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研究成果の概要（和文）：ヘパラン硫酸生合成酵素の１つであるEXTL3の生物学的機能を明らかにしようとして
いる。脳のグルタミン酸作動性神経特異的なExtl3ノックアウトマウスの作製に成功した。外見上、行動上の特
徴として、これまでのところ、目立った異常は検出されていない。より高次な機能への影響があるか、他の酵素
による補填があるのかもしれない。T細胞特異的なExtl3ノックアウトマウスの作製にも成功した。脾臓を用いて
T細胞の分化の度合いを調べたところ、未分化の傾向があることを見出した。EXTL3変異患者由来の各グリコサミ
ノグリカン鎖の含有量、二糖組成を調べた。患者のヘパラン硫酸は、健常人のものと比較して減少していた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is elucidation of the biological roles of EXTL3, a 
biosynthetic enzyme of heparan sulfate. Brain glutamatergic nerve-specific Extl3-deficient mice were
 successfully generated and their behavioral as well as physical phenotypes were investigated. So 
far, typical abnormalities have not been observed. It may be involved in the higher functions in 
brain. Other enzymes may compensate the enzymatic activity of Extl3. T cell-specific Extl3-deficient
 mice were also successfully generated. Using the spleenish cells, differentiation of T cells was 
examined, and it turned out to tend to be immature. Cells of a patient with mutation in EXTL3 were 
cultured and the amount as well as the disaccharide compositions of glycosaminoglycans from them 
were examined. Heparan sulfate from the patient was reduced compared with that from a healthy 
subject.

研究分野： 生物系薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘパラン硫酸は生体内に普遍的に存在し、細胞の増殖や分化など、非常に基本的な機能に関わっている。ヘパラ
ン硫酸を欠損すると致死となるため、極めて重要な分子である。したがって、ヘパラン硫酸の各臓器における役
割の解明は、科学の発展に大いに貢献することができるため、本研究の学術的な意義は極めて大きい。また、
EXTL3を欠損した遺伝病の患者の報告例はまだ少ないが、今後さらに見つかってくることが予想される。本研究
は、そのような難治性の希少疾患の発症メカニズムの解明や治療法の開発につながる可能性があり、社会的意義
は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がん抑制遺伝子である EXT（extosin）のファミリー分子である extosin-like 3（EXTL3）遺伝

子にコードされるタンパク質は、ヘパラン硫酸の生合成における鍵酵素の１つである。ヘパ

ラン硫酸は動物の細胞表面や細胞外マトリックスに普遍的に存在する硫酸化多糖で、細胞

増殖因子、サイトカイン、モルフォジェンなどの細胞内へのシグナル伝達を調節し、発生や

細胞増殖等、生命の基本的な機能において、重要な役割を果たしている。マウスにおいてヘ

パラン硫酸を先天的に欠損させると、胎生 8.5 日目に致死となる（Lin et al., Dev. Biol., 2000）。

ヘパラン硫酸の糖鎖骨格を合成する酵素は EXT1 と EXT2 のヘテロダイマーであり、これら

の欠損が原因で遺伝性多発性外骨腫を発症することが知られている。EXTL3 の欠損が遺伝

性多発生外骨腫を発症するという報告はないものの、EXTL3 もヘパラン硫酸生合成酵素の

一つであり、マウスにおいては、その欠損によって胎生致死となる。つまり、EXTL3 もヘ

パラン硫酸の生合成に不可欠であることが示唆されている。しかし、致死となる時期は

EXT1 や EXT2 より若干遅く（胎生 9 日目）、詳細な違いは不明である。また EXTL3 は、膵

臓の β 細胞の再生に関わる因子として発見された REG1 の受容体としての機能が推定され

ている（Kobayashi et al., J. Biol. Chem., 2000）。ヘパラン硫酸合成のための糖転移酵素として

機能するのであれば、ゴルジ体に存在するべきであるが、EXTL3 はゴルジ体のみならず、

細胞表面にも存在している。また、REG1 は様々な臓器で合成される分子であるため、近年、

REG1 の他の機能も注目されている。例えば、分化、炎症、がん化などと REG1 との関連が

報告され、特に、脳神経系において、神経突起の伸長を促進する活性があり（Acquatella-Tran 

Van Ba et al., J. Biol. Chem., 2012）、この機能発現のためにも細胞表面の EXTL3 が受容体と

して機能していることが明らかになっている。さらに、最近、EXTL3 の先天的欠損による

遺伝病が連続して見つかり、EXTL3 の欠損によって、骨異形成症や神経-免疫-骨格異形成症

（neuro-immuno-skeletal dysplasia）を発症することが報告されている（Guo et al., J. Hum. Genet., 

2017、Volpi et al., J. Exp. Med., 2017、Oud et al., Am. J. Hum. Genet., 2017）。これらの疾患がヘ

