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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ及びマウスをモデル生物として脳神経系におけるプロテオグリカン
の機能解析を行い、以下のことを明らかにした。（１）ショウジョウバエ幼虫の神経筋接合部において、シンデ
カン(Sdc)とグリピカン(Dlp)は拮抗的に作用して、神経伝達及び幼虫の運動を制御している。（２）Dlpは、シ
ョウジョウバエ幼虫の神経筋接合部におけるシナプス可塑性を制御する。（３）マウス大脳皮質での興奮性ニュ
ーロンの細胞移動及び神経極性化において、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンが重要な役割を果たしてい
る。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the functions of proteoglycans in the nervous system using two 
model organisms: Drosophila melanogaster and mouse. We revealed that syndecan (Sdc) and glypican 
(Dlp) play opposing roles in the neurotransmission at Drosophila neuromuscular junction and in the 
locomotion of larvae. We also found that Dlp regulates synaptic plasticity at the neuromuscular 
junction. Furthermore, we found that chondroitin sulfate proteoglycans play critical roles in the 
neuronal migration and polarization of excitatory neurons in the developing mouse neocortex      
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１．研究開始当初の背景 
 
 プロテオグリカンは、コア蛋白質にグリコ
サミノグリカン（GAG）が共有結合した分子
群であり、細胞表層及び細胞外基質の主成分
となっている。プロテオグリカンは、成長因
子、ケモカイン、細胞接着分子等、多くの蛋
白質と主に GAG 部分を介して結合し、その機
能を調節していると考えられている。GAG の
中でもコンドロイチン硫酸（CS）とヘパラン
硫酸（HS）は脳神経系に多量に発現しており、
ニューロンの増殖分化、移動、軸索伸長、可
塑性等を調節していると考えられている。 
これまで、CSプロテオグリカンは軸索伸長

を阻害するのに対して HS プロテオグリカン
は促進するなど(①)、CS と HS はニューロン
に対して対立的に機能すると考えられてき
た。CS と HS の基本構造は互いによく似てお
り、両者に共通して結合する蛋白質も多い。
それにもかかわらず、CS プロテオグリカンと
HS プロテオグリカンが対立的に機能を果た
すのは大きな謎である。このような問題を解
明するためには、CS プロテオグリカン及び
HS プロテオグリカン両者に関して、適切なモ
デルシステムを用いて、その機能と作用機構
を詳細に明らかにする必要があると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 
(1) マウス大脳皮質における CS プロテオグ
リカンと HS プロテオグリカンの機能解析 
  
発達期大脳には、大量の CS プロテオグリ

カン及び HS プロテオグリカンが発現してい
るが、その機能はほとんど明らかにされてい
ない。これまで我々は、海馬ニューロンの分
散培養系を用いて CS と HS の機能を解析し、
CS は軸索決定に寄与して軸索を安定化させ
る一方、HS は神経突起伸長を不安定化させる
ことを見出した。このことは、CS と HS が対
立的に軸索決定を制御していることを示唆
しているが(②)、その分子機構は明らかにな
っていない。 
大脳皮質の興奮性ニューロンは、皮質深部

の脳室帯で誕生した後、脳表に向かって移動
する過程で軸索決定（神経極性化）し、成熟
していく。本研究課題では、マウス大脳皮質
をモデルとして、神経細胞移動及び神経極性
化における CSプロテオグリカン及び HSプロ
テオグリカンの機能とその分子機構を明ら
かにする。 
  
(2) ショウジョウバエ神経筋接合部におけ
る HS プロテオグリカンの機能 
 
 ショウジョウバエ幼虫の神経筋接合部に
は、分泌型のパールカン、GPI-アンカー型の
グリピカン(Dlp)、膜貫通型のシンデカン
(Sdc)が主要なHSプロテオグリカンとして発

現する。我々はこれまで、パールカンが神経
筋接合部におけるWnt分子の局在を調節する
ことによって、シナプス前部と後部の発達を
同調させていることを明らかにした (③)。
しかしながら、Dlp 及び Sdc の機能に関して
は明らかになっていない。そこで本研究では、
ショウジョウバエ神経筋接合部の形成及び
可塑性における Dlpと Sdc の機能を明らかに
する。さらに、神経筋接合部に存在する HS
プロテオグリカン結合蛋白質をプロテオー
ムの手法を用いて網羅的に同定し、HS による
シナプス形成調節機構の全貌を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 
(1)マウス子宮内胎仔電気穿孔法 
 
 胎生 14日目(E14)のマウス胎仔の側脳室に
GFP 発現プラスミド溶液を注入後、CUY21 エ
レクトロポレーター（Nepa Gene）を用いて
電気パルスを与え、大脳皮質の神経幹細胞に
遺伝子導入した。胎仔を母体内に戻して数日
間成長させた後、脳を採取し、スライス培養
あるいは遺伝子発現解析に用いた。 
 
(2)大脳皮質スライス培養法 
 
 子宮内胎仔電気穿孔法を用いて E14 で GFP
発現プラスミドを導入した後、E16 で胎仔脳
を採取した。大脳皮質スライスを作製し、共
焦点顕微鏡 TCS SP5 (Leica)を用いてタイム
ラプス観察を行った。 
 
(3)遺伝子発現解析   
 
子宮内胎仔電気穿孔法を用いて E14 で GFP

発現プラスミドを大脳皮質神経幹細胞に導
入した後、E15, 16, 17 で大脳皮質を採取し
た。細胞を解離後、FACS ソーティングにより
GFP 陽性ニューロンを単離し、RNA を抽出し
た。RNA サンプルは DNA マイクロアレイを用
いて解析し、ニューロンの分化に伴う遺伝子
発現変化を解析した。 
 
