
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１２

基盤研究(B)

2013～2009

糖ヌクレオチド輸送体変異マウスを利用した軟骨における糖鎖機能の解析

The functional analysis of the nucleotide-sugar transporter  SLC35D1 and SLC35D2 in 
cartilage using knockout mice model.

２０２９１１５６研究者番号：

平岡　秀一（HIRAOKA, SHUICHI）

神戸薬科大学・薬学部・研究生

研究期間：

２１３９０４２８

平成 年 月 日現在２６   ６ ２０

円    13,500,000 、（間接経費） 円     4,050,000

研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸(CS)は、軟骨機能の十全な発現に必要である。糖ヌクレオチド輸送体SL
C35D1およびSLC35D2はCSの合成基質供給を担当する。軟骨CSの合成制御や機能を明らかにするため、SLC35D1のKOおよ
び低形質、SLC35D2のKO変異を組み合わせ、CS合成が種々のレベルで低下したマウスの作出を試みた。その結果、これ
らの遺伝子がCS合成に必要であり、CS量と骨格異常に顕著な相関性がある事が判明した。また、Floxマウスを利用し成
体マウスでSLC35D1を欠損させると、腸管機能が著しく障害された。この知見は、未同定のヒトSLC35D1漏出性変異の同
定に貢献すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The chondroitin sulfate (CS) is required for various cartilage functions. The nucl
eotide-sugar transporter SLC35D1 and SLC35D2 supply substrates to polymerize CS. I analyzed compound mutan
t mice harboring in SLC35D1 KO and hypomorphic, and SLC35D2 KO mutations. As a result of investigations, I
 clarified that both transporters play the essential role for CS synthesis of proteoglycans in cartilage, 
(2) various combinations of mutant alleles of both coding genes induce to step wise reduction of CS produc
ing level in cartilage, (3) the skeletal abnormalities are observed in response to the reduction level of 
CS synthesis. I also investigated SLC35D1 function using Flox mutant of SLC35d1 mice. I observed critical 
loss of intestinal functions in adult mice lacking SLC35D1 by inducible gene disruption strategy. The nobe
l function of SLC35D1 in intestine is useful to survey unidentified leaky-type mutations of SLC35D1 in hum
an, which may survive during perinatal period.  
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１．研究開始当初の背景 
 成長板や関節の軟骨は、点在する細胞と豊

富な細胞外基質（ECM）で形成されている。
軟骨 ECM が正常に保持されることは、骨格

の形成や関節の機能維持に必要不可欠である。

プロテオグリカン（PG）は軟骨 ECMの主成
分であり、PGにはコンドロイチン硫酸（CS）
やヘパラン硫酸(HS)の様な糖鎖が多数付加さ
れている。CSや HSは、保水力や種々のモル
フォゲンに対する親和性を有し、ECM内の水
環境の維持や、分化シグナルの伝達等に重要

な機能を果たしていると考えられている。さ

らに CS や HS の代謝異常と骨軟骨異形成
症・変形性関節症の間に強い相関性が推定さ

れており、これら糖鎖の代謝異常が軟骨機能

にどのようなインパクトを与えるのか、その

全貌を明らかにすることが強く望まれている。

CSや HSは、小胞体およびゴルジ体内腔で合
成される。合成の材料となる糖ヌクレオチド

は、糖ヌクレオチド輸送体 SLC35D1 および
SLC35D2 によって細胞質から、これらオル
ガネラ内腔へ輸送される(下図)。 

 申請者らは、Slc35d1の KOマウスを作製・
分析し、Slc35d1 欠損マウスでは、軟骨 PG
に付加される CS 量が 1/4 に低下し、成長板
増殖層 ECM が著しく縮退することを見いだ

した。さらに、同様の所見のヒト骨系統疾患

について調査し、ヒト SLC35D1 遺伝子の変
異が蝸牛様骨盤異形成症(Schneckenbecken 
dysplasia, SBD)の原因であることを突き止め
た。また、Slc35d2 遺伝子の KO マウスを樹
立し分析したところ、Slc35d2 単独の KO 変
異を持つマウスは異常を示さないが、Slc35d1
および Slc35d2遺伝子をともに欠損するマウ
ス胚は、CS、HS の合成が著しく低下し、致
死性の形態異常と成育遅滞により発生初期に

