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研究成果の概要（和文）：グリコサミノグリカン（GAG）生合成酵素遺伝子の変異に基づく遺伝病について、疾
患発症の分子メカニズムを解明するために実験を行った。患者で見つかっている変異型酵素タンパク質の組換え
体を作製し、酵素活性の測定を行い、野生型と定量的な比較を行なった。その結果、変異型酵素の活性低下が確
認できた。GAG生合成の鍵酵素の１つであるEXTL3の変異患者から細胞を調製し、GAG鎖を精製し、その含有量、
二糖組成、鎖長を調べ、健常人のデータと比較し、構造の変化を見出した。三種のExtl3 コンディショナルノッ
クアウトマウスを作製し、T細胞分化への影響、脳の発達への影響、腎糸球体基底膜への影響を調べた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have investigated the pathogenetic mechanisms of some 
genetic diseases caused by the mutations in glycosaminoglycan (GAG) biosynthetic enzymes. Their 
biochemical study had been limited. We have prepared a series of recombinant proteins with mutations
 reported to be presumable causes of such genetic diseases. The activities of recombinant enzymes 
were quantitively compared with those of wild-type proteins, and their reduction could be confirmed.
 In addition, immortalized cells were prepared from a patient with a genetic disease of a GAG 
biosynthetic enzyme, EXTL3. GAGs were purified from the cultured cells and their amount, 
disaccharide composition and chain length were analyzed. Compared with those from control subjects, 
they were significantly changed. We also generated three conditional knockout mice of EXTL3. 
T-cell-specific, brain-specific, and kidney-specific conditional knockout mice were obtained and 
effects on the corresponding organs were elucidated.

研究分野：生物系薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グリコサミノグリカン生合成酵素遺伝子の変異に基づく遺伝病について、疾患発症の分子メカニズムを解明する
ために実験を行った。その詳細なメカニズムが解明できれば、本疾患の治療法の開発につながる。また、グリコ
サミノグリカン生合成酵素の欠損は、正常に機能していないシグナル伝達経路を補完するアゴニストの投与によ
って治療効果が現れる可能性があり、他の遺伝性疾患への波及効果も期待できる。

※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 
ヘパラン硫酸（HS）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。HS

の糖鎖骨格を合成する酵素は、exostosin 1 

(EXT1)と EXT2のヘテロダイマーであり（図

１）、マウスにおいては、その欠損によって胎生

8.5日目に致死となる（Lin et al. Dev Biol, 2000）。

exostosin-like 3 (EXTL3)も HS生合成酵素の１つ

であり、その完全欠損によって胎生致死となる

ため（Takahashi et al. BBRC, 2009）、HSの生合成

に不可欠である。最近、EXTL3 遺伝子の変異に

基づく遺伝病（免疫不全を伴う脊椎骨端

骨幹端異形成症）が、申請者らを含む複

数のグループによって相次いで報告された（Oud et al. Am J Hum Genet, 2017; Volpi et al. J Exp Med, 

2017; Guo et al. J Hum Genet, 2017）。この疾患においては、骨格系、神経系、免疫系に特に顕著な

症状が見られる（図２）。HS の欠損は全身で普遍的に起こっていると予想されるが、これらの

器官・組織で特に顕著な症状が現れることの詳細はわかっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、EXTL3遺伝子の変異に基づく遺伝病について、患者由来の不死化した細胞と、

