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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ糖脂質であるスルファチドは、様々な分子種が存在し、細胞プロセスに関
連する多くの分子と相互作用することが示されている。本研究は、後根神経節の分子種解析、スルファチド欠損
による表現型解析、発現時期の特定をおこなった。スルファチド分子種は、シュワン細胞発生初期から発現し、
成体では分子種の種類が増加した。これらの分子種の欠損は、有髄シュワンのパラノード異常と無髄シュワン細
胞が直径の大きな軸索を取り囲むなどの形態異常を示した。これらの結果から、スルファチド分子種の発現はシ
ュワン細胞の生涯にわたって維持され、分子種特異的な相互分子が存在し、発現時期特異的な役割をもつ可能性
が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Sulfatide, a sphingoglycolipid, exists in a variety of molecular species and
 has been shown to interact with many molecules related to cellular processes. In this study, we 
analyzed the molecular species of dorsal root ganglia (DRG), analyzed the phenotype caused by their 
loss, and identified the timing of their expression. Sulfatide molecular species were expressed from
 early Schwann cell development, and the number of molecular species type increased in adults. 
Deletion of these molecular species resulted in abnormal paranode in myelinated Schwann and 
morphological abnormalities such as unmyelinated Schwann cells surrounding axons with large 
diameters. These results suggest that the expression of sulfatide molecular species is maintained 
throughout life of Schwann cells and that a molecular species-specific role may exist.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
スルファチドは、髄鞘に豊富に含まれる主要糖脂質であるため、中枢神経系におけるスルファチドの機能解析は
様々な視点から研究が行われてきた。しかし、末梢神経系については報告がなかった。本研究では、様々な分子
の詳細な局在分析を可能とする質量顕微鏡技術を発生学に導入・融合することで糖脂質を分化マーカーとする細
胞探索が可能となり、シュワン細胞におけるスルファチド分子種の時空間的情報さらにはスルファチド欠損マウ
スの詳細な解析をおこなった。これらの成果は、シュワン細胞系譜に新たな知見を加えることができ、ひいては
シュワン前駆細胞成熟誘導という難治性神経疾患の未来医療発展への一助となるであろう。

※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 

スルファチドは、髄鞘に豊富に含まれる硫酸化糖脂質で、脂肪酸の長さ、不飽和度、ヒドロキ

シ基の有無などにおける構造多様性をもち、奇数炭素数の脂肪酸、高飽和度のものを含め３７種

類もの分子種が知られている。われわれは、今までに、スルファチド欠損マウスにおいて、オリ

ゴデンドロサイトの成熟とミエリン形成に異常がみられることを示してきた（Honke K and 

Hirahara Y. et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2002; Hirahara Y. et al., Glia, 2004）。さ

らに近年、脂質解析に最も有効な方法である質量顕微鏡の技術をとりいれ、オリゴデンドロサイ

ト発生過程におけるスルファチド分子種の発現パターンを明らかにし、質量顕微鏡技術と発生

学を組み合わせることで新たな知見が得られることを証明した（Hirahara Y. et al., J 

Neurochem, 2017）。また、スルファチドは、中枢神経系のみならず末梢神経のシュワン細胞系譜

の追跡にも使えるマーカーとなる。シュワン細胞前駆体発生初期から無髄シュワン細胞・有髄シ

ュワン細胞へと分化過程におけるスルファチドの機能は何か？ どのようにスルファチド分子種

が使い分けられるのか？ スルファチドと共局在し機能に関わる分子は何か？ これらの学術的

問いに対して解答を与える。 

 

