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研究成果の概要（和文）：ヘパラン硫酸エンドスルファターゼ遺伝子（Sulf1 と Sulf2）を単独

で破壊した成獣マウスを用いて 10 数種類の行動実験を実施した。Sulf1 ノックアウトマウスで

は、ヒト精神疾患モデルマウスで見られることの多い異常が観察されたが、Sulf2 ノックアウ

トマウスでは、いずれの行動実験でも異常は見られなかった。ヒト患者対象関連解析では、

SULF1 遺伝子と双極性障害の間に遺伝的関連が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）：The roles of heparan sulfate endosulfatases, Sulf1 and Sulf2, in 
higher brain functions were examined using their respective knockout mice and behavioral 
test battery. Sulf1 knockout mice showed abnormalities in some behavioral tests, whereas 
Sulf2 knockout mice shoed no behavioral abnormalities. Human SULF1 gene showed 
genetic association with bipolar disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヘパラン硫酸プロテオグリカンは、細胞表
面または細胞外基質に存在し、細胞の分化、
増殖、移動、形態形成などを制御している。
これら多様な生物活性は、プロテオグリカン
のコア蛋白に共有結合したヘパラン硫酸糖
鎖とシグナル分子、受容体、細胞外基質分子
との相互作用によることが知られている（図
１）。ヘパラン硫酸は、ウロン酸（グルクロ
ン酸またはイズロン酸）と N-アセチルグルコ
サミンなら成る二糖単位が繰り返した直鎖
状の構造を持つ巨大な多糖である。ヘパラン

硫酸は、ウロン酸と硫酸基に富むことから、
多くの分子との相互作用が生じる（図１）。
硫酸基は、ウロン酸の２位、グルコサミンの
６位と N 位（まれに３位）に生じるが、その
分布や一様ではないため、ヘパラン硫酸糖鎖
は膨大な構造多様性を有している。従来、こ
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の硫酸化パターンは、N 位、２位、６位、３
位に特異的に硫酸基を転移する酵素群によ
って作り出されると考えられてきた。しかし
ながら、最近、我々を含む複数のグループが
新規のスルファターゼ遺伝子（Sulf1 と
Sulf2）を発見し、これらが生合成後のヘパラ
ン硫酸に作用して内部の６位の硫酸基を分
解するエンドスルファターゼ活性を持つこ
とを明らかにし、Sulf1 と Sulf2 が硫酸化パ
ターン生成に寄与していると考えられるよ
うになった（図２）。これまでに Sulf1とSulf2
ノックアウトマウ
スが作成され、軟
骨形成、腎臓形成
などに関わるとい
う報告があるが、
神経系における役
割は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 Sulf1 と Sulf2 の神経系、特に脳高次機能
における役割を明らかにすることを目的と
した。更に、Sulf1 と Sulf2 の脳における発
現と機能の間に関連があるかどうか、ヒト
SULF1、SULF2 遺伝子が精神疾患と遺伝的
関連があるかどうかを明らかにすることを
目指した。これまでに Sulf ノックアウトマウ
ス解析の論文が複数報告されているが、いず
れも脳機能については解析していない。一方、
我々は Sulf1 と Sulf2 が成獣脳でも豊富に存
在していること、Sulf1/2 ダブルノックアウ
トマウスで神経回路形成に異常があること
などを見出しており、神経系において重要な
役割を担っていると想定し、本研究を実施し
た。当初はダブルノックアウトマウスを用い
た行動実験も計画していたが、コンジェニッ
ク化が進んだ段階でダブルノックアウトマ
ウスが致死になることが判明したため、単独
ノックアウトマウスの解析のみを実施する
こととした。 
 
３．研究の方法 
C57BL/6N 系統に各々10代または 12代交配し
た、Sulf1 または Sulf2 ノックアウトマウス
を用いた。ヘテロ同士の交配で誕生した、野
性型♂マウスとホモ♂マウス（各 20 匹）を
用いて、宮川剛博士との共同研究で各種行動
バッテリー検査を実施し、野性型マウスとホ
モマウスの間に差があるかどうかを統計的
に検定した。また、定法により、in situ ハ
イブリダイゼーション、免疫組織化学、二糖
組成解析、PCR、ウェスタンブロットを実施
した。統合失調症および双極性障害の患者
DNA と正常対照群 DNA を用いてゲノムワイド
関連解析を実施した。 
 
４．研究成果 

 Sulf1、Sulf2 ノックアウトマウスは、外見
上正常であり、交配も可能であった。Sulf1
（または Sulf2）ノックアウトマウスとも脳
で Sulf1（または Sulf2）遺伝子発現が完全
に消失しており、Sulf2（または Sulf1）遺伝
子による代償はないことを RT-PCR を用いて
確認した。更に、ウェスタンブロット解析に
より、Sulf1、Sulf2 蛋白が作られていないこ
とも確かめた。in situ ハイブリダイゼーシ
ョンで調べたところ、成獣脳において、Sulf1
は大脳皮質６層、嗅覚経路、梨状葉、側坐核、
線条体の一部、視床下部の一部、小脳バーグ
マングリア、脳室脈絡叢に発現が強かった。
一方、Sulf2 は、脳全体のグリア（おそらく
オリゴデンドロサイト）に発現するほか、大
脳皮質５層、中隔核、海馬 CA3 領域、手綱核
などに強い発現が観察された。抗 Sulf2 抗体
を用いて免疫組織化学を行ったところ、海馬
CA3 領域にシグナルが観察された。Sulf1 に
関しても市販の抗体および自作の抗体を複
数試したが、成獣脳で免疫組織化学を行うこ
とのできる抗体は得られなかった。 
 行動実験としては、オープンフィールド試
験、ロタロッド試験、ビーム試験、明暗箱試
験、強制水泳試験、ホットプレート試験、プ
レパルス抑制試験、高架式十字迷路試験、恐
怖条件付け学習試験、社会性試験を実施し、
ホームケージ活動度、日内変動、アルコール
嗜好性を測定した。Sulf1 ノックアウトマウ
スでは、オープンフィールド試験における移
動量（活動量）が低下していたが、それ以外
のパラメーターに関しては正常であった。ま
た、プレパルス抑制の低下が見られた。一方、
Sulf2 ノックアウトマウスでは、上記の行動
実験のいずれにおいても異常は観察されな
かった。Sulf2 は海馬 CA3 野に強く発現して
いることから、放射状迷路試験、バーンズ迷
路試験を追加して実施したが、記憶学習にも
異常は見られなかった。 
 ヒト SULF1遺伝子と精神疾患との関連を患
者対象解析で調べたところ、双極性障害と有
意な関連があることが分かった。従って、
SULF1 遺伝子は何らかの機構により双極性障
害の発症脆弱性と関連があるのではないか
と考えられた。 
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