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研究成果の概要（和文）：本研究では、アリールスルファターゼB(ArsB)を、硫酸化基質と複合体をなす細胞外
基質であるという視点に立ち、ArsBを含む細胞外基質の分子環境が、どのような機構により構築され、形態形成
が円滑に制御されているのかを解明することを目的とした。細胞外分泌型のArsBを主に発現しているメダカ脳の
ArsBを免疫組織化学的に検出し、ArsB局在域の微細構造を電顕により解析した。ArsB 変異メダカの発生への影
響も調べた。ArsBは、脳脊髄液循環を介して、脳室ごとの領域特異的な機構により分泌されて、細胞外環境が築
かれている可能性が示唆されたが、ArsBの機能の確定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of arylsulfatase B (ArsB) as a component of the 
extracellular matrix, distribution pattern of ArsB in medaka brain was examined 
immunohistochemically using light and electron microscopy. The fine morphology of the cells that 
express ArsB was also analyzed at the ultrastructural level. The ArsB mutants were generated to 
analyze the phenotypes. ArsB signals were observed both in the intracellular and extracellular 
spaces of the choroid plexus of the third ventricle. Weak signals were additionally detected in the 
restricted cells of ependyma constituting the floor of the fourth ventricle. It is possible that 
extracellular environment including ArsB is constructed depending on the cerebrospinal fluid 
circulation.

研究分野： 発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 多細胞動物の形態形成は、細胞外基質が築
く分子環境に依存して行われ、細胞外基質の
変異は、分子環境の破綻を招き、形態異常(疾
患)を起こすと考えられる。 
 アリールスルファターゼ（Ars）は、芳香
族硫酸エステル（人工基質）を加水分解する
ライソゾームの酵素として発見され、Ars 遺
伝子の変異は、酵素活性を欠如させ、硫酸化
基質がライソゾーム内に蓄積し、特定疾患(難
病)のライソゾーム病を起こすと考えられて
いる。他方、Ars の生体内の基質に対する酵
素活性は、人工基質と比較して 1/100 以下と
非常に低いことからArsの酵素としての機能
には、矛盾があった。研究代表者らは、細胞
外基質を保持して固定した組織を用いて免
疫染色を行ない、棘皮動物のウニ Ars、哺乳
類 ArsA と ArsB には、酵素活性を持たずに、
細胞外基質を構成しているものがあること
と、組換え Ars が培養細胞の接着と形態に影
響を及ぼすことを示し、Ars に細胞外基質と
いう新しい概念を導入した（引用文献 ①、
②、③、④）。 
 Ars の細胞外基質としての機能を理解する
ためには、細胞外基質としての分子環境とそ
の構築システム及びArsの変異による細胞外
基質環境の破綻が及ぼす影響を明らかにす
ることが必要である。Ars は、哺乳類では、A
〜K まで報告されていたが、Ars の細胞外基
質としての機能解析のために、ムコ多糖症 VI
型の原因遺伝子で、デルマタン硫酸、コンド
ロイチン硫酸の加水分解酵素として定義さ
れている ArsB に特に注目する。ArsB に関す
る研究報告が多いことに加えて、ArsB の変異
による疾患では、全身組織でグリコサミノグ
リカンの蓄積と組織の空胞化が観察され、重
篤な形態異常(頭部形成不全、肝脾腫、骨格
異常等)と成長遅延が起こることから、ArsB
が形態形成に不可欠であることによる。これ
までに、研究代表者らが確立した免疫染色法
により、ラット ArsB が、疾患により顕著な
影響を受ける肝臓の毛細血管類洞に沿った
血管内皮細胞表層とディッセ腔にて、ヘパラ
ン硫酸プロテオグリカンと共局在すること
を報告した(引用文献③)。ArsB は、プロセッ
シングを受けない前駆体が細胞外に分泌さ
れ（細胞外分泌型）、細胞内ではプロセッシ
ングにより、３つのサブユニットに分かれる
（細胞内型）。この点に注目した解析を行い、
メダカの生体内では、ArsB の細胞外分泌型が、
脳で最も豊富で、脳室に強い発現があること
を示した。加えて、モルフォリノによる ArsB
の翻訳抑制が、成長遅延、特に脳の形成不全
を起こす結果を得て、細胞外である脳室の脳
脊髄液中における ArsB の発現が、脳を含む
頭部の形態形成において重要である可能性
が示された。ラット肝臓とメダカ脳における
ArsBの発現領域の結果から、細胞外基質ArsB 
は、血管や脳室等の循環系を構成している細
胞が合成、分泌し、生体内を循環して、それ