２．研究の目的 

スルファチドは、髄鞘に豊富に含まれる主要糖脂質であるため、中枢神経の髄鞘におけるスル

ファチドの機能解析は、われわれを含めこれまでに様々な視点から研究がおこなわれてきた。

しかし、末梢神経系については、シュワン細胞のマーカーにはスルファチドが使われているも

ののその機能解析に関しては報告がない。シュワン細胞発生初期からの分化マーカーであるス

ルファチドは、シュワン細胞成熟過程において様々な機能をもつであろうことが考えられる。

われわれは、これまでに、さまざまな分子の詳細な局在分析を可能とする質量顕微鏡技術を発

生学に導入・融合することで糖脂質を分化マーカーとする細胞探索を可能にしてきた。それら

の技術を駆使し、シュワン細胞におけるスルファチド分子種の時空間的情報とそれらに付随す

る分子の同定、さらにはスルファチド欠損マウスの詳細な解析をおこなう。これらの成果によ

り、シュワン細胞系譜に新たな知見を加えることで、ひいてはシュワン前駆細胞成熟への誘導

という難治性神経疾患の未来医療への展開に貢献するであろう。 

 

３．研究の方法 

スルファチド分子種の時空間的局在を質量分析による分子情報と顕微鏡による形態情報を一度

に解析し、生体試料の質量分析画像を取得できる質量顕微鏡 iMScope-prototype を用い、後根

神経節（DRG）のスルファチド分子種検出に適化した蒸着再結晶法の条件を検討した。それらの

条件下、ニワトリ胚または C57BL/6 野生型マウス DRG におけるシュワン細胞発生過程のスルフ

ァチド分子種の同定をおこなった。また、質量顕微鏡解析（IMS 解析）に使用した試料の連続

切片に対し、分化マーカーの組み合わせにより免疫組織化学を施し、質量顕微鏡像と比較する

ことにより、スルファチド産生細胞の同定をおこなった。さらに、スルファチド欠損マウス

DRG のシュワン細胞分化成熟度を調べ、有髄・無髄シュワンの形態を電子顕微鏡レベルで解析

をした（動物実験研究課題承認番号：20-086, 21-053, 22-076）。スルファチド分子種と共

局在する分子の同定をするために、EMARS 法の確立（生きている細胞の表面膜上に存在する任



意の分子と近接する分子を標識し、細胞膜マクロドメインにおける膜上分子の相互作用解析ツ

ール (Honke K. The J. Biochem, 2018）をおこなった。 

 

