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研究成果の概要（和文）：ヘパリン親和性増殖因子群は肝細胞増殖因子（HGF）を代表に神経変性疾患の治療標
的の一つとして期待されるが、臨床応用実現化に向けては解決すべき問題が多い。本研究は、細胞外マトリック
スのヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）を治療標的とし、HGF活性局在と他のヘパリン親和性増殖因子との
“シグナルクロストーク”の最適化による成体神経新生制御方法開発を目指した。成体神経新生を制御するFGF
ー2を代表とするヘパリン親和性増殖因子/ヘパラン硫酸鎖の調整には糖鎖の改変が重要と考えた。成体神経新生
領域である脳室下帯と海馬のサンプルを使って２糖解析を進め、硫酸化など糖鎖修飾の特性を示した。

研究成果の概要（英文）：Heparin affinity growth factor group is expected as one of therapeutic 
targets for neurodegenerative diseases typified by hepatocyte growth factor (HGF), but there are 
many problems to be solved to realize clinical application. In this study, we aim to develop an 
adult neurogenesis control method by targeting heparan sulfate proteoglycan (HSPG) in the 
extracellular matrix and optimizing GF activity localization and "signal crosstalk" with other 
heparin affinity growth factors. Modification of sugar chain was considered important for 
preparation of heparin affinity growth factor / heparan sulfate chain typified by FGF - 2 which 
controls adult neurogenesis. We proceeded with disaccharide analysis using samples of the 
adventitial neurogenic region, the subventricular zone and the hippocampus, and showed 
characteristics of sugar chain modification such as sulfation.

研究分野：神経内科
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１. 研究開始当初の背景 

ヘパリン親和性増殖因子群は肝細胞増殖

因子（HGF）を代表に神経変性疾患の治療

標的の一つとして期待されるが、臨床応用実

現化に向けては解決すべき問題が多い。申

請者は細胞外マトリックス（ECM）が組織特異

的にシグナル局在を担う機構に着目してきた。

特に、多くの増殖因子に強い親和性を示す

ヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）に注

目し、HSPG2 (パールカン)に関する研究で

はノックアウトマウスの作成から、ヒト疾患の

同定まで世界をリードする研究成果を上げて

き た （ Arikawa-Hirasawa et al. Nature 

Genetics, 1999 and 2001, Nature 

Neuroscience  2002）。脳機能と HSPG につ

いても研究を進め、成体神経新生領域に

存在する新規基底膜構造 fractone が

HSPG のヘパラン硫酸鎖を介して神経幹

細胞の運命を制御するニッチ構造である

ことを示した（Kerever et al Stem Cells 

2007 Douet V et al Neurosci Lett. 2012 

and Cell Prolif. 2013）。申請者は、これま

での国内外の HGF 研究成果と神経内科領

域での治療への期待を踏まえ、HGF 同様に

ヘパリン 親和 性を持つ 増殖 因子 （GF）は

ECM によりその局在や活性化の程度を制御

され、相乗的に機能するのではないかと考え

た。そこで ECM による成長因子活性制御の

研究との関連性、重要性を認識し本構想に

至った。 

２．研究の目的 

本研究は、細胞外マトリックスの HSPG を治

療標的とし、GF 活性局在と他のヘパリン親

和性増殖因子との“シグナルクロストーク”の

最適化による成体神経新生制御方法開発の

ための基礎研究を遂行することを目的とした。

特に本研究課題では、シグナル分子局在の

見える化を行い、機能の同定とそれを制御

する機構を検討した。 

 

３．研究の方法 

多因子が相補的/競合的に働くシグナルの

“クロストークの場”の可視化と各因子の下流

シグナルの特性・可変性を調査した。具体的

方法を示す。 

（１） GF と HSPG の局在を可視化する３

D イメージング方法 

・ in vivo, in vitro で分子局在を観察する

ため、蛍光標識リコンビナントタンパク質

を作成。 

・  標識リコンビナントタンパク質の活性を

確認。 

・ 標識リコンビナントタンパク質と ECM 組

織の結合・親和性を確認。 

・ パールカン、アグリン、18 型コラーゲン、

シンデカン、グリピカンの各 HSPG 分子種

の共局在を免疫染色で示す。 

・ ヘパラン硫酸鎖抗体免疫染色にて糖鎖

の共局在を示す. 

