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研究成果の概要（和文）：発生期に、神経細胞は、分化誘導、軸索ガイダンス、シナプス形成を

制御するシグナルを受容し、機能的な回路網を作り上げる。本研究は、ヘパラン硫酸の６位を

脱硫酸化するスルファターゼ遺伝子（SulfFP1 と SulfFP2）と細胞外でリゾフォスファチジン酸

を合成する Enpp2 遺伝子に注目し、ノックアウトマウスの解析を通して、糖鎖と脂質メディエ

ーターを介した制御が神経回路形成に重要であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Neural circuits are formed by the combined actions of extracellular 
signals that regulate cell differentiation, axon guidance, and synaptogenesis. In this study, 
we focus on novel sulfatases (SulfFP1 and SulfFP2) that hydrolyzes 6-O-sulfate in the 
heparan sulfate chain, and also on Enpp2 involved in extracellular production of 
lysophosphatidic acid. We have shown that dynamic regulation of heparan sulfate and lipid 
mediators plays important roles in neural development. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経回路は、胎児期に、神経細胞の分化、
軸索誘導、シナプス形成、活動依存的な回路
再編を経て形成される。この過程で、神経細
胞は周囲の細胞や細胞外環境から種々のシ
グナルを受け取り、機能的な神経回路を構築
する。これまでの研究により、分化した神経
細胞の軸索を特定の標的へ誘導する軸索ガ

イダンス分子が発見され、次いで、特異的な
受容体が同定された。神経軸索は、これらを
介した軸索の誘引と反発により誘導され、正
しい神経回路が形成される。また、近年、軸
索ガイダンスの制御調節機構として、ヘパラ
ン硫酸プロテオグリカンの役割が注目され
ている。 
 ヘパラン硫酸プロテオグリカンは、細胞外
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に存在する糖蛋白質であり、細胞の増殖、分
化、形態形成などを調節する。これら多様な
生物活性は、プロテオグリカンのコア蛋白に
共有結合しているヘパラン硫酸糖鎖とシグ
ナル分子、受容体、細胞外マトリクス分子の
相互作用により発揮される。ヘパラン硫酸は、
ウロン酸（グルクロン酸またはイズロン酸）
と N-アセチルグルコサミンからなる二糖が
繰り返した構造を持ち、グルクロン酸または
イズロン酸の 2-O-位と N-アセチルグルコサ
ミンの 6-O-位、N-位の３カ所が主に硫酸化さ
れている。ヘパラン硫酸は、糖鎖の全長にわ
たって不均一なエピマー化と硫酸化構造を
から成る構造多様性を持ち、特定の構造がリ
ガンド結合の特異性と親和性を規定すると
言われている。中でも、６-O-硫酸の割合が、
発生、加齢、癌化などに伴って変化すること、
それにより FGFシグナル伝達に変化が見られ
ることから、６-O-硫酸がヘパラン硫酸依存
性シグナル伝達にとって重要であると考え
られている。 
 ヘパラン硫酸は、直鎖状の二糖の繰り返し
構造が合成された後、N-脱アセチル化・硫酸
化、エピマー化、硫酸転移が起こり、多様性
を持つ構造が完成する。これまで、ヘパラン
硫酸の硫酸化パターンは、生合成時に働く複
数の硫酸転移酵素の働きにより決定される
と考えられてきた。しかしながら、我々が発
見した Sulfatase FP1 と Sulfatase FP2 が、
ヘパラン硫酸糖鎖中の N-アセチルグルコサ
ミンの 6-O-位の硫酸基を選択的に加水分解
する活性を持つこと、in vitro で Wnt シグナ
ルを活性化し、FGF シグナルを抑制するなど
の機能を持つことが明らかにされるにつれ
て、これらエンド型スルファターゼも硫酸化
パターンの形成を変化させることにより、ヘ
パラン硫酸機能を調節する重要な因子であ
ると考えられるようになってきた。 
 一方、Enpp2 遺伝子がコードするオートタ
キシンは、細胞外でリゾフォスファチジン酸
（LPA）を合成する酵素である。LPA は、少な
くとも６種類の特異的なＧ蛋白質共役型受
容体を介して、細胞の増殖、分化、生存、移
動などを制御すると考えられている。LPA 受
容体は胎児神経系で強く発現しており、神経
前駆細胞の分裂を促進するというデータも
報告されている。しかしながら、オートタキ
シンによる細胞外 LPA産生の神経発生におけ
る働きは不明であった。 
２．研究の目的 
 Sulfatase FP は、ヘパラン硫酸の脱硫酸化
修飾を介して細胞外シグナルを調節すると
考えられるが、その生理機能についてはよく
分かっていない。また、Enpp2 遺伝子がコー
ドするオートタキシンは、細胞外で LPA を
合成するが、その生理的な意義は不明であ
った。そこで、本研究では、ノックアウトマ

