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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、コンドロイチン硫酸（ＣＳ）

鎖内に存在する多硫酸化構造を介して多くの蛋白質と結合し、その機能を制御していると考え

られている。我々は、子宮内胎仔電気穿孔法および海馬分散培養法を用いて、神経細胞分化に

おけるＣＳ多硫酸化構造の機能を解析した。その結果、ＣＳ多硫酸化構造は、神経細胞の接着

性を調節することにより、神経極性化を制御していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate proteoglycans bind with many proteins through 
the oversulfated structures in the chondroitin sulfate (CS) chains. In the present study, 
we examined the functional roles of CS oversulfated structures in the neuronal 
differentiation processes.  The results obtained suggest that CS oversulfated structures 
regulate neuronal polarization by modulating neuronal cell adhesion.     
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１．研究開始当初の背景 

コンドロイチン硫酸プロテオグリカン

(CS-PG)は、細胞表層および細胞外マトリッ

クスの主要構成成分として普遍的に存在す

る複合糖質である。従来、CS-PG は物理的な

構造分子として見られることが多かったが、

最近、CS-PG が神経可塑性や神経突起形成に

関与すること、さらに軸索再生を阻害するこ

となどが次々に見い出され、CS-PG は神経細

胞の挙動を制御する重要な分子群であると

認識されるようになってきた。神経系におけ

る CS-PG の機能の多くはコンドロイチナー

ゼ ABC 処理によって消失することから、コン

ドロイチン硫酸（CS）部分の機能的重要性が

広く認識されている。しかしながら、その分

子機構についてはほとんど明らかにされて

いない。そのような中で我々は、マウス脳の

発達過程で CS 構造が時空間的に極めて動的
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に変化すること、さらに、脳特異的 CS-PG で

ある受容体型チロシンホスファターゼζと

そのリガンドであるプレイオトロフィンと

の結合が、CS 鎖内の多硫酸化構造、特に D

単位（GlcA(2S)β1-3GalNAc(6S)）及び E 単

位（GlcAβ1-3GalNAc(4,6diS)）を含む特定

の構造に依存することを見い出した。これら

一連の研究から我々は、 CS-PG が糖鎖構造

依存的に成長因子等の機能調節を行なうこ

とによって、種々の神経機能を調節している

という作業仮説を設定した。そこで本作業仮

説を検証するため、子宮内胎仔電気穿孔法を

用いて、神経細胞が合成する CS 構造を改変

することを試みた。すなわち、D単位の生成

に 寄 与 す る 硫 酸 転 移 酵 素 uronyl 

2-O-sulfotransferase (UST)および、E 単

位 の 生 成 に 寄 与 す る GalNAc4S 
6-O-sulfotransferase (GalNAc4S 6ST)の過

剰発現あるいはノックダウン用プラスミド

を構築し、電気穿孔法を用いてマウス胎仔大

脳皮質の神経幹細胞に導入した。その結果、

これらの酵素のノックダウンにより神経細

胞移動が顕著に阻害されることを見出し、CS

多硫酸化構造が大脳皮質形成に重要な役割

を果たしていることを世界で初めて明らか

にした。しかしながら、CS 多硫酸化構造の

詳細な機能および作用メカニズムは不明で

あった。 

 

 

２．研究の目的 

大脳皮質の形成過程において、神経細胞

は分裂、接着、脱接着、極性変化、細胞移動、

神経突起伸長等の過程を時系列的に経て分

化していく。CS は、硫酸化等の修飾により、

極めて大きな構造多様性を示す多糖であり、

様々な成長因子、ケモカイン、細胞外基質分

子等と糖鎖構造依存的に結合して、その機能

を制御すると考えられている。我々は、大脳

皮質の発達過程における CSの構造変化から、

CS が糖鎖構造依存的に種々の細胞外分子の

機能を調節することによって、上述のような

神経細胞の多様な挙動を可能にしているの

ではないかと考えている。そこで本研究では、

大脳皮質の発達過程における CS の構造特異

的な機能とその情報伝達制御機構を解明す

る。 

 

 

３．研究の方法 

  

（１）子宮内胎仔電気穿孔法 

 

