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１． は じ め に

哺乳類の複雑な中枢神経組織が構築される過程は，大き

く分けて四つのステップに分類される．まず，神経管から

大脳，中脳，小脳などの中枢神経組織のコンパートメント

が形作られる過程（patterning），その後，それぞれの神経

組織から神経幹細胞が細胞分裂を繰り返し，神経細胞やグ

リア細胞への分化が進み，新たに作られた細胞がしかるべ

き場所へ遊走していく過程（neurogenesis），そして，神経

細胞がターゲットとなる神経細胞へ軸索を投射して神経回

路が形成される過程（axon guidance），最後に，シナプス

が形成され（synaptogenesis），中枢神経組織が構築されて

いくのである．

これらのステップのうち，軸索ガイダンスにおいて，ヘ

パラン硫酸プロテオグリカンは「投射する軸索はターゲッ

トとする細胞から分泌される因子の濃度勾配に従って導か

れる」という１９世紀末にカハールが提唱した概念「ニュー

ロトロピズム仮説」に関わる重要な分子の一つであると考

えられてきた．ヘパラン硫酸糖鎖がさまざまな分子と結合

することが生化学実験によって確認されていることや，中

枢神経組織の細胞外マトリックスを構成したり，軸索の表

面にも発現したりすることから，ターゲットとなる細胞か

ら分泌された軸索ガイダンス分子の濃度勾配を形成した

り，ガイダンス分子が軸索の受容体に結合するのを修飾し

たりする作用があると考えられてきた（図１）．しかし，

ヘパラン硫酸プロテオグリカンの役割が実際の哺乳類の中

枢神経組織で証明されたのは，２１世紀に入ってヘパラン

硫酸の合成経路が明らかとなり，その合成酵素のノックア

ウトマウスが作成され，その表現型が明らかになってから

のことである．本総説では，我々が取り組んできたヘパラ

ン硫酸合成酵素 Ext１のコンディショナルノックアウトマ

ウスの研究を中心にヘパラン硫酸の軸索ガイダンスの役割

についての最新の知見を紹介したい．

２． ヘパラン硫酸プロテオグリカンの生合成

ヘパラン硫酸は，グルクロン酸と N -アセチルグルコサ

ミンの二糖の繰り返し構造による基本糖鎖が，局所的に硫

酸化されたグリコサミノグリカン糖鎖である．生体内で

は，タンパク質（コアタンパク質）と共有結合して，ヘパ

ラン硫酸プロテオグリカンとして発現している．ヘパラン

硫酸プロテオグリカンは大きく分けて，シンデカン，グリ

ピカン，パールカン，アグリンの四つに分類される．その

うち，シンデカンとグリピカンは細胞表面に発現している

プロテオグリカンで，シンデカンのコアタンパク質には膜
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貫通ドメインがあり，グリピカンのコアタンパク質は，糖

