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研究成果の概要（和文）：皮質脊髄路形成におけるヘパラン硫酸糖鎖の役割について調べた。ヘパラン硫酸の6位の硫
酸基を選択的に分解するエンドスルファターゼ（Sulf1, Sulf2）を破壊したダブルノックアウトマウスでは、視床下部
付近の脳表に軸索ガイダンス分子Slit2が過剰に蓄積し皮質軸索を反発するために、中脳付近で異常な背側への投射異
常異常が起こること、錐体交差にも異常が観察されることなどを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We studied the roles of heparan sulfate in corticospinal tract formation. We 
generated the double knockout (DKO) mice for Sulf1 and Sulf2, which are normally required for 
6-O-desulfation of heparan sulfate. We found that Sulf1/2 DKO mice had axon guidance defects in the 
corticospinal tract. The cortical axons abnormally projected towards the superior and inferior colliculi, 
and midline crossing did not occur normally in the pyramidal decussation. These results suggest that 
heparan sulfate modification by Sulf1/2 is required for normal corticospinal tract formation.

研究分野：分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
発生期に神経細胞は標的細胞へ軸索を投射
し神経回路網を形成する。この時、神経軸索
は誘引分子と反発分子の作用により特異的
な標的へ誘導される。６層から成る大脳皮質
は、各層のニューロンが異なる入出力を持ち、
皮質間でも機能的結合が存在するため、複雑
なネットワークを作る。また、皮質脊髄路は
最も長い神経経路であり、その形成に複数の
ガイダンス分子が関与することが知られて
いる。研究開始当初までの研究で、大脳皮質
線維の形成に関わる分子が複数報告されて
いたが、軸索ガイダンスの多様性を生み出す
仕組みは未解明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シグナル分子、受容体、細胞外
マトリックス制御などの観点から研究し、高
次脳機能の基盤となる大脳皮質の多様性獲
得の分子機構を解明することを目的とした。
特にヘパラン硫酸の修飾を行うエンドスル
ファターゼ（Sulf1, Sulf2）に注目し、糖鎖に
よる軸索ガイダンス調節機構を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ヘパラン硫酸エンドスルファターゼ（Sulf1, 
Sulf2）遺伝子を破壊したノックアウトマウス、
特に Sulf1/Sulf2ダブルノックアウトマウスを
用いて皮質脊髄路形成におけるヘパラン硫
酸修飾の役割を調べた。具体的には、免疫組
織化学と in situハイブリダイゼーション法に
よる蛋白質と mRNAの局在解析、DiI標識や
神経路特異的蛍光蛋白発現マウス系統を用
いた神経回路の解析、糖鎖の生化学的解析な
どを行った。 
 
４．研究成果 
研究開始時に、Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウ
トマウスでは、皮質脊髄路に走行異常がある
ことが分かっていたが、異常が生じる分子機
序については不明であった。そこで、次の実
験を行い、以下の点について明らかにした。 
 
(1) Sulf蛋白の局在解析 
Sulf1 と Sulf2 の mRNA は、胎児期には第 3
脳室の脳室壁に強く発現しているが、皮質脊
髄路の軸索が伸長するのは脳表であり、どの
ようにして遠く離れた場所を走行する軸索
に影響を及ぼすのかが疑問であった。
Sulf1/Sulf2 を発現する細胞が長い突起を脳表
まで延ばす放射状グリア細胞であることが
わかり、電気穿孔法で導入した Sulf1/Sulf2蛋
白質が脳表に存在することから、Sulf1/Sulf2
蛋白質は放射状グリア細胞の endfeet まで運
ばれて作用すると考えられた。しなしながら、
内在性の Sulf1/Sulf2蛋白質も同じ局在を示す
かどうかが不明であったため、市販の抗体を
複数チェックし、細胞外マトリクス蛋白質を
保持しやすい固定法を選択することにより、

Sulf1/Sulf2 蛋白質の局在を免疫組織化学法に
より示すことができた。そのデータによると、
Sulf1蛋白質と Sulf2蛋白質はいずれも、脳表
の基底膜に沿って局在していた。 
 
