のl'l'lt'lilll*

だけではなく，神経のIIj生'lilll索にも反応するのか

を検討した．本研究の坐什神経庄挫損傷がl'i'|;神

経を含むことは，図2を辿して確認したことから，

坐骨神経圧挫傾傷組織を抗pSel96抗体で染色し

Intact
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

＃1 ＃2 ＃3 ＃4

CrushDay3
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

＃5 ＃6 ＃7 ＃8

CrushDayl
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

＃1 ＃2 ＃3 ＃4

Intact
l■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

＃5 ＃6 ＃7 ＃8
A

GAP-43Fﾃｰｰｰｺ GAP-43r一一三三三三1
pSer96

GAPDH

pSer96

GAPDH

B
★★

★

５
４
３
２
１
０

（
ぢ
四
三
、
こ
の
昌
○
）

｜
①
ン
①
｜
の
す
‐
ｑ
く
の
①
三
崗
一
①
匡

１
．
周
１
Ｊ
月
日
Ｒ
ｕ
Ｒ
Ｊ
円
』

４
３
２
１
０

（
も
四
厘
二
二
の
己
○
）

｜
①
ン
①
石
Ｑ
①
の
Ｑ
の
三
局
一
①
匡

9

0

0

0

6

Dayl Day3Dayl Day3

図41 1§骨神経IIﾖ挫ｲlil眺代料によるウエスタンプロットの結果

(A) I辰挫拙IISl ll後(CrushDayl) とI劇伽l傷3日後(CI･ushl)ay3)の抗GAP-43抗体と抗

I)Ser96抗体によるウエスタンプロットの結果．非ｲlil賜り'&'|'l･神経(IIIIad)と損傷坐什神絲

(Crush)のレーンバンドはそれぞれﾉfから順に|同lじ＃ごとに対になっている．

(B)ウエスタンプロットのメンブレン |:のバンド脚喚III'(を川いたタンパクlitの半定l,t解析：

Relativeprotei,'level (Cn'sI'の､1A均柵|()mlll'i/IntactのW"lilIIIIII(の比）をillll定しグラフ化した

もの．搬傷311 IIのRelativcl)Ser961Gvelは，扱傷l ll llよりもけl.した. **: 1)<0.01, *:

I)<0.05.