４．研究成果 

ニワトリ E5 DRG 領域の免疫組織化学解析では、シュワン前駆細胞 (Sox10+/Sox2+）が確認され

たがスルファチド抗体 DI8 陽性シグナルは検出されなかった。一方の IMS 解析では、m/z  778.5 

(C16 スルファチド: 脂肪酸炭素数 16), m/z  806.5 (C18 スルファチド: 脂肪酸炭素数 18), 

m/z  888.6 (C24:1 スルファチド: 脂肪酸炭素数 24のうち、不飽和結合を１含む) , m/z  890.6 

(C24 スルファチド: 脂肪酸炭素数 24）の 4つのスルファチド分子種を検出した。ニワトリ E8 で

は、DRG の形態が明確になると共に、その領域にシュワン前駆細胞を確認し、さらにスルファチ

ド抗体 DI8 陽性シグナルがシュワン前駆細胞の周りにドッド状に検出され、発生が進むととも

に DRG におけるシグナル強度が増した。IMS 解析においても、ニワトリ E5 で検出した 4 つのス

ルファチド分子種をより強度に検出した。DRG 発生初期では、C16 スルファチドが主であるが、

発生に伴い C24 スルファチドも増加してくる。IMS 解析のスペクトル強度の比の比較

（Phosphatidylinositol(PI) ：m/z 885.5 を内部標準とした）をおこなったところ、スルファ

チド分子種の産生量も増加することがわかった。スルファチド分子種のシグナル強度の推移を

示したグラフは、免疫染色解析でのシグナル強度と相関がとれる結果となった。マウス胚に対す

る IMS 解析においては、E16 以降の DRG を含む末梢神経にスルファチド分子種が発現し始め、ニ

ワトリ胚と同様の４種のスルファチド分子種が確認された。４種以外の３分子種も早い発生時

期に検出された。DI8 免疫染色像と IMS 像の比較においても同様の分布強度を示した。 

スルファチド分子種は、シュワン細胞前駆細胞から発現し、シュワン細胞の成熟に何らかの役

割をもっていることが示唆されたので、スルファチド欠損マウス DRG におけるシュワン前駆細

胞数の解析をおこなった。スルファチド欠損マウスでは生後３日で野生型と比較して、シュワン

前駆細胞が増加し、生後７日で減少傾向が見られ、成熟亢進を示唆する結果が得られた。増殖に

関わるものか分化促進に関わる変化かを明らかにするためには、さらなる分化マーカーを組み

合わせた解析が必要となる。 

一方で、マウス成獣 DRG では 14種のスルファチドが検出された。発現パターンには PI の局在

と同じ神経細胞体周囲領域と軸索リッチ領域に発現する分子種（C16、C18 スルファチド）と軸

索リッチ領域のみに局在する分子種が存在していた。分子種特異的局在傾向が見られることか

ら無髄シュワン細胞、有髄シュワン細胞で異なった分子種のスルファチドが機能していること

が考えられる。さらに、マウス成獣 DRG のスルファチド欠損は、無髄シュワン細胞と有髄シュワ

ン細胞で微細構造の異常が電子顕微鏡解析により明らかとなった。無髄神経を支持する無髄シ

ュワン細胞では、野生型と比較して、一つの無髄シュワンが取り囲む軸索の太さのばらつきが大

きく、無髄シュワン細胞自体が軸索を全周的に囲めないなどの変化がみられた。有髄シュワン細

胞に関しては、中枢神経系のオリゴデンドロサイトでみられたパラノードの異常と同様の構造

変化がみられた。 

スルファチド分子種と共局在する分子の同定をするために、初代培養が比較的容易にでき、分

化ステージ細胞単一培養系を回収できるオリゴデンドロサイト前駆細胞を使って EMARS 法の確

立をおこなった。スルファチド抗体 O４と DI8 を使い、スルファチド近傍分子の FITC 標識を行

い、それらの分子の回収をおこなった。プロテオーム解析は、東京医科歯科大学リサーチコアセ

ンターに依頼した。しかしながら、プロテオーム解析用の十分なペプチドを得ることができず、

さらなるサンプルの再調整、回収方法の改良等が必要となった。改良を続け、効率のよう回収法



は構築できたが、期限内にタンパク同定には至らなかった。 

DRG においてシュワン細胞前駆体が発現してすぐに 4 種のスルファチド分子種が存在している

ことが明らかとなり、シュワン前駆細胞がスルファチド分子種を産生している可能性が示唆さ

れた。また、シグナル強度の比較から、発生初期には、脂肪酸の短いスルファチドが主に産生さ

れること、成熟過程において脂肪酸の長い分子種の産生量も増加してくることが明らかとなっ

た。中枢神経系においては、オリゴデンドロサイト初期発生で関与するスルファチドは、C16 ス

ルファチド、C18 スルファチドのみで、髄鞘形成過程において C24 スルファチドが主になる。中

枢神経系とのスルファチド分子種の役割の違いを示す結果である。加えて、スルファチド欠損マ

ウス DRG では、生後３日でシュワン前駆細胞が増加し、生後７日で減少傾向が見られ、成熟亢進

を示唆する結果が得られた。さらなるマーカーを用いた検討が必要であるが、中枢神経系でも見

られているスルファチド分子種が成熟制御の負の制御因子として働いている可能性も示唆して

いる。電子顕微鏡の結果からは、スルファチドが欠如することで無髄神経の構造でも変化が確認

された。成獣の DRG の IMS 解析結果では、分子種特異的局在傾向が見られることから無髄シュワ

ン細胞、有髄シュワン細胞で異なった分子種のスルファチドが機能していることが考えられる。

この研究により、スルファチド分子種がシュワン細胞発生初期からシュワンの成熟に関わり、分

子種特異的な役割を持って髄鞘形成、あるいは無髄神経に関与する無髄シュワン細胞の機能に

役割を担っていることが明らかとなった（論文執筆中）。 
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