ぞれの組織に必要な細胞外基質環境を築い
て機能している可能性が予測された。 
 Ars の研究は、患者由来の培養細胞や哺乳
類の疾患モデル動物を用いた疾患に伴う活
性量と活性局在の変化の解析が主流で、非酵
素型の Ars に注目した例は少ない。哺乳類や
培養細胞を用いた系は、変異と疾患の因果関
係は示せても、Ars を含む細胞外環境がいつ
どこで機能しているのかを示すのは、困難で
ある。哺乳類と共通した発生機構を示しなが
ら発生が速く、胚が透明で初期発生から器官
形成過程に至る細胞の運動と形態変化の観
察が容易なメダカを用いるなら、循環系を介
する細胞外基質環境の形成とその機能の解
明に適していると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ArsB を硫酸化基質の加水分解
酵素ではなく、硫酸化基質と複合体をなす細
胞外基質であるという視点に立ち、ArsB を含
む細胞外基質の分子環境が、どのような機構
により構築され、形態形成が円滑に制御され
ているのかを明らかにすることを目的とし
た。そのために、メダカを主に用いて、ArsB
の疾患や機能抑制実験により顕著な影響を
うけ、かつ、細胞外分泌型 ArsB の発現量が
多い脳に主眼をおき、比較対象として、ラッ
トの肝臓にも注目し、(1)細胞外基質 ArsB の
分子環境を、ArsB 特異的抗体を用いた免疫染
色により解明する。(2) 細胞外基質 ArsB の
分子環境構築システムを、脳脊髄液循環と肝
血管系に注目して解明する。(3) ArsB の変
異が、発生過程の細胞形態・運動、器官形成
等に及ぼす影響を調べる。 以上を統合して、
細胞外基質 ArsB による形態形成制御機構モ
デルの構築をめざした。 
 
３．研究の方法 
 メダカ(OK-Cab)系統を主に使用し、細胞外
基質の分子環境と構築機構の解析には、ラッ
ト(Wistar)も併用した。 
 
(1) 細胞外基質 ArsB の分子環境の解析 
  ArsB に特異的な抗体を用いて、ArsB の局
在域を免疫組織化学的に検討した。メダカ脳
は、パラフォルムアルデヒドで固定後、凍結
切片またはアガロースに包埋後未凍結切片
を作製し、蛍光抗体法又は HRP 法にて局在部
位を光顕的に観察した。電顕観察には、包埋
前染色法(HRP 標識法)を用いた。固定と免疫
染色の過程では、常にメダカ生体内と同じ濃
度の２価イオンを添加することにより、細胞
外基質の遊離を防いだ。ラット肝臓の免疫染
色は、研究代表者らが既に報告した方法で行
った(引用文献③)。 
 
(2)細胞外基質ArsBの分子環境構築系の解析 
 ArsB を含む分子環境を構築する系を、メダ
カ脳とラット肝臓を用いて以下の方法で解
析した。 



① メダカ脳内部構造の解析  
 メダカの脳を樹脂包埋し、前頭断と矢状断
切片を作製し、トルイジンブルーで染色し、
脳内部構造を解析した。 
② メダカ脳室壁構造の解析 
 免疫電顕で ArsB の反応を検出した領域の
脳室壁を構成する細胞の形態、微細構造を調
べるために、アルデヒドで前固定した脳を樹
脂包埋し、超薄切片を作製して、透過型電子
顕微鏡により観察した。 
③ラット ArsB mRNA の発現領域の解析 
 ラット肝臓における ArsB 合成細胞を特定
するために、in situ ハイブリダイゼーショ
ンを行った。 
 
(3)ArsB 変異メダカの形態形成における影響 
①ArsB アミノ酸置換メダカの作製 
 NBRPメダカに寄託されているTILLINGライ
ブラリー(引用文献⑤)より ArsB のスルファ
ターゼドメイン内に変異がある候補を選び、
人工授精を行ない、ArsB 変異メダカを得て、
形態形成への影響を解析した。 
②ArsB ゲノム編集メダカの作製 
 メダカ ArsB のスルファターゼドメインの
コア領域に結合する TALEN の mRNA を受精卵
に顕微注入し、スルファターゼドメインが破
壊されたメダカを得て、形態形成への影響を
解析した。 
  
