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研究成果の概要（和文）：ケラタン硫酸欠損マウスやヘパラン硫酸脱硫酸化酵素(Sulf)の変異マウスにおいて、
胎生期脊髄ドメインが腹側へシフトするだけでなく、運動ニューロンの産生が亢進し、オリゴデンドロサイトの
分化が抑えられた。Sulf1/2は胎生10日目まで底板に発現し、発生とともに背側へと発現が拡大した。これによ
り底板から分泌されるShhのシグナリングが変化した。ヘパラン硫酸を脱硫酸化することにより、結合している
Shhが遊離され、背側に強いShhシグナルを入力すること、この強いShh入力により背側でShh,Sulf1および2の発
現が誘導され、さらに背側にShhシグナルが入力されていくことが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Sulf1/2 are endosulfatases that remove sulfate from heparan sulfate. We 
found that Sulf2 modulates the cell fate change from motor neurons to oligodendrocyte precursor 
cells (MN-to-OPC) by regulating Shh signaling in the mouse ventral spinal cord in coordination with 
Sulf1. Sulf mRNAs colocalized with Shh mRNA and gradually expanded dorsally from E10.5 to E12.5, 
following strong Patched1 signals (inducec by Shh). In the spinal cord of Sulf1 or 2 knockout (KO) 
mice, expression patterns of Shh and Patched1 differed from that of wild type mice. Moreover, the 
position of the ventral domains was shifted ventrally, MN generation prolonged, and OPC generation 
delayed at E12.5 in KO mice. These results demonstrated that in addition to Sulf1, Sulf2 also plays 
an important role in the MN-to-OPC fate change by regulating Shh signaling. Strong Shh signaling is 
induced when Shh is released by Sulf1/2, and this strong Shh input subsequently induces the dorsal 
expansion of Shh and Sulf1/2 expression.

研究分野： 神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の神経発生においては様々なシグ

ナル伝達のクロストークによって適切な細
胞種が適切なタイミングで生み出される。胚
発生に伴う形態形成では分泌性のシグナル
分子を介した相互作用が細胞間コミュニケ
ーションの一つの方法として用いられる。そ
のシグナル因子群としてモルフォゲンと呼
ばれる分泌性因子がある。モルフォゲンは位
置情報を担う分子で、一部の限局した細胞に
おいて生産され、周囲の細胞により受け取ら
れることで分化などのパターン形成を引き
起こす。拡散したモルフォゲンは濃度勾配を
形成するため、位置情報に依存して分化運命
が決定されると考えられている。モルフォゲ
ンによる形態形成がよく解析されている組
織の一つに、発生過程にある脊椎動物の脊髄
が挙げられる。発生期の脊髄では、中心管近
傍の細胞は背腹軸に沿って領域ごとに異な
る転写因子を発現し、いわゆるドメイン構造
を形成する。このドメイン構造は神経管最背
側部の roof plate より分泌される Wnt1/3a、
また最腹側部の notochordや床板より分泌さ
れる Shh(Sonic hedgehog)によって協調的に
形成される。これらの因子はモルフォゲンと
して働いて神経管中で濃度勾配を形成し、濃
度依存的に転写因子の発現が決定される
(Fausto et al.,Cell Cycle,2007)。しかしなが
ら、この濃度勾配がどのように形成され維持
されているのかについては不明な点が多い。
これまでモルフォゲンは自然拡散によりな
だらかな勾配を作っていると考えられてき
た。しかし最近になって、ショウジョウバエ
の翅における Dpp の解析から、分泌されたモ
ルフォゲン因子が細胞膜上の局所に限局し
て存在していることがわかった(Wartlick et 
al.,Science, 2011)。これは従来のモルフォゲ
ンに対する概念を覆すものであり、新たな概
念の提示が求められる。つまり単純な拡散で
はなく、細胞膜上にある特定の構造上に局在
しながら拡散するというモデルである。この
モデルを説明する上で重要なものに細胞表
面の酸性糖鎖構造が考えられている。これま
でモルフォゲンと酸性糖鎖構造との相互作
用に関しての報告があるが (reviewed in 
Häcker et al., 2005, Nature)、神経系におい
て神経幹細胞の分化に関わる情報はまだま
だ不足しているのが現状である。 
われわれは EGFP を融合した Wnt3a の存