(2) ヘパラン硫酸の構造変化の解析 
Sulf1/Sulf2はヘパラン硫酸糖鎖の中の 6位の
硫酸基を選択的に加水分解する活性があり、
特に、2 位、6 位、N 位の 3 箇所が硫酸化さ
れた triS構造を認識して、その 6位の硫酸基
を脱硫酸化する。実際、脳から抽出したヘパ
ラン硫酸の二糖組成解析を行うと、triS 構造
が増加していることが分かった。しかしなが
ら、生体内で均一にその変化が起こっている
のか、どこか一部で局所的に起こっているの
かは分からなかった。そこで、オランダの van 
Kuppevelt 博士から供与された複数の抗ヘパ
ラン硫酸抗体を用いて免疫染色を行ったと
ころ、Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウトマウス
では、triS 構造を多く含むヘパラン硫酸が大
脳脚〜視床下部領域の脳表の基底膜で増加
していることが明らかとなった。前述のデー
タと合わせると、正常マウスの脳では、
Sulf1/Sulf2 蛋白質が脳表で働いて、triS 構造
の少ないヘパラン硫酸を作り出していると
言える。 
 
(3) 質量分析法を用いた軸索ガイダンス分
子の網羅的解析 
これまでの実験から、Sulf1/Sulf2 ダブルノッ
クアウトマウスでは、脳表のヘパラン硫酸の
組成が変化した結果、軸索ガイダンス分子の
発現や局在が変化し、皮質脊髄路の異常を引
き起こすのではないかと考えられた。そこで、
Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウトマウスと対照
マウスの胎児脳から取り出した蛋白質を質
量分析法を用いて解析したところ、複数の軸
索ガイダンス分子の発現量に差があること
が明らかになった。そこで、これら候補分子
の全てについて in situハイブリダイゼーショ
ンで発現部位を調べ、電気穿孔法による過剰
発現により皮質軸索に対する効果の有無を
調べた。その結果、Slit2が胎児脳の第 3脳室
脳室壁に強く発現し、皮質軸索を反発する活
性を有することが分かった。Slit2蛋白質はヘ
パリンやヘパラン硫酸に結合し、しかもその
結合に6位の硫酸基が必要なことが分かって
いる。従って、Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウ
トマウスでは、6 位の硫酸基が過剰に付加さ
れたヘパラン硫酸に Slit2 蛋白質が結合して
異常に蓄積し、皮質脊髄路の異常を引き起こ
すと考えられた。 
 
(4) Slit2蛋白質の局在 
そこで、内在性の Slit2蛋白質の局在を調べる
ために多数の市販の抗体をチェックしたが、
免疫組織化学に用いることのできる抗体は
得られなかった。そこで、Slit2の受容体であ
るRobo2の細胞外ドメインに免疫グロブリン
の Fc 領域を結合した組換蛋白質を合成し、



それを用いて Slit2蛋白質の局在を調べた。そ
の結果、正常マウスの脳表では Robo2-Fc の
結合はほとんど検出できなかったが、
Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウトマウスでは、
脳表に強い結合が観察された。一方、
Sulf1/Sulf2/Slit2トリプルノックアウトマウス
では Robo2-Fc の結合がほとんど消失するこ
とから、Robo2-Fc のシグナルは Slit2 に由来
することが分かった。 
 
(5) Slit2関与の証明 
Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウトマウスで観察
された表現型が Slit2 蛋白質の異常蓄積によ
ることを証明するために、Sulf1/Sulf2 ダブル
ノックアウト; Slit2ヘテロマウスを作成した
が、表現型の回復は見られなかった。そこで
次に、Robo2-F を電気穿孔法により発現させ
Slit蛋白の機能を中和したところ、Sulf1/Sulf2
ダブルノックアウトマウスの異常が部分的
に回復することが分かった。従って、少なく
とも Slitが Sulf1/Sulf2ダブルノックアウトマ
ウスの表現型出現に強く関わっていること
が明らかになった。 
 
(6) 成獣マウスを用いた解析 
これまで用いてきた純系の遺伝背景では、
Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウトマウスは生後
１日以内に死亡するため、生後に完成する皮
質脊髄路の詳細については解析できなかっ
た。最近になり、純系マウスを ICR系統と交
配した雑種では、Sulf1/Sulf2 ダブルノックア
ウトマウスが成獣まで育つことがわかった。
そこで、このマウスを用いて皮質脊髄路につ
いて解析したところ、錐体交差に異常があり、
多くの繊維が交差せずに延髄から脊髄の腹
側部を伸長するが比較的内側を走行してい
る繊維の一部は交差すること、胎児期に見ら
れた上丘・下丘への異常投射が成獣でも残存
していることが明らかとなった。 
 
以上の結果から、Sulf1/Sulf2 は脳表基底膜の
ヘパラン硫酸に作用して 6位の脱硫酸化を行
うことにより Slit2蛋白質の局在量を調節し、
皮質軸索が正しく伸長する状態を作り出し
ていることを明らかにすることができた。 
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