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研究成果の概要（和文）：　本研究では、生理機能の不明なオーファン硫酸転移酵素(SULT)のSULT4A1およびSULT7A1の
生理機能解明と生体シグナルの変換・伝達への関与解明を目的に研究を行った。SULT4A1に関しては、ゼブラフィッシ
ュ胚を用いた発生段階での遺伝子発現解析を行った結果、神経系の発生・発達において機能を担っていることを明らか
にした。一方、SULT7A1に関しては、基質特異性を検討して、シクロペンテノン型のプロスタグランジン(PGA2や15d-PG
J2)の硫酸化を明らかにした。以上のことから、SULT4A1およびSULT7A1の生理機能と生体シグナルの変換・伝達への関
与を明らかにすることが出来た。

研究成果の概要（英文）： In this research project, we focused on the evaluation of physiological relevance
 of two kinds of orphan sulfotransferases (SULTs) such as SULT4A1 and SULT7A1 whose biochemical/physiologi
cal functions are unknown. RT-PCR and in situ hybridization analyses using zebrafish embryos revealed that
 SULT4A1 was specifically expressed in whole brain and spinal cord. These results indicate that SULT4A1 pl
ays important roles in the early development of a nervous system of zebrafish embryos. On the other hand, 
detail characterization of mouse SULT7A1 demonstrated that SULT7A1 exhibited the specific sulfating activi
ty toward cyclopentenone prostaglandins including PGA2 and 15-deoxy-delta-12,14-PGJ2 (15d-PGJ2), which wer
e endogenous metabolites of PGE2 and PGD2, respectively, but not PGE2 and PGD2. 
 These studies would encourage us to investigate additional biochemical characterization of these orphan S
ULTs in the pursuit of yet-to-be-defined function.
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１．研究開始当初の背景 
（1）硫酸転移酵素（SULT）に関しては、国
内外にいくつかの研究グループがあり精力
的に研究が行われていた。特に、薬物の解毒
代謝機構としてヒト肝臓の SULTに関する薬
学的研究が多く、研究計画時、テーラーメイ
ド医療を目指した SULTの遺伝子多型に関す
る研究が多数見受けられた。このような
SULT 研究の潮流にあって、申請者らの研究
グループは、マウス SULT に関しては 17 種
類中 12 種類を発見していたことと、全ての
マウス SULTのリコンビナント酵素の発現系
を持つことで、世界でも最も整備されたマウ
ス SULTの研究基盤を有すると確信していた。
また、生体シグナルの変換・伝達への関与に
着目した点、それによって生体制御分子の硫
酸体に新規生理機能を想定した研究を計画
している点など、独創的な発想から独自の研
究領域を確立していた。 
（2）生体内における硫酸化を触媒する酵素
は SULT と呼ばれ、現在までにマウス SULT
は、17種類以上存在することが知られ、その
内の 12 種類を申請者らの研究グループが発
見した実績があった。これらの SULTの多く
は、解毒代謝機構に関与する酵素として研究
されてきたものであるが、数種の新規 SULT
はその生理的な基質が同定されておらず、生
理機能も不明なままのためオーファン SULT
と位置づけられていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、これらのオーファン
SULT の生理機能の解明と生体シグナルの変
換・伝達への関与を中心に研究を実施するこ
とにした。標的としては、オーファン SULT
と位置づけられている SULT4A1 および
SULT7A1に絞り込み、リコンビナント酵素の
調製と生化学的な諸性質の検討、in situハイ
ブリダイゼーションによる組織特異的発現
解析、培養細胞における機能解析などを中心
に研究を実施することにした。これらの研究
の結果より、オーファン SULTを中心に SULT
の生体シグナルの変換・伝達制御機構におけ
る生理機能を明らかにすることにした。 
（1）マウス SULT4A1 は、脳で特異的に発
現する硫酸転移酵素であり、ヒトとマウス
の間でアミノ酸配列が 98％以上保存されて
いるユニークな SULTである。これらの特徴
から、重要な生理機能への関与が示唆され、
最近の報告では統合失調症への関与などが
考えられていた。しかしながら、その基質
分子は同定されていないことから、in situハ
イブリダイゼーションによる組織特異的発
現解析を行うことにより、基質分子を推定
し、それらを発展させ生理的な基質同定か
ら生理機能を解明する。 
（2）マウス SULT7A1に関しては、現在まで
の研究で生体内における情報伝達分子であ
る生理活性脂質プロスタグランジン類を特
異的に硫酸化するユニークな機能を持つこ