(4)HS 結合蛋白質の網羅的解析 
 
 ショウジョウバエ３齢幼虫の神経筋標本
をヘパリンで処理し、組織から遊離してきた
蛋白質をプロテオームの手法を用いて同定
した。 
 
４．研究成果 
 
(1)神経細胞移動におけるCSプロテオグリカ
ンの機能 
 
大脳皮質は、脳室帯に存在する神経幹細胞

（放射状グリア細胞）から誕生した興奮性ニ
ューロンが、順次、表層に向かって移動する



ことにより形成される。この際、誕生直後の
ニューロンは多極性の形態をとり、多極性移
動と呼ばれる方向性の定まらない移動を示
す。その後、ニューロンがサブプレート層に
達すると双極性の形態に変化し、放射状グリ
ア細胞の突起である放射状グリア線維を足
場として、脳表に向かって速やかに移動する
ようになる（ロコモーション）。大脳皮質ス
ライス培養法を用いると、このような神経細
胞移動の過程を in vitroで再現できる。我々
は、コンドロイチナーゼ ABC 存在下で大脳皮
質のスライス培養を行い、神経細胞移動にお
けるCSプロテオグリカンの機能を解析した。 
コントロールでは、GFP 陽性ニューロンは表
層近くまで移動しているのが観察された。一
方、コンドロイチナーゼ ABC 処理したスライ
スでは、GFP 陽性ニューロンの移動は、サブ
プレート層直下で停止しており、細胞極性に
も異常が見られた。このことは、CS プロテオ
グリカンは新生ニューロンの極性変化およ
び移動の制御に重要な役割を果たしている
ことを示唆している。サブプレート層には、
ホスファカンやニューロカン等の CS プロテ
オグリカンが多量に発現しており、これらが
移動制御に寄与している可能性が考えられ
る。 
 
(2)神経細胞移動に伴う遺伝子発現変化 
 
 子宮内胎仔電気穿孔法により E14で GFP 標
識された新生ニューロンは、その後、３日程
度で脳表にまで到達する。従って、E15、 E16、 
E17 で GFP 陽性ニューロンを単離し、マイク
ロアレイ解析を行うことによって、移動の開
始から終了までに起こる遺伝子発現変化を
網羅的に明らかにすることができる。 
解析の結果、PTPRZ1/ホスファカンやニュ

ーログリカン C 等の CS プロテオグリカンの
発現はニューロンの移動に伴って著しく増
加するのに対して、シンデカン 3やグリピカ
ン 1 等の HS プロテオグリカンは大きな発現
変化を示さないことが明らかになった。ただ
し、ADAMTS ファミリーに属する細胞外基質分
解酵素の発現は大きく変化しており、プロテ
オグリカンの分解による機能制御の可能性
が示唆された。 

 
(3) HS 結合蛋白質の網羅的解析 
 
 ヘパリンは硫酸化度が非常に高い HS と考
えることができ、多くの HS 結合蛋白質と高
親和性で結合する。従って、組織をヘパリン
で処理すると、組織中の HS 結合蛋白質が HS
プロテオグリカンから引きはがされ、遊離す
ると考えられる。そこで、ショウジョウバエ
３齢幼虫の神経筋標本をヘパリン処理し、組
織から遊離した蛋白質を LC-MS/MS によるシ
ョットガン法で網羅的に同定した。その結果、
既知の HS プロテオグリカン結合蛋白質であ
る lipophorin や nidogen 等の他、神経栄養

因子、成長因子、プロテアーゼ等、多くの結
合分子候補を同定した。 
 
(4)ショウジョウバエ神経筋接合部における
HS プロテオグリカンの機能 
 
 ショウジョウバエ神経筋接合部における
Dlp と Sdc の機能を解析した。まず、免疫組
織化学法を用いて両者の発現を解析し、どち
らもシナプス後部に局在することを見出し
た。しかしながら、Sdc はグルタミン酸受容
体と共局在を示すが、Dlp は示さず、両者の
神経筋接合部における局在は明瞭に異なる
ことが明らかになった。次に、Dlp を筋肉細
胞特異的にノックダウンした個体の神経筋
接合部を解析したところ、シナプスボタンの
数が増加するとともに、グルタミン酸受容体
の発現レベルが増大していることが明らか
になった。また、それに伴って、幼虫の移動
速度も増大していた。一方、Sdc 欠失変異体
では、グルタミン酸受容体の発現レベルが低
下するとともに、幼虫の移動速度も低下して
いた。これらのことは、Sdc と Dlp が拮抗的
に作用することによって、神経筋接合部にお
ける神経伝達及び幼虫の運動が制御されて
いることを示唆している。 
 
(5)ショウジョウバエ神経筋接合部のシナプ
ス可塑性における HS プロテオグリカンの機
能 
 
 ショウジョウバエ幼虫は、飢餓状態に陥る
と新たな餌を求めて活発に移動するように
なるが、それに伴って、神経筋接合部におけ
るシナプスボタンの数が増加する。我々は、
このような神経可塑性における HS プロテオ
グリカンの機能を解析した。その結果、ショ
ウジョウバエ３齢幼虫を飢餓状態にさらす
と、神経筋接合部において Dlp の発現が顕著
に増大することが明らかになった。さらに、
Dlp をノックダウンすると、飢餓によるシナ
プスボタンの増加が抑制されることが明ら
かになった。このことは、Dlp が神経筋接合
部におけるシナプス可塑性に重要な役割を
果たしていることを示唆している。 
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