部位特異的ノックアウト（KO）マウスを利用して、各器官・組織における HS の機能を明らか

にすることで、本疾患発症の分子メカニズムを解明するとともに、その治療法の開発を目指した。

その詳細なメカニズムが解明できれば、本疾患の治療法の開発につながると予想している。また、

本研究を通じて、組織特異的な HSの機能解明という基礎科学分野でも成果が期待できる。さら

に、本疾患のみならず、HSなどのグリコサミノグリカン生合成酵素の欠損は、正常に機能して

いないシグナル伝達経路を補完するアゴニストの投与によって治療効果が現れる可能性があり、

他の遺伝性疾患への波及効果も期待できる。 
 
３．研究の方法 
【実験１】変異型組換えタンパク質の解析：これまでに EXTL3の変異による患者は 14例、変異

型は 6種類が報告されている。しかし、変異型タンパク質の酵素活性を実際に測定したケースは

１例しかない（Guo et al. J Hum Genet, 2017）。そこで、それぞれの変異型酵素について、組換え

タンパク質を作製し、酵素活性の測定を行い、野生型と定量的な比較を行う。活性に低下が見ら

れない場合に関しては、緑色蛍光タンパク質と融合させた形で発現させ、細胞内での局在の変化

を調べる。その他の HS生合成酵素の変異による疾患についても同様に調べる。 

【実験２】EXTL3変異患者由来の細胞の解析： EXTL3変異患者由来の血球細胞を不死化し、リ

ンパ芽球様細胞を樹立する。この細胞を培養し、HS鎖を精製し、その含有量、二糖組成、鎖長

図１ HSの糖鎖骨格部分の生合成機構 
 

図２ EXTL3遺伝子の変異に基づく遺伝病患者の臨床症
 



を調べ、健常人の血液から調製したリンパ芽球様細胞の結果と比較する。EXTL3の欠損により、

HSの生合成がどのように影響を受けているのかを生化学的に解明する。 

【実験３】LCK-Creマウスを用いた T細胞特異的 Extl3 KOマウスの解析：EXTL3変異患者にお

いては、T細胞陰性の顕著な重症複合免疫不全症（SCID）が見られ、オーメン症候群のような症

状も観察されている。そこで、T細胞特異的な発現を制御する Lck近位プロモーターの Creマウ

スと Extl3の floxマウスを交配させ、T細胞特異的 Extl3コンディショナル KOマウスを作製し、

本マウスにおいて T 細胞分化への影響を調べる。対象マウスから血球を採取し、フローサイト

メトリーで解析することにより、CD3、CD4、CD8などの細胞表面抗原の発現を調べ、同腹子の

野生型やヘテロ型マウスと比較することにより、T細胞分化への影響を検証する。また、血球細

胞の HSについて、構造解析を行い、その変化を確認する。 

【実験４】CaMKIIα-Creマウスを用いた脳特異的 Extl3 KOマウスの解析：EXTL3変異患者にお

いては、知的障害が見られており、脳の発達にも異常を来たしている可能性が考えられる。そこ

で、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

交配させ、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し、脳の発達への影響

を調べる。オープンフィールド試験、Y-迷路試験、高架式十字迷路試験、新奇物体認識試験、明

暗箱選択試験等を実施し、同腹子の野生型やヘテロ型マウスと比較することにより、短期および

物体認知記憶などの脳機能への影響を検証する。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 HSの構造解析を行い、その変化を確認する。さらに、脳の切片を作

製し、抗 HS抗体で免疫染色を行うことで、脳内での HS分布の変化を観察する。 

 

４．研究成果 

【実験１】組換えタンパク質の解析：EXTL3 と同様にグリコサミノグリカン生合成酵素の１つ

であるキシロース転移酵素について、患者で見つかっている変異型酵素タンパク質の組換え体

を作製し、酵素活性の測定を行い、野生型と定量的な比較を行なった。活性の低下が確認でき、

複数の国内、国際学会で成果を発表した。この研究の過程で、２種類のキシロース転移酵素の基

質特異性の違いを新たに発見した。また、ゴルジ体内で UDP を UMP に変換する酵素の欠損で

も、同様の疾患が見つかったため、ゴルジ体内に蓄積した UDP が HS 生合成酵素群を阻害する

可能性を予測し、実験を行ったところ、予想通りの結果が得られた。さらに、HS生合成酵素の

基質である糖-ヌクレオチドのゴルジ体へのトランスポーターの KOマウスを作製し、解析した。

この成果については、論文発表した。その他の成果については現在論文作成中である。 

【実験２】患者由来の細胞の解析： HSの生合成の鍵酵素の１つである EXTL3変異患者由来の

不死化した細胞を培養して大量に増やし、ここから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、健常人やヘテロ体（父親）由来の細胞のデータと比較し、構造の変

化を見出した。 

【実験３】T細胞特異的 Extl3 KOマウスの解析： T細胞特異的 Extl3 コンディショナル KOマ

ウスを作製し、T細胞分化への影響を調べた。マウスから血球を採取し、フローサイトメトリー

で解析することにより、CD3、CD4、CD8などの細胞表面抗原の発現を調べ、同腹子の野生型や

ヘテロ型マウスと比較した。T細胞分化に遅れがあることを発見し、国内、国際学会で成果を発

表した。 

【実験４】脳特異的 Extl3 KOマウスの解析：神経細胞で特異的に EXTL3を欠損したコンディシ

ョナル KOマウスを作製し、脳の発達への影響を調べた。オープンフィールド試験、Y-迷路試験、



高架式十字迷路試験、新奇物体認識試験を実施し、同腹子の野生型やヘテロ型マウスと比較し、

短期および物体認知記憶などの脳機能への影響を検証した。明確な差が見られなかったので、さ

らに遺伝子の半分は完全欠損したマウスも作出し、それらについても同様の解析を行なった。現

時点で、有意な差は見られていない。ただし、途中経過を学会発表した。次に、海馬など脳のい

くつかの組織における Extl3mRNAの発現をリアルタイム PCRで、HSの発現を免疫染色によっ

て、解析した。しかし、こちらでも有意な差は見られず、KOしているグルタミン酸作動性神経

の周囲の細胞が、補填的に産生している可能性が考えられる。 

また、EXTL3 ではないが、グリコサミノグリカン生合成酵素の１つであるガラクトース転移酵

素 IIについて、欠損ゼブラフィッシュを作成し、その表現型の解析を行って、学会で報告した。

さらに、これらグリコサミノグリカン生合成酵素変異に基づく遺伝病についての総説論文を作

成し、発表した。 

【実験５】腎糸球体特異的 Extl3 KOマウスの解析：追加実験として、腎臓のタコ足細胞で特異

的に Extl3を欠損したコンディショナル KOマウスを作製した。腎糸球体基底膜のへパラン硫酸

に影響が及んでいるのかについて調べた。この成果を学会で発表した。 
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