死亡することを明らかにした。以上の観察結

果は、Slc35d1、Slc35d2によって媒介される
CS、HS の合成が種々の器官の形成や機能の
発現に不可欠であることを示している。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの知見を発展させ、軟骨組

織における Slc35d1・Slc35d2 ダブルノック
アウトマウスを作製・解析することにより、

軟骨機能発現における CS、HSなど糖鎖の役
割を世界に先駆け解明し、骨関節疾患の病態

解析に寄与することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本提案では、Slc35d1 および Slc35d2 の遺伝
子変異を組み合わせたマウスモデルを利用し

て、CSやHSの減少によって誘導される成長
板軟骨や関節軟骨の異常を生理学的・生化学

的に分析した。申請者は、Slc35d1 遺伝子の
KO マウス（Slc35d1KO/KO）、低形質マウス

（Slc35d1hyp/hyp：Slc35d1 の遺伝子発現が低
下し KOマウスより弱い異常を示す）、フロッ
クスマウス（Slc35d1flox/flox：Cre 組換え酵素
遺伝子の導入により誘導的な遺伝子破壊が可

能）、および Slc35d2 遺伝子の KO マウス
（Slc35d2KO/KO）を樹立した（下図）。これら

の遺伝子変異を下記の様に組み合わせ、CS合
成の低下を誘導した。軟骨に現れる異常を生

理学的・遺伝子生化学的に分析し、CSやHS、
PG、コラーゲン等の ECM構成成分の量的変
化や組織内分布の変化等を分析した。 

 
(1) Conventional KO マウスを用いた解析 
Slc35d1KO/KO、Slc35d1hyp/hypおよびSlc35d1+/+

マウスへ Slc35d2KO/KO 変異を導入したマウ

スを作成した。CS合成レベルと、骨軟骨異形
成症の重症度を比較分析することにより、CS



合成の低下レベルに応じた軟骨の機能異常を

明確にし、さらに Slc35d2の機能を推測した。 
 
(2) Flox マウスを用いた組織・時期特異的遺
伝子破壊系を用いた解析 
Slc35d1flox/flox お よ び

Slc35d1flox/floxSlc35d2KO/KO マウスに対し、交

配により、次の Cre組換え酵素発現系を導入、
成体マウスの関節軟骨や骨端軟骨を生化学的、

組織化学的に分析した。 
・Prx1-Cre :  Cre 遺伝子を四肢に発現する
トランスジーン系統 
・Col2-CreERTTg :  軟骨特異的にタモキシ
フェン(TXF)誘導型Cre組換え酵素(CreERT)
を発現するトランスジーン系統。 
・Rosa-CreERTTg : 全身に CreERTを発現す
るトランスジーン系統。 
 

４．研究成果 

 (1) SLC35D2の軟骨コンドロイチン硫酸合成
に対する寄与 

Conventional KO を用いた研究から、Slc35d1

が CS 合成に必要であることが明らかとなっ

ていたが、Slc35d2 欠損マウスは特に異常を

示さないためその機能は分からなかった。

Slc35d2 は Slc35d1 と共に欠損すると、相乗

的に表現型が増加する。この性質を利用して

軟骨におけるSlc35d2 の機能の解明を試みた

（下図）。低形質マウス Slc35d1hyp/hypは、遺

伝子発現低下により Slc35d1KO/KO より弱い

異常を示し、野生型と Slc35d1KO/KOの中間程

度の骨軟骨異形成症を呈した。Slc35d2KO 変

異 を 導 入 し た マ ウ ス Slc35d1hyp/hyp ・

Slc35d2KO/KOは約半数が胎齢 13 日前後に死

亡、残り半数は周産期まで生存し、Slc35d1

単独の KO マウスと同程度の骨軟骨異形成症

を呈した。軟骨の PG、CS を分析したところ、

Slc35d1hyp/hypマウスでは、Slc35d2KO/KOのも

のより高分子であったが、Slc35d1hyp/hyp・

Slc35d2KO/KO では Slc35d1KO/KO のものとほ

ぼ同じ分子量であった。この観察から、骨端

軟骨プロテオグリカンへのCS付加に対して，

Slc35d2 は Slc35d1 と相似の機能を有すると

結論した。また、コンドロイチン硫酸合成活

性と骨軟骨異形成症の症状の程度に顕著な

相関性があることも明らかとなった（下図）。 

 