（２） 成体神経新生における GF の機能



解析 

•  In vitro 解析-Neurosphere 培養実験 

神経幹細胞増殖能アッセイ 

神経細胞分化アッセイ 

成 体 神 経 新 生 を 模 倣 す る 系 と

Neurosphere 法を用いた。 

・ In vivo 解析-脳室内投与実験  

GF の脳室内投与後神経新生（神経幹

細胞の維持と増殖、神経細胞への分

化）を定量した。細胞マーカー下記に示

す。 

 

 

４．研究成果 

本研究期間内に、多因子が相補的/競合 

的に働くシグナルの“クロストークの場”の可

視化と各因子の下流シグナルの特性・可変

性を調査した。今後の機能解析に向けて、

GF下流シグナルが伝達 の分子局在のダイ

ナミクスを検証するため、in vitroの系では

HGF 、FGF、SHH、HSPGを蛍光ラベルし、 

神経幹細胞の特性を示すNeurosphere法を

用いてその局在を3Dイメージングで可視化

することに成功した。図に解析例を示す。

HGF/c-Met(HGF受容体)/HS鎖、

FGF2/HS鎖共局在の違いを示す。HGF、

FGF-2はヘパラン硫酸鎖と共局在するが、コ

ンドロイチン硫酸鎖とは共局在しなかった。

HGFにおいて、ヘパラン硫酸鎖と共局在しな

い部分を確認したところ、HGF受容体

（c-MET）と共局在していることがわかった。

受容体に結合しないGFがHS鎖に結合して

いる可能性が示唆された。 

In vivoの系でも、透明化した脳を2光子顕微

鏡で撮影し、3次元構築し解析する系を確立

した。ヘパリン親和性増殖因子の一つFGF2

によるneurogenesisシグナルをin vivoで解析

し、下流シグナルの変化と加齢の関連性を

調査した。神経疾患治療の標的の一つに成

体神経新生があるが、これを制御する

FGF-2を代表とするヘパリン親和性増殖因

子/ヘパラン硫酸鎖の調整には糖鎖の改変



が重要であると考え、成体神経新生能と硫酸

化など糖鎖修飾の関連性を調査した。その

成果を学会報告及び、論文報告した

（Yamada et al J Neurochem 2017)。 

成体神経新生領域である脳室下帯と海馬の

サンプルを使って２糖解析を進め、硫酸化な

ど糖鎖修飾の特性を示し、さらに若齢サンプ

ルと老化サンプルと比較検証した。その結果

老化により、細胞外で機能する新規細胞外

スルファターゼ Sulf 1/2の発現が増加し、基

質となる糖鎖が減少していることを見出し、

ヘパリン親和性増殖因と受容体の結合性を

制御する硫酸化パターンが老化神経新生領

域において重要な機能制御因子の一つであ

ることを示した。 

次に示す図は本研究論文の結果のまとめで

ある。 

 

さらに、脱細胞脳組織にヘパラン硫酸鎖とコ

ンドロイチン硫酸鎖を分解する酵素処理を施

し、ヘパリン親和性増殖因子と糖鎖の変化に

よる神経細胞とグリア細胞の増殖分化の変

化を解析する条件を検証した（未発表デー

タ）。 

これらの結果は、ヘパリン親和性増殖因子

（成長因子）が、ECM の種類や糖鎖修飾に

より、その局在や活性化の程度を制御される

こと示唆している。さらに異なる種類のヘパリ

ン親和性増殖因子が ECM による成長因子

活性制御を介して、互いにに影響しあい、相

乗的に機能するの可能性も示しており、今後

の検討課題と考えられた。 
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