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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では細胞外に存在する糖鎖分子、ヘパラン硫酸（HS）を修飾する酵素の Hs6st2 ノッ

クアウトマウスにおいてエネルギー代謝が低下し、老齢マウスで脂肪が蓄積していることを示

した。よって HS の組成変化が生体のエネルギー代謝を制御し、メタボリックシンドロームの

発症に関わる可能性を強く示唆する。エネルギー代謝の制御に関わる褐色脂肪組織では HS の

組成変化が観察された。さらに褐色脂肪組織では抗肥満作用を持つタンパク質 FGF21 のシグナ

ル活性が低下しており、全身的には甲状腺機能低下の状態も観察された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Heparan sulfate (HS) is a glycosaminoglycan chain which localizes 
extracellulary where it plays important roles in various biological processes. Heparan 
sulfate 6-O-sulfotransferase-2 (Hs6st2) is one of the enzymes that add sulfate groups to 
HS. Here we report that male Hs6st2 knockout mice showed reduced energy 
metabolism. Thus, 6-O-sulfation in HS seems to play an important role in mediating 
energy metabolism and alteration of the HS composition may result in metabolic 
syndrome phenotypes. Heparan sulfate 6-O-sulfation was reduced in brown adipose 
tissue, a major tissue regulating energy metabolism. When cultures of brown 
adipocytes from wild type and Hs6st2 knockout mice isolated and differentiated in 
vitro were treated with FGF21, downstream signaling was reduced. The serum level of 
thyroid stimulating hormone was significantly higher, and that of thyroxin was lower 
in the knockout mice, suggesting hypothyroid phenotype.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 細胞表面や細胞外に広く存在するヘパ

ラン硫酸（HS）は種々の増殖因子や血管新生

に関わるタンパク質、形態形成に関与するタ

ンパク質など様々なタンパク質と相互作用

する性質を持っており、HS は、細胞増殖、

細胞分化、細胞移動、器官形成、細胞内への

分子の取り込みなどの色々な生命現象を修

飾している。HS と HS 結合性タンパク質との

相互作用、及び機能調節に 6-O-を含む硫酸化

は非常に重要な役割を果たしている。 

 

(2) 我々の研究室ではヘパラン硫酸 6-O-硫酸

基転移酵素（Hs6st）を世界で初めて単離・精

製し、３つのアイソフォーム遺伝子を世界に

先駆けてクローニングしてきた。さらに

Hs6st1 ノックアウトマウスを作製・解析し、

Hs6st1 ノックアウトマウスでは VEGF-A、

Wnt2 シグナルの低下により胎盤血管網の形

成不全が起こり、ほぼ耐性致死となることを

明らかにした。 

 

(3) さらにヘパラン硫酸基転移酵素 Hs6st2 ノ

ックアウトマウスの作製・解析を行ったとこ

ろ、加齢に伴う体重増加（１日あたりの食餌

量は同等）、加齢に伴う耐糖能異常とインス

リン抵抗性の出現といった表現型が明らか

となった。 

 

２．研究の目的 

(1) １．(3)より Hs6st2 ノックアウトマウスは

エネルギー代謝の低下が加齢に伴う肥満の

原因となると推察された。また、肥満に従い

インスリン抵抗性が増大し、インスリン分泌

増加で代償できなくなると生体レベルでの

インスリン抵抗性が出現してくると考察し

た。本研究では Hs6st2 ノックアウトマウスで

実際にエネルギー代謝が低下していること

を証明し、HS の構造変化が生体におけるエ

ネルギー代謝の低下およびインスリン感受

性低下を引き起こす分子機構を解明するこ

とを目的として行った。 

 

３．研究の方法 

(1) Hs6st2 ノックアウトマウスでのエネルギ

ー代謝低下の定量的解析 

 Hs6st2ノックアウトマウスではエネルギー

代謝が低下しているという我々の仮説を分

子生物学的に証明するために骨格筋、褐色脂

肪組織を用いてエネルギー代謝に関与する

と考えられている遺伝子（Ucp1, 2, 3, Pgc1, , 

Ppar, , ）の定量的 PCR を行った。 

 

(2) Hs6st2ノックアウトマウスでのHS組成解

析 

 野生型マウス、Hs6st2 ノックアウトマウス

より甲状腺、骨格筋、褐色脂肪組織、白色脂

肪組織、肝臓を採取し、糖鎖画分を精製した

後に HS 分解酵素で２糖単位に分解し、HPLC

を用いて HS 組成を同定した。 

 

(3) 褐色脂肪組織での FGF21 シグナル伝達 

 野生型マウス、Hs6st2 ノックアウトマウス

褐色脂肪組織より褐色脂肪細胞を単離・培養

し、FGF21 を添加して p42/p44 MAPK の活性

化（リン酸化）をウエスタンブロッティング

で調べた。また、Ucp1 タンパク質をウエスタ

ンブロッティングにより定量した。 

 

(4) Hs6st2 ノックアウトマウス血中甲状腺ホ

ルモン濃度の測定 

 野生型マウス、Hs6st2 ノックアウトマウス

より血清を採取し、ELISA 法によって甲状腺

ホルモン刺激ホルモン（TSH）、総チロキシ

ン（total T4）、遊離チロキシン（fT4）、サ

イログロブリン（Tg）の血清濃度を決定した。 

 