(2)組織特異的遺伝子破壊マウスを利用した

糖ヌクレオチド輸送体 Slc35d1 および

Slc35d2 の軟骨分化・機能維持における機能

解析 

 研究成果(1)で用いた conventional KO マウ

スは胸郭の低形成による呼吸不全により出

生後に死亡するため、その後の成長・ 発達

過程や成長停止後の軟骨機能を分析する為

には、不十分であった。そこで、組織特異的

な遺伝子破壊により、この問題を克服し、出

生後の軟骨機能におけるこれら輸送体の役

割を明らかにすることを試みた。 
 四 肢 に Cre の 発 現 系 を 導 入 し た

Slc35d1flox/flox ・ Prx1-Cre お よ び

Slc35d1flox/floxSlc35d2KO/KO・Prx1-Cre マウス
では、いずれも四肢の著しい短縮が認められ

たが(下図)、出生後も致死性を示さず、離乳

期を超えて生存した。軟骨 CS を組織化学的

に分析したところ、CS 含量の顕著な減少が観

察された。表現型は Slc35d2KO/KOの導入によ

り増加し、前肢の第三指と第四指の間隙に異 



 

常が生じている個体が認められた。 

 Col2-CreERT を同様に導入したマウスに対

し、出生後 18 日までに TXF を投与すると、

成長の遅滞が観察された。この様に、

Prx1-Creおよび Col2-CreERTの導入による組

織特異的な Slc35d1および Slc35d2遺伝子破

壊は、出生後の致死性を回避することが可能

であった。これらマウスモデルは、異なる分

析視点を提供することが出来るため、成長期

やそれ以降での四肢軟骨機能の解析に有用

であろうと考えられた。 

 

(3) Slc35d1 の新しい機能 

 成体マウスにおける Slc35d1の全身欠損が

軟骨組織にのみ影響を与えるのか、それとも

軟骨以外の組織にも影響を与えうるのか、解

析した。TXF 誘導性の Cre を全身に発現する

Rosa-CreERTTg を 導 入 し た マ ウ ス

Slc35d1flox/flox・Rosa-CreERTTgを作製した。

この遺伝子型の成体マウスに TXF を 5 日間投

与し、全身で Slc35d1遺伝子の破壊を誘導し

たところ、体重が著しく減少し、重度の下痢

を発症し死亡した（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

この観察から、Slc35d1 は腸管の正常な機能

維持に必要である事が判明した。腸管では、

ムチンなど粘膜層の成分に付加される糖鎖

が重要な働きをしているとされている。しか

し、in vivo でその検証に有用な動物モデル

の数は少ない。このマウスモデルは、この問

題を克服するツールになる可能性がある。こ

の問題については、あらたな研究テーマとし

て継続して研究を行うこととなった（挑戦的

萌芽研究(#25670170).糖ヌクレオチド輸送

体による腸管機能制御の分子メカニズム）。 

 

(4)ヒト SLC35D1 および SLC35D2 遺伝子変異

の探索 

外部研究機関と共同で蝸牛様骨盤異形成症

などの原因遺伝子を探索したところ、

SLC35D1 の 活 性 が 完 全 に 失 わ れ る

functional null mutationが新たに見つかっ
た。しかし、活性が一部残存する leaky-type 
mutationや、SLC35D2の変異は見つからな
かった（Furuichi T, Kayserili H, Hiraoka 

S,et al。J Med Genet. 46:562-868. 2009）。

従って、これらの変異は蝸牛様骨盤異形成症

とは異なる形態をとると考えられた。本研究

で明らかとなった知見は、将来、これら未同

定の遺伝子変異の発見に役立つであろうと

考えられる。 
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