とを見出している。プロスタグランジンは、
炎症や免疫、血圧低下作用や血小板凝集作
用など種々の生理活性を持つ化合物群であ
り、アラキドン酸から合成されるエイコサノ
イドの一つである。今回、硫酸化プロスタグ
ランジンの調製法確立とそれらを用いて生
理機能解明を行うことにした。 
 
３．研究の方法 
（1）in situ ハイブリダイゼーションによる
SULT4A1の脳内局在性の検討 

SULT4A1は脳で特異的に発現しているこ
とが知られる、しかしながら、脳の内部に
おいて局所的な発現部位（海馬、視床、小
脳など）や、発現している細胞の種類（ニ
ューロン、グリア、アストロサイトなど）
に関して詳細な結果が得られていない。そ
こで、ゼブラフィッシュをモデルに in situ 
ハイブリダイゼーションによる発現部位の
解析を行った。プローブとしては、SULT4A1
の cDNAを鋳型に in vitro transcriptionによ
る RNAプローブを作製し実験を行った。同
時に、コントロールとして SULT1A1, 
SULT2A1, SULT2B1 などのプローブを用い
た実験を行い比較し、空間的な SULT の局
在性とニッチに関しての情報を得た。 
 次に、SULT4A1は、哺乳動物から魚類
まで幅広い生物種で発現が確認されている。
そこで、ゼブラフィッシュをモデルとして
モルフォリノアンチセンスオリゴの受精卵
へのマイクロインジェクションによる
SULT4A1遺伝子ノックダウン試験を行った。
特に、受精から 10日までの期間における胎
児期から稚魚期において行動学的な観点か
ら解析を進めた。 
 
（2）マウス SULT7A1の生理機能解明 
1) SULT7A1の生物種間の諸性質比較 
 SULT7A1によるプロスタグランジン硫酸
化が生物種間で普遍的に存在するのか調べ
るために、ヒト、ラット、ニワトリ、ゼブラ
フィッシュ、アフリカツメガエルなど種々の
モデル生物のゲノムデータベースの検索を
行った。さらに、これらのモデル生物の
SULT7A1遺伝子が見出された場合、PCRによ
りオープンリーディングフレーム（ORF）を
増幅し、大腸菌発現用ベクター（pGEX シリ
ーズ、または pETシリーズ）にサブクローニ
ングしてリコンビナント酵素を調製した。得
られた酵素を用いて、種々のプロスタグラン
ジン類をはじめとした化合物の硫酸化を検
討し、SULT7A1が生物種を超えてプロスタグ
ランジンを特異的に硫酸化するか確認した。 
 さらに、SULT7A1はマウスで特徴的な発現
を示すことから、PCRや in situハイブリダイ
ゼーションにより SULT7A1 の発現組織を解
析し、生物種間の発現組織の比較等を行った。
これらの結果より、生体内におけるプロスタ
グランジン硫酸化の機能を生体シグナルの
変換・伝達に関連して明らかにした。 



 
2）プロスタグランジン硫酸体の酵素的硫酸
化による調製法確立
 SULT7A1
既に硫酸化が確認されている化合物の酵素
的硫酸化による硫酸体の調製法の確立を行
った。反応には、リコンビナント
と硫酸供与体として活性硫酸
質として
プロスタグランジン硫酸
より単離精製した。さらに、精製した化合物
は、質量分析、
定した。
 
 3) プロスタグランジン硫酸体の生理機能
解明 
 プロスタグランジン硫酸体をプロスタグ
ランジンの標的細胞由来の細胞株に作用し、
その影響を蛍光ディファレンシャル
電気泳動を基盤にしたプロテオーム解析に
よりタンパク質を網羅的に解析することで
検討した。種々のプロスタグランジンおよび
その硫酸体、さらにその他の生体制御分子お
よびその硫酸体の影響を生体シグナルの変
換・伝達に関連して同様に調べて比較解析し
た。 
 
４．研究成果
（1）in situ
SULT4A1

SULT4A1
を得るため、ゼブラフィッシュ胚を用いたホ
ールマウント
ン法による発生段階での遺伝子発現解析を
行った。その結果、
脊髄において発現していることを確認する
ことが出来た

 
 
 
 
 
 

 
図 1. 

