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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸(CS)合成酵素 CSGalNAcT1 (T1), T2のノックアウ

トマウス(KO)の解析を行って以下の結果を得た。1) T1-KOについては脊髄損傷の圧挫モデルを

確立し、T1-KOでの機能的回復が非常に高率に起こっていることを証明した。2) T1-KOマウス

の視覚可塑性を解析したところ、臨界期が形成されないことが明らかとなった。3) T1 ヘテロ

マウスについては、社会的行動テストでは活動量が亢進しており、社会的アプローチも低下し

ている可能性が示唆され、社会行動性の異常を結論付けるものであった。4) ダブルノックアウ

ト(DKO)は致死的であるという結論に到達した。 

 
研究成果の概要（英文）： I analyzed the CNS of CSGalNAcT1(T1)-knockout mice (T1-KO). 
1)  I postulated the compression model of spinal cord injury in T1-KO, and demonstrated 
better recovery in the functional and the histological aspects from SCI.  
2) The neural plasticity of the visual cortex showed that the critical period was not 
formed in T1-KO. 
3) T1 heterozygous mice showed the hyperactive social behavior and the lower social 
approach, indicating the abnormal higher functions in T1-KO.  
4) T1/T2-double knockout mice (DKO) were lethal at the embryonic stage. 
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１．研究開始当初の背景 
コンドロイチン硫酸(CS)は細胞外基質とし
て非常に重要な物質であり、その合成には
CSGalNAcT1 (T1)が最も重要な段階で関係し
ている。ノックアウトマウス(KO)作製技術を
用いて、報告者は既に T1-KOマウスを作成済
みで、その解析では CS 量が最も豊富な骨端
軟骨の発生が異常になっていることを報告
した(Higa et al., Biochem J 2010)。一方、
この系では CS 量が軟骨で半減し、発生途上
の中枢神経でも 30%程度の減少がみられた。

従って、この系は CS の中枢神経の意義解明
に有用であることが強く推定される状況で
あった。既に一部の研究を始めており、その
端緒となる部分は CS の重要性を見出すに十
分と思われたが、まだ定量性が十分でない状
況であった。 
 
２．研究の目的 
 CSの中枢神経系での機能を、T1-KOおよび、
必要に応じて CSGalNAcT2(T2)-KOを用いて解
析する。当該マウスは、CS 含量が 30－50％
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程度減少しているが、その減少は CS が高濃
度集積している部位で非常に影響が大きい
傾向があるので、成熟することができ、成体
でも解析可能である。しかしながら、微視的、
機能的には種々の異常が認められるため、本
研究課題には最適の材料である。従って、こ
れらの解析を通じて CS の生理的機能が解明
することが期待できた。 
 
３．研究の方法 
 T1-KOはすでに樹立してあり、これは軟骨
の発達異常が軽微にあって体長の減少があ
る以外、大きな異常が見出されず、またこの
系は十分に繁殖可能であるため、解析が容易
である。よって、神経系の解析にも最適であ
ると考えてこれを解析した。中枢神経系の解
析として、脊髄損傷実験、視覚可塑性、行動
実験、発生の解析を行った。 
 
４．研究成果 
コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 (CS) 合 成 酵 素
CSGalNAcT1 (T1), T2 のノックアウトマウス
(KO)の解析（作成法を図１に示した）を行っ
て以下の結果を得た。 
 
(1) 脊髄損傷実験：T1-KO については脊髄損
傷の圧挫モデルを確立し（図２参照）、T1-KO
での機能的回復が非常に高率に起こってい
ることを証明した。すなわち、BMS スコア、
筋電図、落下実験のいずれでも運動機能の圧
倒的な回復が認められた（たとえば図３参
照）。5HT染色の結果から組織化学的にも再生
繊維の存在が立証され、5 倍以上の 5HT 末端
の増加が見出された（図４参照）。損傷領域
の瘢痕サイズは有意に減少し、反応性グリア
のマーカー分子である GFAP染色の減少から、
反応性グリアのサイズも減少したことが見
出された。解析した T1-KOでは CSの量が 25%
減少していた（たとえば図５参照）。これら
は CS 分解酵素コンドロイチナーゼ処理とは
明らかに異なる結果であった。但し、脊髄損
傷の効率的修復はその理由だけではなく、へ
パラン硫酸の発現上昇によっても明らかに
支持されていることを見出した（新潟大学・
武内准教授との共同研究）。 
 