ウスを用いて、これらの遺伝子の神経回路形
成における役割を解明することを目的とし
た。 
３．研究の方法 
 定法に従って、ノックアウトマウスを作成
し、形態学的、生化学的、機能的な異常の有
無を調べた。更に、見出した異常については、
その成因となる分子機序を追求した。 
４．研究成果 
（１）SulfFP ノックアウトマウスの作成と解
析 
 SulfFP1 と SulfFP2 の単独遺伝子破壊マウ
スは、外見上大きな異常は見られなかった。
そこで、新生児マウスの脳からヘパラン硫酸
を抽出し、ヘパリナーゼを用いて二糖単位に
分解した後、その組成を HPLC で解析した。
その結果、SulfFP1 または SulfFP2 ノックア
ウトマウスの脳から取り出したヘパラン硫
酸 で は 、 野 生 型 マ ウ ス に 比 べ て 、
ΔUA2S-GlcNS6S の割合が増加し、ΔUA2S-GlcNS
の割合が減少していた。従って、SulfFP が、
生体内で６位の硫酸基を分解する活性を持
ち、ヘパラン硫酸の生理的な硫酸化パターン
を作り出すために機能していることが明ら
かとなった。更に、ダブルノックアウトマウ
スでは、ΔUA2S-GlcNS6S とΔUA2S-GlcNS の割
合が、より大きく変化していたことから、
SulfFP1 と SulfFP2 は、redundant に働くと
考えられた。 
（２）SulfFP ノックアウトマウスにおける神
経回路形成異常 
 ダブルノックアウトマウスの脳を調べた
ところ、大きな形態異常は無いが、皮質脊髄
路の形成に異常があることが分かった。ニュ
ーロフィラメント抗体で染色した新生児脳
を観察すると、ダブルノックアウトマウスの
中脳側面で馬蹄形の異常な神経線維の走行
が見られた。大脳脚付近を走行していること
から皮質脊髄路であると推測された。そこで、
大脳皮質へ DiIを注入して皮質脊髄路を標識
したところ、この異常な神経線維が DiI 標識
され、大脳皮質からに由来する線維であるこ
とが確認された。皮質脊髄路線維は、正常で
は、大脳皮質第５層に起始し、内包を経て後
方へ伸長した後、視床下部後部の側面で脳表
に出て、橋内側へ向かって伸長してから、橋
核の中を貫通し、延髄腹側部を下降する。そ
の後、延髄で背側へ方向を変えて正中を交差
し、脊髄へ下降する。この長い経路の中で、
netrin、slit、ephrin、Wnt など数多くの軸
索ガイダンス分子の作用を受けて、最終標的
へ誘導されることが知られている。ダブルノ
ックアウトマウスの皮質脊髄路線維は、橋の
レベルで内側へ向かわず、外側を背側に向か
って伸長し、上丘・下丘へ向かった後、多く
の線維が橋へ戻ってくることが観察された。
これは、あたかも皮質脊髄路線維が、腹側の