在下でE10.5マウス脊髄のスライスカルチャ
ーを行うと、背側の一部の領域に限局して結
合することを見出している。内在的な Wnt3a
は最背側の roof plate から分泌され拡散する
が、外から加えた Wnt3a-EGFP も背側領域
に限局することから、モルフォゲンが自律的
に濃度勾配を形成するのではなく、モルフォ
ゲン受容分子がモルフォゲンの結合する環
境を整えて濃度勾配を形成していることが
示唆された（未発表データ）。Wnt3a はコン
ドロイチン硫酸と結合することが知られて

いるため(Nadanaka et al.,2008)、そのよう
な”場”には酸性糖鎖が重要であると考えられ
るが、神経系においてモルフォゲンと酸性糖
鎖の関係性を解析した例は少ない。また、わ
れわれはグリコサミノグリカン鎖の一つで
あるケラタン硫酸（KS）の欠損マウスで発生
期脊髄のドメイン構造を解析したところ、
E12.5 の段階でそれぞれのドメインが腹側へ
とシフトしている結果が得られている。この
ことは、酸性糖鎖が発生期において神経幹細
胞からの時空間的に高度に制御された正常
な形態形成に重要な役割を担っていること
を示唆する結果である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛋白質の糖鎖修飾、特にグリ

コサミノグリカン鎖に着目して、モルフォゲ
ン濃度勾配形成に果たす酸性糖鎖の役割を
解明し、それによっていかに神経細胞の分化
が制御されているのか解明することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
グリコサミノグリカン鎖の欠損マウスを

用いて、発生期脊髄におけるモルフォゲンと
グリコサミノグリカン鎖の相互作用を解析
する。グリコサミノグリカン鎖とモルフォゲ
ンの関係性を明らかにするために、遺伝子改
変マウスにおいて Wnt や Shh の分布パター
ンを詳細に解析する。モルフォゲンの分布パ
ターンが変化すれば脊髄のドメイン形成に
も変化が生じると考えられるので、各ドメイ
ンの形成にどのような影響を及ぼすか調べ
る。そこから、発生における神経幹細胞の運
命決定が、酸性糖鎖構造によってどのように
制御されているか解明する。 
 
４．研究成果 
モルフォゲン機能のよく知られているマ

ウス脊髄を用い、発生期におけるモルフォゲ
ンと酸性糖鎖の代表であるグリコサミノグ
リカン鎖の相互作用についてモルフォゲン
の分布及びシグナリングへの影響に着目し
解析した。 
 本研究でまず胎生期脊髄におけるケラタ
ン硫酸の発現を調べたところ、高硫酸化され
たケラタン硫酸が Floor plate や Notchord
に集積している事から、Shh との相互作用が
示唆された。そこでケラタン硫酸欠損マウス
を用い、胎生期脊髄におけるドメイン構造及
び細胞分化について解析を行なった。胎生期
脊髄におけるドメイン構造に関して胎生
12.5 日においてドメイン構造の腹側へのシ
フトが観察された。特にOlig2陽性となるpMN
ドメインでは幅は変わらずに位置だけが腹
側へ移動していた。加えて p2、p3 ドメイン
はその幅が有意に減少している事が明らか
となった。そこで Shh のシグナリングに着目
しレポーター遺伝子である Patched1 の発現
を調べるとその発現パターンに変化が観ら



