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研究成果の概要（和文）：本研究は胎生期の脳に豊富に存在するコンドロイチン硫酸(CS)プロテオグリカンが神
経細胞の移動と極性形成を制御する細胞外環境を作り出すという仮説のもとに行った。その結果、 マウス胎仔
の大脳皮質においては、脳室帯と中間帯に4-硫酸化CSが局在しており、4-硫酸化CSの低下によって神経細胞が皮
質板まで到達できず中間帯に留まることが分かった。神経細胞移動に必要な4-硫酸化CSの担体となるプロテオグ
リカンはneurocanであり、neurocanを含む細胞外マトリクス分子複合体は双極性神経細胞の先導突起周辺に集積
して、神経細胞の移動と極性形成に必要な細胞外環境を形成することが示された。

研究成果の概要（英文）：Cortical pyramidal neurons are generated in the ventricular zone (VZ), and 
migrate through the intermediate zone (IZ) into the cortical plate (CP). In the IZ, a cell-sparse 
area filled with large amount of the extracellular matrix (ECM) molecules, immature neurons undergo 
rapid morphological transition from a multipolar to a bipolar shape. However, the function of ECM 
molecules in this process is largely unknown. We found that sulfation patterns of chondroitin 
sulfate proteoglycans (CSPGs) differ between the IZ and the CP. We knocked down C4ST-1, an enzyme 
catalyzing 4-sulfation of chondroitin sulfate, by means of in utero electroporation. C4ST-1 
knock-down neurons stalled at the IZ with multipolar morphology. We identified neurocan, a central 
nervous system-specific CSPG, as a major carrier protein of 4-sulfated chondroitin sulfate. These 
results indicate that 4-sulfated neurocan produced by neurons creates a local microenvironment that 
promotes the multipolar to bipolar transition. 

研究分野： 糖鎖神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
 成体哺乳類の中枢神経系が損傷を受け
ると、その再生はほとんど不可能である。
コンドロイチン硫酸プロテオグリカンは
損傷部位において、活性化したアストロ
サイトから分泌され、グリア性瘢痕を形
成することにより軸索再生を妨げている
と考えられている。これまでに、脊髄損
傷後に損傷部位にコンドロイチン硫酸鎖
分解酵素を注入することで軸索再生が促
進され、運動機能が回復することが明ら
かになっている (Bradbury, E.J. et al. 
(2002) Nature 416, 636-640) 。 
 コンドロイチン硫酸プロテオグリカン
は細胞増殖因子や細胞外マトリクス成分
などと相互作用することにより、その機
能を発揮している。コンドロイチン硫酸
プロテオグリカンとタンパク質との結合
特異性は、コンドロイチン硫酸鎖の硫酸
化修飾によって決定されると考えられて
いる。主要なコンドロイチン硫酸鎖の硫
酸化には、コンドロイチン硫酸鎖を構成
する N-アセチルガラクトサミン残基の 4
位および 6 位の硫酸化がある。これまで
に申請者は、コンドロイチン硫酸鎖の硫
酸化パターンが、生後脳の神経可塑性の
制御において、重要な役割をはたすこと
を明らかにしてきた。生後初期には 6 硫
酸化コンドロイチンが多く存在するが、
成体になると 4 硫酸化コンドロイチンが
増加する。6 硫酸化を担うコンドロイチ
ン 6-O-硫酸基転移酵素 1 (C6ST-1) を過
剰発現するトランスジェニック (TG) マ
ウスを用いて研究を行った結果、C6ST-1 
TGマウスは臨界期が終了した成体でも強
い可塑性を維持することを見出した。さ
らに、コンドロイチン硫酸鎖の硫酸化パ
ターンの変動が、抑制性神経細胞の一種
であるパルブアルブミン陽性細胞を覆っ
ているペリニューロナルネットの形成、
およびその細胞の成熟を促す Otx2 タン
パク質の蓄積に必要であることを報告し
た  (Miyata, S. et al (2012) Nat. 
Neurosci. 15, 414-422) 。 
 
２．研究の目的 
 コンドロイチン硫酸鎖は発生期の脳に
も多量に存在するが、その機能は不明な
点が多い。胎生期の中枢神経系組織から
抽出したコンドロイチン硫酸プロテオグ
リカンは、神経軸索伸長を促進させるこ
とが示しており、この作用にはコンドロ
イチン硫酸鎖の特定の硫酸化修飾が関与
すると考えられている (Sugahara, K., 
and Mikami, T. (2007) Curr. Opin. 
Struct. Biol. 17, 536-545) 。これらの
知見は、コンドロイチン硫酸プロテオグ
リカンが、軸索再生を正にも負にも制御
しうることを示しており、損傷神経の効
果的な再生のためには、コンドロイチン

