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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヘパラン硫酸糖鎖の微細構造を修飾するエンド型スルファターゼSulf1とSulf2の
解析により、ヘパラン硫酸の脱硫酸化修飾が生体内で持つ役割を解明することを目的とした。ダブルノックアウトマウ
スの皮質脊髄路異常を成獣で行い、正中交差異常と上丘への異常投射があることを明らかにした。腎臓では、軽度の糸
球体メサンギウム病変、軽度のアルブミン尿があること、ストレプトゾトシン誘発生糖尿病マウスで遺伝子破壊により
病変が増悪することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We performed analysis of heparan sulfate endosulfatases, Sulf1 and Sulf2, in 
biological signaling by using knockout mice. The double knockout mice showed corticospinal tract defects, 
including defects in midline crossing at the pyramidal decussation and abnormal trajectory towards the 
superior colliculus. The double knockout mice also showed slight abnormalities in kidney glomeruli, 
especially in the mesangial region. Furthermore they showed severer glomerular abnormalities after 
inducing diabetes mellitus by streptozotocin compared with the wild-type controls.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
ヘパラン硫酸はプロテオグリカンのコア蛋
白質に共有結合した糖鎖であり、細胞表面ま
たは細胞外基質に存在し、細胞の分化、増殖、
接着、移動、形態形成などを制御する。その
多様な生物活性は、ヘパラン硫酸が豊富な
陰性電荷を持ち、増殖因子、モルフォゲン、
ケモカイン、受容体、細胞外マトリックス
分子、接着分子などと相互作用し、これら
の分子による細胞間シグナルを調節するこ
とによる。ヘパラン硫酸エンド型スルファタ
ーゼ（Sulf1 と Sulf2）は、細胞外に分泌され
て働く脱硫酸化酵素であり、ヘパラン硫酸
糖鎖中のグリコサミノグリカンの６位に付
加された硫酸基を選択的に分解する。その
結果、シグナル分子との相互作用が変化す
るため、Wnt シグナルの活性化、FGF シグ
ナルの抑制などの効果を持つことが in 
vitro の研究により明らかにされていた。し
かしながら、生体内での役割については未だ
不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
ヘパラン硫酸エンド型スルファターゼ Sulf1
と Sulf2 の生体内での機能を明らかにするこ
とを目的とした。本研究では、特に予備的な
実験から異常が発生することを見つけてい
る神経系と腎臓に注目し、異常の詳細と異常
発現の基盤を明らかにすることを目指した。 
 
(1) Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウトマウスが
皮質脊髄路に異常を持つことを既に見出し
ている。しかし、純系の遺伝背景では生後直
ぐに死亡するため、成獣脳における異常を明
らかにできていない。一方、アウトブレッド
系統（ICR マウス）に交配するとダブルノッ
クアウトマウスが成獣まで生存することを
見出したので、そのマウスを用いて成獣脳に
おける異常の詳細を明らかにする。 
(2) Sulf1 ノックアウトマウスがドーパミンシ
グナル異常に基づく行動異常を示すことを
以前に見出しているが、その分子基盤は不明
である。そこで、コンディショナルノックア
ウトマウスを用いて、部位特異的な遺伝子破
壊を行い、異常発現のメカニズムを明らかに
する。 
(3) Sulf1 と Sulf2 が腎臓糸球体に発現してい
ることを既に見出しており、ヘパラン硫酸が
糸球体機能に重要な役割を持つことが知ら
れているので、Sulf1 と Sulf2 の腎機能におけ
る役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
いずれもノックアウトマウスを用いて、遺伝
子破壊による異常について解析を行った。 
 
(1) Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウト成獣マウ
スの連続脳切片を皮質脊髄路のマーカーで
ある PKCγ 抗体で染色し、三次元再構成を行
った。 

(2) ドーパミン D1a 受容体およびドーパミン
D2 受容体およびアデノシン A2A 受容体発現
細胞で Cre を発現する BAC トランスジェニ
ックマウス（ Drd1-Cre, EY262; Drd1-Cre, 
EY266, Drd2-Cre, ER44; Adora2a-Cre, KG139）
を導入し、C57BL/6N 系統へコンジェニック
化 を 進 め た 。 Cre レ ポ ー タ ー マ ウ ス
（Rosa26-lacZ マウス）と交配し、期待通りの
遺伝子破壊が起こるかどうかを組織学的方
法で調べた。Sulf1 コンディショナルノックア
ウトマウスを純系化し、上記の Cre マウス系
統と交配した。 
(3) Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウト成獣マウ
スの腎臓を病理学的に解析した。ストレプト
ゾトシン投与により糖尿病を誘導したマウ
スで同様に病理学的解析を行った。また、取
り出した腎臓組織を用いて遺伝子解析、生化
学的解析を行った。更に取り出した腎臓糸球
体を培養し、各種増殖因子による刺激を行い、
反応性を調べた。蓄尿を行い、尿中のアルブ
ミンとクレアチニン量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウト成獣マウ
スでは皮質脊髄路の錐体交差部における正
中交差異常が観察された。正中近くを走行す
る線維の一部は正常に近い状態で正中交差
したが、それ以外の線維は正中交差せずに同
側の延髄、脊髄を下降することが分かった。
それ以外に、胎児期に観察された上丘へ向か
う異常投射が成獣脳でも残存していること
が分かった。これらの異常は、皮質脊髄路の
異常としては、これまでに報告されたどのノ
ックアウトマウスとも異なり、同じく皮質脊
髄路に異常を持つ Sema6A ノックアウトマウ
スの異常と類似点もあるが性状が異なるこ
とが分かった。 
(2) 各々の Cre マウス系統が期待される脳部
位で遺伝子組換えを起こすことが、レポータ
ーマウスの解析で分かった。Sulf1 の floxed
マウスと交配しているが、繁殖に時間がかか
ったため解析には至っていない。今後得られ
たマウスを用いて行動実験を行う計画であ
る。 
(3) Sulf1/Sulf2 ダブルノックアウト成獣マウ
スが軽度の腎臓糸球体病変と軽度のアルブ
ミン尿を示すことが分かった。糸球体病変は、
メサンギウム細胞の増殖、メサンギウム基質
の蓄積、メサンギウム基質の融解、基底膜の
不正などが主体であった。尿検査では、軽度
のアルブミン尿があることが分かった。これ
らの病変がヒトの糖尿病性腎症で見られる
病変と似ていることから、ストレプトゾトシ
ン誘導性糖尿病マウスにおける腎臓の変化
を調べたところ、尿中アルブミン量の増加、
腎臓糸球体病変の悪化が観察された。さらに、
単離糸球体を培養し各種増殖因子で刺激し
てみると、ダブルノックアウトマウスでは
PDGF などの増殖因子に対する反応性が低下
していることが分かった。野生型マウスで糖



尿病を誘導するとSulf1とSulf2の発現が上昇
すること、ダブルノックアウトマウスで
PDGF シグナルなどが低下することから、
Sulf1 と Sulf2 は腎臓糸球体の恒常性維持に関
わっており、糖尿病性腎症の進展に対して保
護的に働いている可能性が示唆された。 
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