軸索反発因子に反発されているか、もしくは、
背側の軸索誘引因子によって誘引されてい
るように思われた。 
 皮質脊髄路の異常は、両方の遺伝子が破壊
された場合にのみ観察され、SulfFP1 か
SulfFP2 のいずれかの遺伝子の１コピーが残
っていても観察されなかった。従って、２つ
の遺伝子が重複して発現している部位で機
能喪失が起こった場合にのみのみ引き起こ
される可能性が高いと考えられた。そこで、
胎生 15 日の遺伝子発現を in situ ハイブリ
ダイゼーションにより調べたところ、
SulfFP2 が比較的広く発現しているのに対し、
SulfFP1 は大脳皮質、脳室脈絡叢、第三脳室
の脳室帯に比較的限局して発現しており、２
つの遺伝子が重複して強く発現しているの
は、大脳皮質と第三脳室の脳室帯の細胞であ
った。 
 そこで、SulfFP 遺伝子がどこで発現するこ
とが皮質脊髄路の形成に必要であるかを調
べるために、電気穿孔法を用いて SulfFP 遺
伝子を脳の様々な部位に導入し、ダブルノッ
クアウトマウスの皮質脊髄路形成異常が回
復するかどうかを調べた。その結果、視床下
部後方から中脳にかけて SulfFP 遺伝子を導
入した場合に、表現型が回復することが分か
った。更に、この領域の第三脳室脳室帯の細
胞（放射状グリア細胞）に特異的に SulfFP
遺伝子を導入する方法を確立し、放射状グリ
ア細胞に SulfFP 遺伝子を発現にさせること
により表現型が回復することを明らかにし
た。更に放射状グリア細胞に発現させた
SulfFP 蛋白質は、皮質ニューロンの軸索が走
行する髄膜直下に局在することが分かった。
以上の結果から、放射状グリア細胞に発現す
る SulfFP 遺伝子は、皮質脊髄軸索の伸長経
路でヘパラン硫酸を変化させることにより、
皮質軸索を誘導していると考えられた。 
 最後に皮質脊髄路形成異常を引き起こす
責任分子として、軸索反発物質 Slit2 を同定
した。Slit2 mRNA は第三脳室の脳室帯に多量
に発現していた。また、Slit2 蛋白質がヘパ
リンに強く結合し、特に 6-O-位の硫酸基が結
合に必要なこと、Slit2 ノックアウトマウス
で皮質ニューロンの軸索走行が異常になる
ことがこれまでの研究により明らかにされ
ていた。そこで、SulfFP ダブルノックアウト
マウスでは、ヘパラン硫酸の６位が過剰に硫
酸化された結果、Slit2 蛋白質が異常に蓄積
し、皮質ニューロンの軸索を反発していると
考えた。実際、Robo2-Fc 結合によりダブルノ
ックアウトマウス脳における Slit2蛋白質の
局在を調べたところ、コントロールのマウス
に比べて、多量に Slit2 蛋白質が皮質ニュー
ロンの軸索走行路上に存在していた。 
 以上の結果から、SulfFP は、ヘパラン硫酸
の生理的な硫酸化パターンを作り出すこと

により、Slit 蛋白の局在を制御し、皮質脊髄
路の形成に必須の役割を担っていることが
明らかになった。 
（３）脂質メディエーターLPA を介した神経
回路形成 

Enpp2 ノックアウトマウスは、胎生８〜９
日頃に死亡し、卵黄嚢の血管形成異常のほか、
embryonic turning の異常、尿膜形成異常、
水疱形成、神経管閉鎖不全などを示した。こ
の時期に Enpp2を多量に発現する卵黄嚢臓側
内胚葉細胞でエンドソームの融合やリソソ
ームの形成が障害されていることを明らか
にした。また、全胚培養系を用いて、臓側内
胚葉細胞におけるリソソーム形成異常が
Rho-ROCK-LIMK シグナルの低下によって引き
起こされることを明らかにした。 
Enpp2 ノックアウトマウスが早期胎生致死

であるため、神経回路形成における役割を調
べ る こ と は 出 来 な か っ た 。 そ こ で 、
Nestin-Creマウスを用いて脳特異的な Enpp2
ノックアウトマウスを作成した。脳特異的
Enpp2 ノックアウトマウスでは、ニューロン
およびグリアにおける Enpp2発現は完全に消
失していたが、目立った異常は観察されなか
った。しかしながら、脳で Enpp2 が発現する
大脳皮質に注目して調べたところ、大脳皮質
の特定の錐体神経細胞に微細な形態異常が
生じることを見いだした。最近リゾフォスフ
ァチジン酸のシナプス形成・可塑性への関与
が報告されており、今後、この形態異常の詳
細と神経機能との関連を調べる必要がある。 
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