硫酸プロテオグリカンが関与する積極的
な側面を保ちつつ、軸索再生阻害活性を
抑える必要があることを示唆している。 
 大脳皮質の秩序だった 6 層構造は、発
生期において興奮性神経細胞が放射状に
移動することで形成される。脳室帯で生
まれた神経細胞は中間帯の下部において
多数の突起を伸ばしたり縮めたりする、
多極性の形態を示す。その後、先導突起
と軸索を形成することで、双極性へと形
態を大きく変化させ、神経幹細胞の放射
状線維に接着することで、皮質板上部に
まで放射状に移動する。このような神経
細胞の極性形成と移動は、神経回路形成
に不可欠である。 
 以前より、コンドロイチン硫酸鎖に対
する抗体は、中間帯、および、サブプレ
ートのマーカーとして広く使われている。
神経細胞の形態変化が起こる中間帯は、
脳室帯や皮質板に比べ、細胞密度が低く、
コンドロイチン硫酸プロテオグリカンな
どの細胞外マトリクス分子が豊富に存在
する領域である。そこで本研究では、大
脳皮質形成期での神経細胞の極性形成と
移動におけるコンドロイチン硫酸プロテ
オグリカンの機能を解明することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 胎生期大脳皮質の様々な領域における
コンドロイチン硫酸の硫酸化構造の分布
を調べるために、胎生 16.5 日の大脳皮質
をマイクロダイセクションによって、脳
表面から、脳室側に向かって 8 等分した。
その後、コンドロイチン硫酸の二糖組成
解析、および、コンドロイチン硫酸硫酸
基転移酵素の発現を RT-PCR によって解
析した。 
 細胞外マトリクス関連遺伝子の発現を
ショートヘアピン RNA (shRNA) によって
低下させるために、胎生 14.5 日のマウス
胎仔脳に対して子宮内エレクトロポレー
ション法によって遺伝子導入を行った。
その後、脳切片を作成し免疫組織染色学
的手法で解析した。 
 
４．研究成果 
 胎生期の大脳皮質では、脳室に面した
脳室帯および脳室下帯には神経幹細胞、
神経前駆細胞が存在し、細胞分裂を終え
た未熟な神経細胞は、その上の中間帯で
多極性の移動をする。成熟した神経細胞
は皮質板に進入し、放射状に移動して最
終目的地に到達する。そこで、これらの
異なった領域においてコンドロイチン硫
酸の硫酸化構造がどのように分布するか
調べるために、胎生 16.5 日の大脳皮質を
マイクロダイセクションによって、脳表
面から、脳室側に向かって 8 等分し、コ
ンドロイチン硫酸二糖組成解析を行った。



コンドロイチン硫酸の総量は脳室側から
中間帯に向かって増加するが、中間帯か
ら皮質板に向かって再度低下していた。
脳室帯、脳室下帯および中間帯のコンド
ロイチン硫酸鎖は 4 硫酸化コンドロイチ
ンが全体の 80%以上を占めており、非硫
酸化コンドロイチンはわずかに存在する
のみであった。一方、皮質板および辺縁
帯のコンドロイチン硫酸は半分以上が非
硫酸化コンドロイチンであり、4 硫酸化
コンドロイチンは約30%に過ぎなかった。
つまり、皮質板の神経細胞は、脳室帯、
脳室下帯および中間帯などの神経幹細胞、
未熟神経細胞に比べ低硫酸化コンドロイ
チン硫酸を合成する可能性が示唆された。
この大脳皮質におけるコンドロイチン硫
酸硫酸化パターンが C4ST-1 の発現パタ
ーンと相関しているか、定量的 RT-PCR に
よって調べた。その結果、4 硫酸化コン
ドロイチンの割合と C4ST-1 の発現には
正の相関関係が見られ、4S の割合が高い
脳室帯、脳室下帯および中間帯では、
C4ST-1 の発現量も高いが、4S の割合が低
い皮質板では、C4ST-1 の発現量も低かっ
た。このことから、大脳皮質におけるコ
ンドロイチン硫酸硫酸化パターンは
C4ST-1の発現によって調節されているこ
とが示唆された。 
 次に、コンドロイチン硫酸の硫酸化を
担うコンドロイチン4-O-硫酸基転移酵素
1 (C4ST-1) の発現をshRNAによって低下
させることで、その機能解明を目指し研
究を行った。胎生 14.5 日で子宮内エレク
トロポレーションを行い、4 日後の胎生
18.5 日で解析したところ、コントロール
の神経細胞はほとんどが皮質板上部に到
達していた。一方、C4ST-1 に対する shRNA
を導入した細胞は多くが中間帯にとどま
っていた。shRNA が導入された神経細胞
におけるC4ST-1の発現が、実際にin vivo
で減少しているか確かめた。胎生 14.5 日
の胎児脳に子宮内エレクトロポレーショ
ン法で、shRNA を発現させ、2日後に脳を
取り出しマイクロダイセクションによっ
て遺伝子が導入された領域を回収し、定
量的 RT-PCR を行った。その結果、shRNA
が導入された領域では、コントロールに
比べ C4ST-1 の発現が約半分に低下して
いた。一方、C4ST-1 と相同性のある、
C4ST-2 および D4ST-1 の発現には影響が
見られなかった。さらに、C4ST-1 の発現
が減少することで in vivo においてコン
ドロイチン硫酸の硫酸化パターンが変化
するのか、473HD 抗体染色によって調べ
た。コントロールの大脳皮質では、脳室
下帯と中間帯に反応性が見られたが、
shRNA を導入した神経細胞の周囲におけ
る 473HD の染色性は顕著に低下していた。
これらの結果から、C4ST-1 に対する
shRNA を神経細胞に発現させることで、