新潟医学会雑誌第130を第7号 、ド成28年(2016) 7I-l414

にリン駿化が生じ，棚傷1日目よりも3HI lでリ

ン鹸化レベルが上外することを確認した．

再生に関わるGAP-43のリン酸化を，抗体を

川いずにn'[接的に検lllする'三I的で，衝l,t分析を行

った．ウエスタンプロット用に調製した坐‘汁神経

州卿31］目と非拙|""'|il'神経の試料を図5の実験

ワークフローでペプチド抽出し，質趾分析を行い

(N=3),いずれもFDR5%以~ドの信加性の高い

結果を解析に用いた． タンパク質の変化城(pro-

lei,,ab',''(la''ce)を札|対的に評価するラベルフリー

定lit法(NSAF)で解析した結果は，表2の通り

となり， 3例II!3例ともGAP-43は圧挫損傷

(Crush) 1!!llでl,t的にjW川I (Proteinabundanceは

jW加） した． この結果はウエスタンプロットの結

果と ．致し，質i,t分析によっても圧ﾀMi傷に伴う

GAP-43の琳加をとらえることができた．次に検

出されたGAP-43のペプチドについてﾀﾝバｸ

修飾の｛l.無を解析ソフト (MASCOT)で確認し

た． 3例1113例でGAP-43 (Sel96)のリン酸化

を検出した． さらに新規にGAP-43 (Serl42)の

リン鹸化も検出した． その他のGAP-43のリン

腋化部位は検出されなかった． また非扱傷神経に

GAP-43のリン酸化修飾は検出されなかった． こ

のY'i l it分析の結果から，再生軸索において

GAP-43 (Ser96)のリン酸化が確実に生じると

高えた．

るため, Sel96のリン酸化部位をAlaで悩換しｲ《

活性化したS96Aノックインマウスを川いて4k'ff

神経圧挫帆傷実験を行った. S96Aノックインマ

ウスでも岬′|Z型と同様に雁拙扱傷後に経時的に巡

助機能が|画l復し,MSCG10抗体で*lll索i'i生を確

認している (datanotshown)が，坐骨神経圧挫

拙側31 1目の組織では図3Cのように抗I)Sel96

抗体反応は認めなかった． このことは作製した抗

pSer96抗体が, GAP-43 (Sel96)のリン酸化に

特災的に反応する抗体であること意味した．

末梢神経の軸索再生ではGAP-43のリン酸化は

Ser96で生じる

坐'l｡l･神経圧挫損傷実験から得られた試料を川い

てウエスタンプロット解析を行った．抗GAP-43

抗体反応は非扱膓，拙傷l l]目, 3日'二lと経IIf的

に上昇.し, lril様に抗pSer96抗体反応も経IIｷ的に

上昇することを確認した（図4A).このウエスタ

ンプロットのバンドの結果を半定埜的に解析した

(図:lB). RelativeGAP-431evel ("Crushの平均

輝度値/Intactの1え均輝度値”の比）は，抗GAP-

43抗体反応で3．52傭に崎｛.し (p=0.0015), lh

pSel-96抗体反応(Relativel)Sel961evel)は2.02

倍に_上外した(I)=0.0108)．以上のウエスタンプ

ロットの絲采から末梢神経圧挫損傷後にGAP-

43自体の発現上昇とともに,GAP-43 (I)Ser96)

表2 Proteomicanalysis()fGAP-43

Y'ili《分析によるGAP-43とリン酸化修飾検出結果． pel)tidcm(llchesは,FDR<5%以ドで,MASC()Tで算出

された「Identitythreshold」を超えるスコアのペプチド数を迩昧し,Pr()tcinabun(1ancel*,NonnalizedSpectral

AbundanceFactor (NSAF)の算出結果である. 11皇挫柵傷に伴いGAP-43は最的に墹加(Proleinabundanceは

jW加） し， さらに扱傷側でのみGAP-43pSer96のリン酸化を検出した.Exp. :ExI)crimentalNumber.

SamplelD Crush/Intact peptidematches Proteinabundance(×10~3) Phosphorylationsite

CrushOay3 14 2.4142 pSer96 (2peptides)
Exp. 1

Intact 2 0.3285 Notdetected

CrushDay3 10 1．7181 pSer96 (1peptide)
Exp,2

Intact 1 0． 1739 Notdetected

pSer96 (1peptide)

pSerl42 (1 peptide)
CrushDay3

Exp.3
6 2.4757

Intact Notdetected Notdetected Notdetected
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（実験ワークフロー） ＊マーカータンパク

抗pSer96抗体は定量性のある再生マーカーである

我々が作製した抗pSer96抗体は，組織染色に

おいて非損傷神経や変性!lilII索への反応せずに，欄

傷神経への特異性が非常に高い（図3A,B)た

め，抗pSer96抗体を用いたりilll索再生の定品評illi

が組織学的に可能であると考えた. Regeneration

hld啄という指|票を利用し，坐骨神経損傷の3H

目の抗pSer96抗体蛍光免疫染色を行い，その隣

接切片を感覚神経系の軸索再生マーカーである抗

SCG10抗体染色して比較した．結果は図6の通

り，抗pSel･96抗体と抗SCG10抗体による

Regenerationhldexには統計学的に有意な差を認

めなかった(p=0.1020).両抗体は同じ分子を見

ているわけではなく， また組織染色を見る限りは

(図2C,図3A)は，染色性も異なるため, II71等に

評価できるわけではない． しかし抗pSe1･96抗体

は, Regenerationlndexという指標を用いること

で,SCG10と|口l様に再生を定賦的に評価できる杭

体であると言えた．

考 察

!|illl索再生における評価法のうち，免疫組織化学

染色は簡便であるが,非損傷神経や変性軸索（ワー

ラー変性）で発現しないことなど，再生マーカー

には,高い特異性が求められる.GAP-43それ自体

はその要求を洲たすものとされ，軸索伸長・再生

のマーカー抗体とされてきた4)5)が，図2B,図

2Dの通り，変性中の軸索や坐骨神経の定常状態

にもGAP-43は低頻度ながら発現を認めるため，

GAP-43に対する抗体は，厳密な意味での再生に

対する特異性には問題があると思われた．そこで，

今回作製した抗pSer96抗体は, (1)図1Aのよう

に1lilll索上で抗GAP-43抗体と同じ局在を示し，

(2)図3Aのように再生'lilll索と反応するが，図

3Bのように非損傷神経では反応せず， さらに(3)