(2) 神経可塑性との関連性： T1-KOマウスの
視覚可塑性を解析したところ、臨界期が形成
されないことが電気生理学的解析から明ら
かとなった。この系で、 GABA 作動薬の
diazepamを投与すると、臨界期の形成は生じ
ており、また視力に相当する VEP (visual 
evoked potential)に異常は認められなかっ
た。一方、このマウスでは視覚野の PNNがマ
ーカーとなる lectin－WFAの染色で著明に減
少していることが証明された（図６参照）。
さらに視覚野での CS 量はほぼ半減している

ことが分かった。これらの結果は、GT1-KOに
より CS 量が減少して PNN への蓄積が起こら
ず、それに基づいて臨界期の発現が生じない
ことを意味すると考えられる。これまで CS
は臨界期の終了のみに影響すると信じられ
てきたが、CSの減少は PNNの形成やそれに基
づく臨界期の開始にも大きく作用すること
が初めて見出された。このように臨界期の開
始・終了の双方に関係する因子はこれまで報
告されておらず、CSの作用機序として全く新
しいものと考えられた（新潟大学・杉山准教
授との共同研究）。 
 
(3) 行動解析： T1ヘテロマウスについては、
記憶学習、感覚、運動、不安様行動、うつ様
行動には有意差は見られなかったが、社会的
行動テストでは活動量が亢進しており、社会
的アプローチも低下している可能性が示唆
され、社会行動性の変化に有意の異常を結論
付けるものであった。これは T1-KOの高次機
能の異常を強く示唆するものであり、ヘテロ
マウスですでに有意な異常が見られたこと
から、以上の結果は、ホモマウスの行動解析
でさらなる大きな変化が明示できるものと
思われた。（生理学研究所・高雄准教授との
共同研究）。 
 
(4) 発生異常：T1-KO, T2-KO の 2 点を作成
することに成功したが、T2-KO は脊髄損傷で
もほとんど改善はなかった。また CS 産生量
も減少は組織化学的にも見出されていない。
T1-KO では大脳皮質の層形成異常が見出され
た。従って、さらなる解析のために双方の交
配によりダブルノックアウト(DKO)を作製し
た。DKO マウスは致死的であるという結論に
到達した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１： ノックアウトマウス作成のコンスト
ラクト 
 T1, T2とも活性に必須の DXDモティーフを
コードするエクソンを除去する形で作成さ
れた。フレームシフトが残るため、正しい活
性を持った酵素は全く生じないことを確認



 

 

している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２： 脊髄損傷モデルの作成 
 正常および遺伝子改変マウスについて、ラ
ミネクトミー法で脊髄を開放し、これにイン
パクターで損傷を与えて脊髄損傷の圧挫モ
デルを作成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：筋電図の回復 
 脊髄損傷により、通常は運動神経の再生が
生じず、筋電図も反応性が小さい（WT）が、
T1-KOでは大きな電位回復が認められ、神経
の再生が機能的に生じている可能性を強く
示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
図４： セロトニン作動性軸索の再生 
 セロトニン(green)で標識した軸索端は、
野生型では全く損傷部位を超えていないが、
T1-KOにおいては広い範囲で損傷部位を超え
ていることが示され、再生が生じていると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：損傷部位における CS合成の減弱 
  抗原性の異なる２種類の抗体 CS-A, CS-D
で認識される、損傷部位の CS産生量はいず
れも減少している。生化学的な解析から、当
該の部位では少なくとも３０％程度の CS合
成低下が明確に認められている。 
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図６： PNNの視覚野における局在の異常 
 PNNは正常では WFAによって強く認識され
る（左）が、T1-KOではほとんど認識できず、
CSの集積が認められないことを強く示唆し
ている。 
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