(5) Hs6st2 ノックアウトマウスの組織学的解

析 

通常食を５ヶ月、あるいは高脂肪食を 12 週

間食べさせた野生型マウス、Hs6st2 ノックア

ウトマウスより肝臓、白色脂肪組織（精巣上

体周囲）、褐色脂肪組織、筋組織（大腿四頭

筋）を採取し、ホルマリン固定・パラフィン

切片作製の後、ヘマトキシリン・エオシン染

色を行った。また、白色脂肪組織の細胞サイ

ズを ImageJ ソフトウェアを用いて解析した。 

 

 

４．研究成果 

(1) Hs6st2 ノックアウトマウスでのエネルギ

ー代謝低下の定量的解析 

 褐色脂肪組織を用い、定量的 RT-PCR を行



ったところ、Ucp1, Ucp3 の発現は Hs6st2 ノッ

クアウトマウスで優位に低下していた（図

１）。一方、骨格筋組織では Ucp2, Ucp3 の発

現は野生型マウスと同等であり、Ppar, の

発現の増加が観察された。この結果により、

Hs6st2ノックアウトマウスにおいてエネルギ

ー代謝が低下していることを分子生物学的

に示すことができた。 

図１褐色脂肪組織でのエネルギー代謝関連遺伝子の発
現。X+/Y は野生型マウス、X-/Y は Hs6st2 ノックアウト

マウスを示す。 

 

(2) Hs6st2ノックアウトマウスでのHS組成解

析 

 甲状腺と肝臓の HS 組成は野生型マウスと

Hs6st2ノックアウトマウスの間で有意差は観

察されなかったが、脂肪組織では 6-O-硫酸基

を含む構造が減少しており、特に褐色脂肪組

織では N-, 2-O-, 6-O-硫酸基を含む triS 構造が

大きく減少していた（表１）。褐色脂肪組織

はエネルギー代謝に関わる組織である点か

らも、HS の組成変化が大きいことは非常に

興味深い結果であった。 

表１ 各種組織での HS 組成の比較 

 

(3) 褐色脂肪組織での FGF21 シグナル伝達 

 野生型マウス由来の褐色脂肪細胞に比べ、

Hs6st2ノックアウトマウス由来の褐色脂肪細

胞では FGF21 の下流シグナル活性化が抑制

されていた（図２）。また、Ucp1 タンパク質

量の低下も観察された。 

 

 

 

図２ 褐色脂肪細胞における FGF21 シグナリングの比較。

X+/Y は野生型マウス、X-/Y は Hs6st2 ノックアウトマウ

スを示す。 

 

図３ 褐色脂肪細胞における Ucp1 の発現。X+/Y は野生

型マウス、X-/Y は Hs6st2 ノックアウトマウスを示す。 
 

(4) Hs6st2 ノックアウトマウス血中甲状腺ホ

ルモン濃度の測定 

 野生型マウスと比べ、Hs6st2 ノックアウト

マウスでは血清 TSH 濃度が高く、totalT4 と

fT4 濃度が低かった（図４）。このことから、

Hs6st2ノックアウトマウスでは甲状腺機能が

低下していることが明らかとなった。 

 

図４ 甲状腺ホルモン血清濃度の比較。X+/Y は野生型マ

ウス、X-/Y は Hs6st2 ノックアウトマウスを示す。 

 

(5) Hs6st2 ノックアウトマウスの組織学的解

析 

通常食を５ヶ月食べさせたマウスでは白色

脂肪組織の細胞サイズの増加が観察された。

また、高脂肪食を 12 週間食べさせたマウス

では肝臓への脂肪の蓄積、白色脂肪組織への

炎症細胞浸潤が観察された（図５）。 

 

 



 

図 5 (A)肝臓、白色脂肪、褐色脂肪、筋組織のヘマトキシ

リン・エオシン染色および(B)白色脂肪細胞サイズのヒス
トグラム。X+/Y は野生型マウス、X-/Y は Hs6st2 ノック

アウトマウスを示す。 

 

(6) 本研究では Hs6st2 ノックアウトマウス

でのエネルギー代謝の低下を分子生物学的

に証明し、老齢マウスで脂肪が蓄積している

ことを示した。これらの表現型は HS の組成

変化が生体のエネルギー代謝を制御し、メタ

ボリックシンドロームの発症に関わる可能

性を強く示唆する。褐色脂肪組織や筋肉が主

にエネルギー代謝の制御に関わる組織であ

るが、Hs6st2 ノックアウトマウスでは褐色脂

肪組織の HS 組成変化、特に N-, 2-O-, 6-O-硫

酸基を含む triS 構造の低下が観察された。さ

らに褐色脂肪組織ではエネルギー代謝に関

わる FGF21 のシグナル活性が低下しており、

全身的には甲状腺機能低下の状態も観察さ

れた。今後褐色脂肪組織で FGF21 のシグナル

活性が低下するメカニズムを詳細に解析す

ることにより、新たな作用点を持つ抗肥満薬

剤の開発につなげることができると考えて

いる。 
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