SULT4A1
 
また、ノックダウン実験において、前脳、
中脳、後脳の形態的異常が観察された。受精
後 6時間胚においては、既に神経系分化の予
定運命が決まっており、今回
SULT4A1
時間胚では発現していないが、
発現していることが確認出来た。このことか
ら、ノックダウン実験における形態的発達の
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とが考えられた。

）プロスタグランジン硫酸体の酵素的硫酸
化による調製法確立

SULT7A1を用いて
既に硫酸化が確認されている化合物の酵素
的硫酸化による硫酸体の調製法の確立を行
った。反応には、リコンビナント
と硫酸供与体として活性硫酸
質として PGを加えた反応系で行い、反応後
プロスタグランジン硫酸
より単離精製した。さらに、精製した化合物
は、質量分析、NMR
定した。 

プロスタグランジン硫酸体の生理機能
 
プロスタグランジン硫酸体をプロスタグ
ランジンの標的細胞由来の細胞株に作用し、
その影響を蛍光ディファレンシャル
電気泳動を基盤にしたプロテオーム解析に
よりタンパク質を網羅的に解析することで
検討した。種々のプロスタグランジンおよび
その硫酸体、さらにその他の生体制御分子お
よびその硫酸体の影響を生体シグナルの変
換・伝達に関連して同様に調べて比較解析し

 

４．研究成果 
in situ ハイブリダイゼーションによる

SULT4A1の脳内局在性の検討
SULT4A1 の機能解明に向けた新たな糸口
を得るため、ゼブラフィッシュ胚を用いたホ
ールマウント in situ
ン法による発生段階での遺伝子発現解析を
行った。その結果、
脊髄において発現していることを確認する
ことが出来た (図 1)

1. in situハイブリダイゼーションによる
SULT4A1の発現解析

また、ノックダウン実験において、前脳、
中脳、後脳の形態的異常が観察された。受精
時間胚においては、既に神経系分化の予
定運命が決まっており、今回
SULT4A1 の発現を確認したところ受精後
時間胚では発現していないが、
発現していることが確認出来た。このことか
ら、ノックダウン実験における形態的発達の
異常は、SULT4A1遺伝子のノックダウンが大
きく影響して起こったものであるというこ
とが示唆され、SULT4A1
達においてなんらかの機能を担っているこ
とが考えられた。 

）プロスタグランジン硫酸体の酵素的硫酸
化による調製法確立 

を用いて PGB2、PGD
既に硫酸化が確認されている化合物の酵素
的硫酸化による硫酸体の調製法の確立を行
った。反応には、リコンビナント
と硫酸供与体として活性硫酸 PAPS

を加えた反応系で行い、反応後
プロスタグランジン硫酸体を分離用
より単離精製した。さらに、精製した化合物

NMR 等によりその構造を決

プロスタグランジン硫酸体の生理機能

プロスタグランジン硫酸体をプロスタグ
ランジンの標的細胞由来の細胞株に作用し、
その影響を蛍光ディファレンシャル
電気泳動を基盤にしたプロテオーム解析に
よりタンパク質を網羅的に解析することで
検討した。種々のプロスタグランジンおよび
その硫酸体、さらにその他の生体制御分子お
よびその硫酸体の影響を生体シグナルの変
換・伝達に関連して同様に調べて比較解析し

ハイブリダイゼーションによる
の脳内局在性の検討 
の機能解明に向けた新たな糸口

を得るため、ゼブラフィッシュ胚を用いたホ
in situ ハイブリダイゼーショ

ン法による発生段階での遺伝子発現解析を
行った。その結果、SULT4A1は脳全体および
脊髄において発現していることを確認する

1)。 

ハイブリダイゼーションによる
の発現解析 

また、ノックダウン実験において、前脳、
中脳、後脳の形態的異常が観察された。受精
時間胚においては、既に神経系分化の予
定運命が決まっており、今回

の発現を確認したところ受精後
時間胚では発現していないが、
発現していることが確認出来た。このことか
ら、ノックダウン実験における形態的発達の

遺伝子のノックダウンが大
きく影響して起こったものであるというこ

SULT4A1が神経系の発生・発
達においてなんらかの機能を担っているこ

 

）プロスタグランジン硫酸体の酵素的硫酸

PGD2、PGE2など
既に硫酸化が確認されている化合物の酵素
的硫酸化による硫酸体の調製法の確立を行
った。反応には、リコンビナント SULT7A1

PAPSそして基
を加えた反応系で行い、反応後

体を分離用HPLCに
より単離精製した。さらに、精製した化合物

等によりその構造を決

プロスタグランジン硫酸体の生理機能

プロスタグランジン硫酸体をプロスタグ
ランジンの標的細胞由来の細胞株に作用し、
その影響を蛍光ディファレンシャル二次元
電気泳動を基盤にしたプロテオーム解析に
よりタンパク質を網羅的に解析することで
検討した。種々のプロスタグランジンおよび
その硫酸体、さらにその他の生体制御分子お
よびその硫酸体の影響を生体シグナルの変
換・伝達に関連して同様に調べて比較解析し