図3CのようにS96Aノックインマウスの!I111索再

生には反応しないためGAP-43 (Ser96)のリン

酸化状態のみを特異的に認搬できる抗体であるこ

と，以上の3点から組織学的に再生マーカーとし

て利用できる厳しい条件をクリアしたと考えた．
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酸化を確立できたと考えている．

本研究では，末梢神経両生モデルの組織から調

製した試料を川いた蘭並分析に挑戦し， これによ

って得られた新規性は次の3点である． まず1点

目に抗体を用いずに，軸索再生に関わるタンパク

質のリン酸化を|司定したため，今後|司じ手法でタ

ンパク面のリン酸化についても検索できること．

損傷後の再生神経を川いてリン酸化修飾をプロテ

オミクス（『ﾉmt分析）で解析した研究は,今の所見

当たらず， この方法論は今後有用であると思われ

る．2点目は, *III*I¥生に関わるGAP-43(Self)6)

のリン酸化を蘭1it分析により直接確認し，非棚〃

神経ではリン酸化を確認できなかったこと． この

ことで軸索再生に関わるGAP-43のリン鹸化が

間違いなくSer96でﾉkじることが確認できた. 3

点目として， イ川卿後3H目の坐骨神経庄州州"試

料を用いた閲蚊分析により，表2のように新たな

リン酸化部位としてSerl42を確認し （バイオイ

ンフォマティクスを使った研究，及び阻容向'lを使

った結果から， このリン酸化は成長円錐にも存ｲ|；

し，かつSer96と同じプロテインキナーゼでリン

酸化が生ずることが確認済みである；河嵜， 侃ｰ| ・

嵐ら：論文堆伽III), さらに既知のリン酸化部位

Ser41は，検i'llされなかったこと． この結果から，

これまでSer41とmvivoの再生との関わりにつ

いて報告がなかったことが，納得できる結果と考

えられた.GAP-43 (Ser41)のPKCによるリン

酸化が少なくとも末梢神経再生には関与が鰊いこ

とを明確に示したと考えている．

本研究の結果から新たに生じた疑問としては，

実際にGAP-43 (Ser96)のリン酸化が1illl衆『I}生

の分子機榊とどのように関わっているかである．

今後, GAP-43 (Ser96)をリン駿化するキナー

ゼを川いたり， リン酸化を不活性化したS96Aノ

ックインマウスを川いた末梢神経圧挫批|脇実験に

よる検証でIﾘlらかにしたい． また新たに判Iﾘlした

GAP-43 (Serl42)のリン酸化と軸索I¥'kの|腱l述

についても，すでにGAP-43 (Serl42)のリン酸

化に対する特災的抗体の作製に成功しており，検

証を試みたいと考えている．

本研究は, !lilll索の再'l主部位においてGAP-43

がSer96でリン酸化することを，組織学的に，か

つ質亜分析による解析を含め生化学的に証IﾘIし

た． また作製した抗pSel96抗体は組織染色にお

いて，再生神経への特災度が非常に高く定l,t性に

も優れていたことから,GAP-43 (Ser96)のリ

ン酸化は#lll索仰生の分寸'･マーカーとなると結論づ

ける．既に，形態学的に， ラットの前肢の永|;ili神

経の端11'|吻合再生モデルで,MpSe'96抗体がl'j

生神経を認識することをli雁認していたが27),*

研究で初めて定最化と生化学的な実証ができたと

考えている．今後II}生研究において，本抗pSer96

抗体は，軸索II姓のマーカー抗体として，－．つの

有用なツールになると奪える．

結
至
叩

軸索再生時にGAP-43 (Ser96)はリン酸化さ

れ，そのリン酸化に対する特異的認識抗体は，再

生軸索への特異度の商さから定量性に優れる1'}'IZ

マーカーとなる．
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