パラン硫酸多糖の合成不全を原因とするのか、EXTL3 のもつ他の機能とも関与しているの

か不明である。この解明が本研究の長期的目標であるが、まずは、脳および血球系（T 細胞）

において、EXTL3 の果たす役割を詳細に調べることを本研究課題の目標とする。 

 
２．研究の目的 
EXTL3 のもつ生物学的機能を明らかにすることが目的である。EXTL3 はヘパラン硫酸生合

成酵素の１つと考えられているが、同じくヘパラン硫酸の糖鎖骨格の形成に関わる

EXT1/EXT2 とは若干性質が異なる。つまり、細胞内での局在部位やノックアウトマウスの

致死となる時期、ヘテロ接合体での表現型、生合成過程での硫酸化修飾に与える影響などが

異なっている。そこで、特定の臓器（脳と T 細胞）に注目し、これらの臓器での特異的な欠

損を利用することにより、EXTL3 の果たす生物学的意義を解明しようとしている。 
 
３．研究の方法 
【実験１】脳での EXTL3 の機能解析：脳での EXTL3 の機能を調べるため、大脳や海馬に

多く存在することが知られている興奮性グルタミン酸神経に特異的に発現している

CaMKIIαのプロモーターの下流に Cre 遺伝子を導入したマウスと、EXTL3 の Flox マウスを

交配することにより、これらの神経細胞で特異的に EXTL3 を欠損したマウスを作製する。



得られたマウスの外見上の特徴、行動上の特徴を観察する。また、異なる発生段階で脳を摘

出し、脳をさらに細かく分け、各部位でのヘパラン硫酸、コンドロイチン硫酸の構造を解析

し、ヘテロあるいは野生型の同腹子と比較する。具体的には、各グリコサミノグリカン鎖の

含有量、二糖組成、鎖長を調べる。EXTL3 の欠損により、ヘパラン硫酸の生合成が 4 番目

までの糖で停止している可能性が考えられるので、組織からコアタンパク質との結合部分

のオリゴ糖を単離し、構造を調べる。また、発生段階の異なる脳を用いて、脳内でのヘパラ

ン硫酸と EXTL3 の分布を、各成分に特異的な抗体を利用して免疫組織染色により調べ、大

脳や海馬の発生や機能への影響を探索する。マウスの行動についても、Y-迷路試験、新奇物

体認識試験等を実施し、短期および物体認知記憶などの脳機能を調べる。 

【実験２】血球系（T 細胞）での EXTL3 の機能解析：血球系（T 細胞）で特異的に EXTL3

をノックアウトしたマウスを作製する。得られたマウスの外見上の特徴、行動上の特徴を観

察する。また、血球を採取し、【実験１】と同様の方法でヘパラン硫酸、コンドロイチン硫

酸の構造を解析し、ヘテロあるいは野生型の同腹子と比較する。なお、コンドロイチン硫酸

は、ヘパラン硫酸の生合成の変化によって、その合成が影響を受ける場合が多いことがよく

知られている。 

【実験３】EXTL3 変異患者由来のヘパラン硫酸の解析： EXTL3 変異患者由来の細胞を培

養し、各グリコサミノグリカン鎖を精製し、その含有量、二糖組成、鎖長を調べる。EXTL3

の欠損により、ヘパラン硫酸の合成がどの段階で停止しているのかを明らかにし、ヘパラン

硫酸の欠損の程度を調べることによって、疾患発症における EXTL3 の影響を検証する。 
 

４．研究成果 

EXTL3 のもつ生物学的機能を明らかにするため、特定の臓器（脳と T 細胞）に注目し、こ

れらの臓器での特異的な欠損を利用することにより、EXTL3 の果たす生物学的意義を解明

しようとしている。 

脳のグルタミン酸作動性神経に特異的にExtl3を欠損させたコンディショナルノックアウト

マウスの作製に成功した。このマウスを用いて、外見上の特徴の観察、行動上の特徴の観察

を行った。行動観察に関しては、オープンフィールドテスト、Y 迷路試験、複数の試験を行

った。オープンフィールドテストは複数回繰り返し行っているが、これまでのところ、同腹

子の野生型マウスと比較して、目立った異常は検出されていない。外見上の特徴も特に目立

ったものは、今のところ見出されていない。Y 迷路試験など認知機能に関する試験でも、目

立った異常は検出されていない。より高次な機能への影響があるか、他の酵素による補填が

あるのかもしれない。新奇物体認識試験等を実施中であり、短期および物体認知記憶などの

脳機能を調べている。今後も引き続き様々な観察を続ける予定である。これまでの研究の途

中経過は国内の学会で発表している。 

T 細胞に特異的に Extl3 を欠損させたコンディショナルノックアウトマウスの作製に成功し

た。このマウスを用いて、外見上の特徴を観察、脾臓を用いた T 細胞の分化・成熟の度合い

を調べた。これまでのところ、外見上の特徴は特に目立ったものはなかった。FACS での解

析において、T 細胞の成熟度に若干未分化の傾向があることを見出したので、再現性の確認

と詳細な解析を続けている。これらの研究成果の一部は、国内学会において発表した。 

EXTL3 変異患者由来の細胞を培養し、各グリコサミノグリカン鎖を精製し、その含有量、

二糖組成を調べた。患者の細胞に由来するヘパラン硫酸は、その含有量が、健常人のものと

比較して減少していた。細胞表面の HS を FACS で解析し、発現量の減少を確認している。



HS 鎖の本数の解析も行い、減少していることを見出している。鎖長もゲル濾過クロマトグ

ラフィーで調べ、短縮化の傾向が見られた。引き続き、詳細な解析を行っている。これらの

研究成果の一部は、国内および国際学会において、発表した。 

また、これら EXTL3 の研究に関して、国際学会に基調講演の演者として招待され、発表し

た。ただし実際には渡航できなかったため、ZOOM で講演した。さらに、EXTL3 について

まとめた総説論文を、単著で、国際学術雑誌に発表した。 
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