 14 日目のマウス胎仔側脳室にノックダウ

ン用プラスミド溶液を注入した後、電気パル

スを与えて神経幹細胞に遺伝子導入した。遺

伝子導入した胎仔は母体内で 4日間成長させ

た後、脳を採取し、４％パラホルムアルデヒ

ド固定した。その後、凍結切片を作製し、GFP

の発現を指標にノックダウンの効果を解析

した。 

 

（２）海馬解離培養 

  

 16 日目のマウス胎仔より海馬を採取し、ト

リプシン処理により単一細胞にまで解離さ

せた。解離した神経細胞は、ポリ－Ｌ－リジ

ン処理したカバーガラス上で培養し、顕微鏡

下でタイムラプス観察した。 

 

４．研究成果 

 

（１）子宮内胎仔電気穿孔法による CS 修飾

酵素の機能解析 

 

子宮内胎仔電気穿孔法を用いて大脳皮質

神経細胞における UST および GalNAc4S 6ST

の発現をノックダウンし、その影響を詳細に

解析した。その結果、これらの硫酸転移酵素

のノックダウンにより、神経細胞移動が脳室

下帯から中間帯で停止することが明らかに

なった。さらに神経細胞の形態も、複数の軸

索様突起を接線方向に伸展した多極性の異

常なものであった。本来、神経細胞は脳室下

帯で多極性から双極性に極性変化し、放射状

グリア線維を足場として脳表に向かって移

動していく。それに対して、これらの酵素を

ノックダウンされた神経細胞は、中間帯を接

線方向に走行する軸索束に親和性を示して

おり、放射状グリア線維との接着性の低下が

予想された。これらのことは、CS 多硫酸化構

造は神経細胞の極性変化と接着性を調節す

ることにより、神経細胞移動を制御している

ことを示唆している。 

一方、CS 多硫酸化構造の細胞増殖および細

胞分化における機能的重要性を解析するた

め、ノックダウンした胎仔大脳皮質を各種細

胞増殖マーカーや分化マーカーで免疫染色

したが、明確な異常は見出せなかった。 

 

（２）海馬ニューロンを用いた CS の機能解

析 

  

神経細胞の極性変化における CS の機能を

さらに詳細に明らかにするため、海馬解離培

養ニューロンを用いて解析を行った。海馬ニ



ューロンを培養下に移すと、当初は数本の短

い突起を伸ばしているのが観察される。この

段階では、これらの突起は対称的であり、軸

索や樹状突起の分化は見られない。しかしな

がら、やがて未分化な突起群の内の一本が急

速に伸長して軸索に分化する。一方、それ以

外の突起は急速な伸長を示さず、やがて樹状

突起に分化していく。このような未成熟な突

起群が非対称性を獲得し、軸索と樹状突起に

分化していく現象を神経極性化という。これ

は、（１）で述べた神経細胞の多極性から双

極性への形態変化に対応する現象であると

考えられている。 

培養海馬ニューロンに UST あるいは

GalNAc4S 6ST の shRNA 発現プラスミドを導入

し、これらの硫酸転移酵素をノックダウンす

ると、神経極性化が阻害され、本来一本であ

るべき軸索様突起が複数伸長するのが観察

された。同様の現象は、海馬ニューロンをコ

ンドロイチナーゼ ABC 存在下で培養し、CS を

分解除去した場合にも観察された。この現象

は子宮内胎仔電気穿孔法で観察された神経

細胞の形態異常と非常に良く似ており、大脳

皮質で起こった現象を in vitro で再現した

ものと考えられる。 

次に、CS 多硫酸化構造の局在を観察するた

め、本構造を認識するモノクローナル抗体を

用いて培養海馬ニューロンを免疫染色した。

その結果、本構造は神経極性化の最初期段階

において、軸索に選択的に発現することが明

らかになった。CS 多硫酸化構造は接着斑に局

在しており、コンドロイチナーゼ ABC 処理に

より、本構造のみならず接着斑も消失するこ

とが明らかになった。このことは、CS 多硫酸

化構造は軸索部分の細胞接着を亢進するこ

とによって、神経極性化を制御していること

を示唆している。 

 

（３）まとめ 

 

 CS-PG は神経細胞の接着性の調節により、

神経極性化を制御していることが示唆され

た。我々は、CS 多硫酸化構造がインテグリン

シグナルを増強していることを示唆するデ

ータを得ており、今後、その詳細を解析する

予定である。 
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