４．研究成果 
(1) ArsB の分子環境の解明 
 ArsB を含む細胞外基質の分子環境を解明
するために、メダカ脳とラット肝臓を用いて、
研究代表者らが確立した細胞外基質を保持
した条件下で免疫染色を行った。メダカ脳に
関しては、次項で述べる脳内部と脳室壁の構
造解析の結果と対応させて、ArsB の局在を検
討した。 
 メダカの ArsB は、稚魚までは細胞内型が
主で、細胞外分泌型は成体の脳に豊富であっ
たので、成体脳を用いた。蛍光抗体染色によ
り、第三脳室脈絡叢の間質細胞に ArsB の強
い発現を、脈絡叢上皮細胞頂端側にも弱い反
応を検出した。細胞構造を保持するために、
未凍結切片を用いた免疫電顕により ArsB の
局在を精査した。第三脳室脈絡叢の ArsB の
反応は、密着して存在する特定の間質細胞の
細胞質内の顆粒状構造と細胞膜、上皮細胞の
ライソゾーム、小胞体、細胞膜、糖衣にある
ことを確認した。菱脳室にも、弱いながらも、
菱外側角及び底表層の一部の特殊化した上
衣細胞で、選択的なArsBの反応を確認した。
中脳室では、正中の脳室周囲の上衣細胞で、
ArsB の強い反応を認めた。 
 ArsB の局在をメダカ脳と比較する目的で、
ラット肝臓における ArsB の局在を再検討し
た。ArsB は、幼弱肝臓の時から既に類洞に沿
った細胞外で、ヘパラン硫酸化プロテオグリ
カンと共局在していた。免疫電顕により、従
来報告した類洞血管内皮細胞、肝実質細胞表

層に加えて、新たにディッセ腔のコラーゲン
繊維上や肝実質細胞の密着結合にも ArsB が
局在することを明らかにした。研究代表者ら
が細胞外 ArsB を発表後、培養細胞、哺乳類
組織における細胞外 ArsB の報告が他の研究
者らにより行われているが、免疫電顕による
解像度の高い解析には、至っていない。 
 
(2) ArsB の分子環境構築機構の解明 
 メダカ脳における ArsBの分子環境を築く系
を明らかにするために、樹脂包埋したメダカ
脳の前頭断と矢状断切片を作成し、脳内部構
造をまず確認した。第三脳室では、単層の上
衣細胞が軟膜由来の間質細胞を囲む発達し
た脈絡叢を認めた。菱脳室では、脈絡叢の発
達は悪かったが、菱脳室底に細胞間をムコ多
糖が占めている特殊化した上衣細胞を確認
することができた。更に ArsB 合成細胞の特
定とその輸送経路を調べるために、ArsB の
局在を確認した領域の微細構造を透過型電
顕により検討した。ArsB の顕著な発現は、第
三脳室脈絡叢で密着して存在する種々の形
態の間質細胞のうち、多数の顆粒状の構造を
細胞質に持つ細胞であることを確認した。こ
の顆粒は、小胞体と繋がるもの、細胞膜と融
合して開放されているものがあり、内部には、
繊維状の構造が認められた。上皮細胞には、
発達した微絨毛と密着結合が認められ、電子
密度が高い暗調細胞も含まれていた。ArsB の
弱い反応が認められた菱脳室底には、分泌物
が充満する細胞、細胞膜が破れ、内容物を分
泌している様々な変性段階にある細胞が認
められ、これらは全分泌の特徴を示す。以上
のArsBの局在と関連した領域の構造は、ArsB
が、メダカ脳では、主に第三脳室脈絡叢の間
質細胞で合成されて上皮細胞を経て脳室内
に、菱脳室では、上衣細胞から選択的な全分
泌により放出されて機能している可能性が
高いことを示唆する。ArsB を発現する間質細
胞の顆粒状構造のより詳細な立体配置と機
能及び菱脳室における ArsB の選択的分泌機
構の解明は、今後の課題である。 
 ラット肝臓で ArsB を合成し、細胞外環境
を築く細胞を、in situ ハイブリダイゼーシ
ョンにより調べた。ArsB の mRNA の発現は、
肝実質細胞で顕著であったが、血管内皮細胞
等における発現は低く、主に肝実質細胞で合
成され、分泌されていることが示された。脳
室とは異なり、肝血管系では、ArsB の分子環
境の形成に領域ごとの特異性は、検出されな
かった。 
 
(3) ArsB 発現異常の影響解析 
 TILLING法によりArsBのスルファターゼド
メインのアミノ酸が変異したメダカを作製
したが、今回選択した変異体では、外部形態、
運動能力に対する影響は殆どなかった。更に、
TALENによりArsBのスルファターゼドメイン
から C末側を破壊したメダカを作製した。初
期発生期の形態形成運動、幼魚期、成魚期の



発育速度や外部形態、ArsB 疾患で異常が報告
されている組織に注目して解析したが、これ
までの解析では、野生型との顕著な差は、認
められなかった。 
  
 以上の研究により、メダカ脳では、脳脊髄
液循環を介した領域特異的な ArsB の分泌経
路により、ArsB を含む細胞外基質環境が築か
れて機能している可能性が示唆された。今後
は、ArsB ノックアウトメダカの形態形成への
影響が低い原因を明らかにし、疾患で重篤な
変異が生じる ArsB の機能部位のアミノ酸を
変化させたメダカを作り、発生及び細胞外基
質環境への影響を検討することで、細胞外基
質 ArsB による形態形成制御モデルの完成に
努めたい。 
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