ハイブリダイゼーションによる
 

の機能解明に向けた新たな糸口
を得るため、ゼブラフィッシュ胚を用いたホ

ハイブリダイゼーショ
ン法による発生段階での遺伝子発現解析を

は脳全体および
脊髄において発現していることを確認する

ハイブリダイゼーションによる

また、ノックダウン実験において、前脳、
中脳、後脳の形態的異常が観察された。受精
時間胚においては、既に神経系分化の予
定運命が決まっており、今回 RT-PCR で

の発現を確認したところ受精後
時間胚では発現していないが、6 時間胚では
発現していることが確認出来た。このことか
ら、ノックダウン実験における形態的発達の

遺伝子のノックダウンが大
きく影響して起こったものであるというこ

が神経系の発生・発
達においてなんらかの機能を担っているこ

）プロスタグランジン硫酸体の酵素的硫酸

など
既に硫酸化が確認されている化合物の酵素
的硫酸化による硫酸体の調製法の確立を行

SULT7A1
そして基

を加えた反応系で行い、反応後
に

より単離精製した。さらに、精製した化合物
等によりその構造を決

プロスタグランジン硫酸体の生理機能

プロスタグランジン硫酸体をプロスタグ
ランジンの標的細胞由来の細胞株に作用し、

次元
電気泳動を基盤にしたプロテオーム解析に
よりタンパク質を網羅的に解析することで
検討した。種々のプロスタグランジンおよび
その硫酸体、さらにその他の生体制御分子お
よびその硫酸体の影響を生体シグナルの変
換・伝達に関連して同様に調べて比較解析し

ハイブリダイゼーションによる

の機能解明に向けた新たな糸口
を得るため、ゼブラフィッシュ胚を用いたホ

ハイブリダイゼーショ
ン法による発生段階での遺伝子発現解析を

は脳全体および
脊髄において発現していることを確認する

ハイブリダイゼーションによる

また、ノックダウン実験において、前脳、
中脳、後脳の形態的異常が観察された。受精
時間胚においては、既に神経系分化の予

で
の発現を確認したところ受精後 3

時間胚では
発現していることが確認出来た。このことか
ら、ノックダウン実験における形態的発達の

遺伝子のノックダウンが大
きく影響して起こったものであるというこ

が神経系の発生・発
達においてなんらかの機能を担っているこ

 
（2）マウス
1) 硫酸転移酵素
質比較
 マウス
様々なモデル生物のゲノムデーターベース
を調べたところ、ヒトやチンパンジーなどの
霊長類やゼブラフィッシュなどの魚類には
SULT7A1
きなかった。一方、ラットやウシ、ニワトリ、
アメリカツメガエルといった
哺乳類や鳥類、両性類では、
がタンパク質をコードしている遺伝子とし
て見出された。マウス
配列との相同性は、それぞれ、
64%、
は、両生類、鳥類、霊長類以外の哺乳類に広
く保存され、その触媒作用の保存性は、今後
の検討課題となった。
 マウス
RT-PCR
った。その結果、小腸上皮細胞特異的に発現
していることが明らかとなった。また、ラッ
トに免疫して作成した抗
いてタンパク質発現の解析を行った結果、や
はり小腸特異的に発現していた。プロスタグ
ランジンは腸管においては粘膜保護作用や
腸管免疫作用を有することから、本酵素は小
腸における上述のプロスタグランジンの生
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体の分離・精製手法も確立することができた。
こうして、基質である 15d-PGJ2の約 30%の硫
酸体を調製することが可能になった。 
 
3)プロスタグランジン硫酸体の生理機能解明 
 免疫担当細胞である白血球T細胞やマクロ
ファージの細胞株(JurkatとRAW264.7)にプロ
スタグランジン硫酸体を作用させ、その影響
を蛍光ディファレンシャル二次元電気泳動
により解析した。その結果、白血球 T細胞株
(Jurkat)においては、T細胞活性化や免疫シナ
プス形成に関わる plasmin-2 を始めとした 9
つのタンパク質スポットの発現変動が認め
られた。マクロファージ細胞株(RAW264.7)
では、マクロファージの食作用に重要な働き
をもつ protein disulfide-isomerase A3を始めと
した 6つのタンパク質スポットの発現変動が
認められた。以上のことから、15d-PGJ2硫酸
体は、免疫担当細胞に作用し、その免疫機能
に何らかの影響を与えていることが明らか
となった。 
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