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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞分化制御に関わるグリコサミノグリカン（GAG）の役割を明らかにするた
め、胎児ラット脳から調製した神経幹細胞、ニューロン、グリア細胞を用いて、各細胞に発現するGAG糖鎖構造
の推定をおこなった。GAG糖鎖構造の修飾に関与する酵素遺伝子の発現解析の結果、神経幹細胞とその分化後の
神経系細胞との間でGAG糖鎖構造全体に著しい構造変化が起きている可能性が明らかになった。この結果は、GAG
糖鎖が神経幹細胞の分化過程で構造変化を起こすことで細胞外マトリックス分子や増殖因子等の生理活性分子と
の相互作用を介して神経幹細胞の分化を制御している可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Glycosaminoglycan (GAG) chains are involved in numerous biological functions
 in the central nervous systems. However, little is known about the structural changes and 
functional role of GAG chains in the differentiation of neural stem cells (NSCs). The structural 
complexity of GAG chains is generated biosynthetically under the control of multiple modification 
enzymes. Therefore, we examined the structural features of GAG chains synthesized by NSCs and other 
neural cells by gene expression analysis for multiple GAG-modification enzymes. Our results 
demonstrated that drastic structural changes of GAG chains occur during the differentiation of NSCs 
into neurons and glial cells. We thus speculate that the structural changes in GAG may be implicated
 in the regulation of NSC differentiation trough interactions with various extracellular matrix 
proteins and growth /neurotrophic factors.
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１．研究開始当初の背景 

 グリコサミノグリカン(GAG)にはコンドロ

イチン硫酸(CS)/デルマタン硫酸(DS)、ヘパラ

ン硫酸(HS)、ケラタン硫酸（KS）などの種類

があり、硫酸化の量や位置の違いにより、多

彩な構造的多様性を持つ。通常、GAGはプロ

テオグリカン(PG)分子に共有結合した多糖側

鎖として細胞表面や細胞間隙に存在し、GAG

糖鎖構造依存的に様々な成長因子や機能分子

との結合を介して細胞微小環境を構築し、組

織の恒常性維持に関与している。中枢神経系

においても多くのPG分子種が存在し、神経系

の発達、損傷、修復の各過程に関与すること

が明らかとなり、PG分子およびGAGが神経組

織の機能発現において重要な役割を果たして

いるという認識が強まってきた。 

 近年になり、PG 分子種が神経系の組織幹

細胞である神経幹細胞にも存在し、PG 分子

及び特定の GAG が神経幹細胞の増殖、維持

過程に影響を与えていること等が報告され

た。幹細胞の増殖や分化といった生理機能は

細胞微小環境において、それを構成する細胞

微小環境分子の働きによって調節されてい

ると考えられている。GAGは細胞微小環境構

成分子として、その糖鎖構造依存的な様式で

様々な機能分子群との結合を調節して細胞

機能の発現に関係しているが、神経幹細胞分

化過程と GAG 糖鎖による細胞微小環境シグ

ナル制御のメカニズムとの関わりについて

は不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、GAG が中枢神経系の細胞微

小環境において分化シグナル制御因子とし

て作用し、GAG 糖鎖構造依存的に神経幹細

胞の分化過程を制御していることを明らか

にする。これにより、神経疾患や脳損傷に対

する再生医療として期待される細胞移植治

療の実現に必須となる神経幹細胞の分化誘

導調節剤としての新規 GAG 糖鎖製剤の開発

や特定の神経系細胞の純化に利用可能な

GAG 糖鎖マーカー確立のための足がかりを

作ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 PG の生理機能は、PG に共有結合した

GAG 糖鎖の微細な構造変化による各種細胞

外マトリックス分子や増殖因子等の生理活

性分子との結合変化を介して発揮される。そ

して、GAG の微細糖鎖構造の生合成過程に

は多くの糖鎖修飾酵素（特に、GAG 糖鎖の

構造多様性を決定付けている硫酸化修飾酵

素やエピメラーゼ）が関与している。そこで、

胎仔ラット脳、および新生仔ラット脳から調

製した神経幹細胞と神経細胞、およびグリア

細胞を用いて GAG糖鎖や、GAG糖鎖の微細

構造形成に関わる修飾酵素群の発現レベル

を生化学的、分子生物学的手法で解析するこ

とで、神経幹細胞の分化に伴う GAG 糖鎖構

造変化を推定し、GAG 糖鎖構造依存的な神

経幹細胞の分化制御機構を明らかにするこ

とを試みた。 

 

４．研究成果 

（1）神経幹細胞の分化誘導前後の GAG糖鎖

修飾酵素の発現解析 

 胎仔ラット脳からニューロスフィア法を

用いて調製した神経幹細胞は、培養液から増

殖因子を除いて培養することで分化誘導が

おこり神経細胞、アストロサイト、オリゴデ

ンドロサイトを含む混合培養系となる。まず、

神経幹細胞の未分化性の維持や分化過程に

関わる GAG 糖鎖構造の手がかりを得ること

を試みた。分化誘導前後の神経幹細胞につい

て抗 GAG抗体や抗 PG抗体を用いたウエス

タンブロット分析をおこなった結果、各抗体

に対して分化前後で全く異なる反応性を示

した。また、微細糖鎖構造形成に関わる糖鎖

修飾酵素遺伝子の定量的 PCR 分析をおこな

った結果、分化誘導前後で糖鎖修飾酵素遺伝



子発現に興味深い相違が見られた。 

 

（2）神経幹細胞、神経細胞、グリア細胞間

の GAG糖鎖修飾酵素の発現解析 

 次に、神経幹細胞の分化誘導前後に見られ

た GAG糖鎖構造変化を示唆する結果が、分

化後のどの神経系細胞に起因するものかを

調べた。胎仔ラット脳、および新生仔ラット

脳から神経幹細胞、ニューロン、アストロサ

イト、オリゴデンドロサイトの単離培養系を

調製した。オリゴデンドロサイトは NG2陽

性の前駆細胞とミエリン塩基性タンパク陽

性の成熟細胞を調製した。各培養系における

糖鎖修飾酵素遺伝子群の発現プロファイル

を定量的 PCR分析により詳細に解析した結

果、以下のことが明らかになった。CS/DS

糖鎖修飾については、神経幹細胞に比べて、

アストロサイトおよびオリゴデンドロサイ

トで高硫酸化糖鎖単位合成に関わる酵素遺

伝子発現に大きな変化が見られ、その傾向は

オリゴデンドロサイトで特に強いことがわ

かった。KS糖鎖修飾については、神経幹細

胞に比べて、ニューロン、およびオリゴデン

ドロサイトで高硫酸化糖鎖単位合成に関わ

る酵素の発現変化が大きいことがわかった。

HS糖鎖修飾については、神経幹細胞に比べ

て、ニューロンで特殊な高硫酸化糖鎖単位合

成に関わる酵素の発現変化が特に大きいこ

とがわかった。さらに、特定の HS糖鎖単位

の脱硫酸化に関わる酵素遺伝子発現にも興

味深い変化が見られた。 

 以上の結果から、神経幹細胞の分化に伴い

GAG 糖鎖全体がダイナミックに変化するこ

とで、GAG 糖鎖が分化過程に対して柔軟な

制御システムを与えている可能性が示唆さ

れる。 
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