in vivoにおいてC4ST-1の発現が減少し、
その結果、473HD 抗体と反応するコンド
ロイチン硫酸鎖が減少することが示され
た。 
 C4ST-1 の発現低下により、神経細胞は
中間帯に留まり皮質板に到達できなくな
る。脳室帯を抜け出した神経細胞は中間
帯の下側で多極性の形態を取り、中間帯
の上部に侵入する際に形態を大きく変化
させ、二極性の形態になる。そこで、神
経細胞が皮質板に進入できないのは、双
極性の形態に変化できないためではない
かと考え、in vitro における分散培養神
経細胞の形態を観察した。3 日間培養後
には、コントロールの神経細胞は、軸索
様の一本の長い突起と、樹状突起様の複
数本の短い突起を伸ばす、ステージ 3 の
形態をとっていた。C4ST-1 の発現を低下
させた細胞では、3 日後においても、軸
索様の長い突起が伸びず、ステージ 2 の
多極性の形態を保っていた。ステージ 2
からステージ 3 への移行にコンドロイチ
ン硫酸鎖が必要であることをさらに確か
めるため、コントロールの神経細胞をコ
ンドロイチン硫酸分解酵素の存在下で培
養したところ、C4ST-1 の発現低下と同様
の効果が見られた。最長突起の長さ、お
よび、最長突起と二番目に長い突起の比
から、コンドロイチン硫酸が減少した細
胞では、すべての突起が伸長しないので
はなく、軸索様の長い突起が伸びないた
めに、多極性のステージ 2 から、極性を
持ったステージ 3 に移行できていないこ
とが示された。 
 神経細胞が合成する主要なコンドロイ
チン硫酸プロテオグリカンを生化学的手
法によって精製した。質量分析装置を用
いて4-硫酸化コンドロイチンの担体タン
パク質として、胎生期の脳に一過的に発
現するコンドロイチン硫酸プロテオグリ
カンである neurocan を同定した。C4ST-1
の発現低下と同様に、neurocan 発現抑制
によっても、神経細胞移動と形態変化が
阻害された。これらの結果から、中間帯
を移動中の未熟な神経細胞は、4-硫酸化
コンドロイチン硫酸鎖を持つ neurocan
を発現しており、それによってつくられ
る微小環境は、神経細胞の極性形成と正
常な大脳皮質の発生に必要であることが
示された。 
 neurocan上のコンドロイチン硫酸の機
能を調べるため、7 箇所のコンドロイチ
ン硫酸付加部位を変異させた neurocan
を培養細胞で発現させる実験系を構築し
た。これを用いた解析から、neurocan が
細胞外に分泌されるためにはコンドロイ
チン硫酸による修飾が必要であることが
分かった。次に、neurocan と相互作用す
る分子の同定を試みた。免疫沈降法と質
量分析を組合せた解析の結果、neurocan



の C 末端領域と結合する分子として
tenascin C を同定した。また、この相互
作用に、neurocan 上のコンドロイチン硫
酸は必要ではなかった。tenascin C は神
経幹細胞に選択的に発現するが、
neurocan自身は主に移動中の神経細胞に
発現していた。 
 neurocanの N末端領域にはヒアルロン
酸結合ドメインが存在することから、
neurocanとヒアルロン酸の相互作用が胎
生期の神経細胞移動に関与する可能性が
ある。発達段階におけるマウス脳の生化
学的な解析から、生後脳に比べ、胎生期
の脳にはヒアルロン酸量が多いこと、ま
た、胎生後期から生後初期の一定期間に
のみ、比較的短鎖(約 200 kDa)のヒアル
ロン酸が存在することが示された。次に、
3種類のヒアルロン酸合成酵素(Has1、2、 
3)の発現を解析した結果、胎生期から生
後直後の大脳皮質には、Has2 と Has3 が
高発現していた。胎生期の大脳皮質にお
いて、ヒアルロン酸は辺縁帯と中間帯上
部から皮質板下部に局在しており、これ
はHas3 mRNAの発現部位と 一致していた。
免疫組織染色の結果、ヒアルロン酸、
neurocan、tenascin C を含む細胞外マト
リクス分子複合体は双極性神経細胞の先
導突起周辺に集積しており、これが神経
細胞の移動と極性形成に必要な細胞外環
境を形成することが示された。 
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