れることが分かった。このことからケラタン
硫酸の欠損によりShhシグナリングパターン
の変化が起こり、その結果としてドメイン構
造が腹側へシフトしたものと考えられる。次
にドメイン構造のシフトが細胞分化に与え
る影響につき検討した。特に pMN ドメインは
発生初期に運動ニューロンを産生するが、胎
生 12.5 日からオリゴデンドロサイト前駆細
胞の産生へと変化する。そこで胎生 12.5 日
におけるオリゴデンドロサイトの分化につ
いて解析を行なったところ、ケラタン硫酸欠
損マウスにおいて前駆細胞の数が著しく減
少している事が明らかとなった。この減少は
胎生 14.5 においても観察されるが、生後ま
でには回復している事も分かった。よってケ
ラタン硫酸の欠損により胎生期オリゴデン
ドロサイトの発生が遅れる事が明らかとな
った。一方で、同じく pMN ドメインより産生
される運動ニューロンについて調べたとこ
ろ、胎生 12.5 日ケラタン硫酸欠損マウスに
おいて運動ニューロン産生が続き、過剰な運
動ニューロンが存在している事も明らかと
なった。過剰に産生されたモーターニューロ
ンは、胎生 14.5 日にアポトーシスもしくは
ミクログリアによる貪食によってその数が
調整されていた。pMN ドメインにおけるこれ
らの表現系は運動ニューロン産生からオリ
ゴデンドロサイト前駆細胞産生へスイッチ
ングの遺伝子制御異常によるものと考えら
れる事から関連遺伝子の発現を調べた。する
と、オリゴデンドロサイトの分化誘導因子で
ある Nkx2.2:Olig2 ダブルポジティブとなる
細胞の割合が有意に減少していた。対照的に、
モーターニューロンの分化誘導因子である
Neurogenin2:Olig2 ダブルポジティブとなっ
ている細胞の割合が有意に増加しているこ
とが明らかとなった。よってケラタン硫酸欠
損によりpMNドメインにおけるモーターニュ
ーロン産生からオリゴデンドロサイト産生
へのスイッチングが遺伝子発現制御異常に
より遅れていることが分かった。 
 以上の結果よりケラタン硫酸欠損マウス
において観察されたドメインのシフトや pMN
ドメインにおける分化の遅れは、ケラタン硫
酸欠損によりShhシグナリングに異常が生じ、
発生・分化関連遺伝子の異常を誘導すること
にあると示された。 
 平成２６年度はその他のヘパラン硫酸
(sulfatase(sulf)1/2-KO)・コンドロイチン
硫酸の変異マウス (GalNAc(4,6)ST-1-KO)に
おいても同様の解析を行い、ドメイン構造を
評価した。GalNAc(4,6)ST-1-KO マウスにおい
ては野生型と比較して、有意な差は認められ
なかったが、sulf1/2-KO マウスにおいてはケ
ラタン硫酸欠損マウスのように胎生 12.5 日
でドメインの腹側へのシフトが認められた。
また、オリゴデンドロサイト産生の遅れも同
様に認められた。この結果は、ケラタン硫酸
とヘパラン硫酸が相互作用してモルフォゲ
ンの分布に影響を与えていることを示唆し

ており、新たな研究概念を提起した。 
 次いでその機構について詳細な解析を行
った。まず胎生期脊髄における Sulf2 の発
現パターン変化を経時的に解析した。Sulf2
の発現は高発現領域と低発現領域に分けら
れ、低発現領域は脊髄全体に広がっていた。
一方 Sulf2 の高発現領域は Sulf1 の発現パ
ターンと完全に重複していた事から、Sulf2
は胎生期脊髄の発生において Sulf1 と重複
する機能の他に、それとは別の機能も有す
ることが示唆された。また、floor plate か
ら産生された Shh がその背側領域に Shh
と Sulf1/2 発現を誘導し、この誘導により
さらにそこから背側領域へ Shh のシグナ
ルが入力されることも示唆された。 
 これらを証明するために Sulf 遺伝子欠
損マウスを用いた。Sulf1 欠損マウス(Sulf1 
KO)においては運動ニューロンからオリゴ
デンドロサイト産生へのスイッチングが遅
れることが報告されているが、われわれは
なぜ同じ領域に重複して発現している
Sulf2 が代償できないかについて検討した。
まず、Sulf1 欠損マウス(Sulf1 KO)におい
て mRNA とタンパク質レベルにおける
Sulf2 の発現パターンを調べたところ、野
生型と差がなかった。次に in vitro のサル
ファターゼ活性の解析を行ったが、Sulf1
と Sulf2 は活性上相互作用がなく、独立し
ていることが明らかとなった。これらの結
果よりわれわれは「運動ニューロンからオ
リゴデンドロサイト産生スイッチングに充
分な Shh シグナリングを pMN ドメインに
入力するためには Sulf1 と Sulf2 両方の活
性が必要であり、ある一定以上の HSPG の
６位硫酸基が除去されなければならない。」
との仮説を提唱した。このことは Sulf1 欠
損マウス、Sulf2 欠損マウス、Sulf1・Sulf2
ダブル欠損マウスとダブルヘテロマウス全
てにおいて同様なフェノタイプを示したこ
とから証明された。すなわち、上記４種の
動物すべてにおいて floor plate 背側の p３
ドメインにおいて Shh の誘導が認められ
ず、Shh シグナリングが胎生 11.5 日齢から
12.5 日齢パターンへの変化が認められな
かった。このことは shh シグナリングの背
側への移行が途中で止まってしまっている
ことを意味する。以上の結果より、運動ニ
ューロン産生からオリゴデンドロサイト産
生へのスイッチングにはある一定以上の６
位硫酸基が切断されることが必要であり、
このことによって初めて充分量の Shh 遊
離が誘導可能となることが示された。 
 このように脊髄発生においてグリコサミ
ノグリカンの構造変化を通してモルフォゲ
ンの濃度制御が行われ、細胞分化が制御され
ていることが明らかとなった。 
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