化ホスファチジルイノシトール（GPI）を介して細胞膜と

結合している．シンデカンは４種類，グリピカンは６種類

のコアタンパク質があり，それぞれシンデカンファミリー

とグリピカンファミリーを構成している．一方，パールカ

ンとアグリンは，細胞外に分泌され細胞外マトリックスと

なるプロテオグリカンである．このように，ヘパラン硫酸

に結合するコアタンパク質は複数種存在し，しかも，その

糖鎖の局所的な硫酸化は，さまざまな硫酸転移酵素（N -

アセチル／N -硫酸転移酵素，C５エピ化酵素，６-O 硫酸転

移酵素，２-O 硫酸転移酵素，３-O 硫酸転移酵素など）に担

われており，こうして多彩な糖タンパク質群が構成される

（図２）．

３． コアタンパク質の遺伝子欠損マウス

ヘパラン硫酸プロテオグリカンと軸索ガイダンスとの関

連を検証するために，過去にヘパラン硫酸の投与やヘパラ

ン硫酸を化学的に分解する実験が行われ，ゴキブリの肢発

生でのパイオニアアクソンの投射が障害されたり１），両生

類の視神経投射が障害されたりする現象２，３）が報告された．

しかし一方で，さまざまなヘパラン硫酸プロテオグリカン

のノックアウトマウスが作成され，運動神経の神経筋接合

部のシナプス形成がアグリンのノックアウトマウスで欠

損４），パールカンのノックアウトマウスでアセチルコリン

エステラーゼの局在が消失５）という大きな表現型が報告さ

れたが，予想していたような脳組織内のガイダンスに著し

い障害が生じるなどの異常はみられなかった．この意外な

ほどに軸索ガイダンスの異常がみられなかった理由の一つ

として，脳組織では様々な種類のヘパラン硫酸プロテオグ

リカンが発現しており，一つのコアタンパク質の遺伝子欠

損マウスを作成しても他のコアタンパクのヘパラン硫酸プ

ロテオグリカンが代償しているためという可能性が考えら

れた．もう一つの理由として，ヘパラン硫酸プロテオグリ

カンと結合する軸索ガイダンス分子の多くが，コアタンパ

ク質よりもむしろヘパラン硫酸糖鎖と結合することが知ら

れているため，軸索ガイダンスに対する役割を知るために

はヘパラン硫酸を欠損させたノックアウトマウスを作成す

べきだったのかもしれない．この問題を解決するために，

ヘパラン硫酸の合成においてキーとなる酵素をコードする

遺伝子を欠損させることによって，ヘパラン硫酸プロテオ

グリカンの糖鎖を根こそぎ欠損させたマウスを作成し，そ

の表現型を解析する研究が行われた．

４． Ext１遺伝子

ヒトの遺伝性多発性外骨腫（hereditary multiple exostosis）

は，四肢の長い骨に頻繁に骨腫瘍が発生する常染色体優性

遺伝の疾患である．この疾患患者のゲノムから，EXT１と

EXT２とよばれる遺伝子の変異がみつかり，これらの遺伝

子は，がん抑制遺伝子として考えられていた．実はその

後，EXT１がヘパラン硫酸欠損細胞株のヘパラン硫酸合成

能を回復させることや６），EXT２がウシ血清から精製され

たヘパラン硫酸合成酵素として同定された７）ことから，

EXT１と EXT２がヘパラン硫酸の合成に重要な酵素を

コードする遺伝子であることが明らかになったのである．

図１ ヘパラン硫酸プロテオグリカンの軸索ガイダンスにおける役割のイメージ
ターゲットとなる神経細胞から分泌されるガイダンス分子は細胞外マトリックスを構成するヘパラン硫酸
プロテオグリカンと結合し，濃度勾配が形成される．その濃度勾配に従って，軸索が誘導される．細胞表
面に発現するヘパラン硫酸は，ガイダンス分子と受容体との結合を修飾する．
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しかも，ゴルジ体で Ext１と Ext２との二量体が形成される

ことが，ヘパラン硫酸糖鎖の基本構造であるグルクロン酸

と N -アセチルグルコサミンの二糖繰り返し構造を伸長さ

せる必要条件であることが明らかとなり８，９），さらに，Ext１

のノックアウトマウスでは，胎生期の原腸形成時期に致死

であり，ヘパラン硫酸が合成されないことが確認された１０）．

そこで我々は，発生段階の中枢神経組織選択的に Ext１

を欠損させるコンディショナルノックアウトマウスを作成

して，脳組織の解析を行った．Ext１の exon１の両端を

loxP 遺伝子で修飾した Ext１floxアリルを有するマウスを作

成し，Nestin-promoter による Cre トランスジェニックマウ

スと交配させ，脳の表現型を解析した．Nestinは神経幹細

胞に発現する中間径フィラメントであり，Nestin-promoter

によって，マウス胎生期９．５日目には Cre酵素が脳の神経

細胞で発現し，loxP で修飾された遺伝子を欠損させるこ

とができる．

作成された Ext１コンディショナルノックアウトマウス

は，生直後に死亡した．マウスの外観には奇形が無く，中

枢神経組織の異常によって死亡したと考えられた．そのマ

ウスの脳は，嗅球の欠損，大脳皮質の矮小化，小脳の低形

成の三つの大きな形態異常を伴っていた（図３）．これら

の異常と同様の異常が，ヘパラン硫酸に結合する成長因子

の一つである fibroblast growth factor８（FGF８）の変異マ

ウスでも報告されており１１），一連の研究によって，FGF８

シグナリングが Ext１コンディショナルノックアウトマウ

スで障害されていることが示された１２）．

５． Ext１コンディショナルノックアウトマウスの

軸索ガイダンス異常

Ext１コンディショナルノックアウトマウスの大脳皮質

は，神経幹細胞の分裂が阻害され，神経細胞の数が減少し

矮小化していた．しかし，大脳皮質の層構造は障害されて

図２ ヘパラン硫酸の合成経路
コアタンパク質のセリン残基に四糖構造が結合したあと，Extl２と Extl３とが N -アセチルグルコサ
ミンを結合させ，それから Ext１と Ext２とのヘテロダイマー形成によって，N -アセチルグルコサ
ミンとグルクロン酸を交互に結合し糖鎖が延長される．その後，さまざまな酵素群によって，糖
鎖が硫酸化されたり，修飾を受けたりする．
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おらず，神経細胞の分布は保たれていた．このことは，ヘ

パラン硫酸は神経幹細胞の分裂には重要だが，神経細胞の

遊走にはあまり関係がないということを示唆するのかもし

れない．最近報告されたグリピカン-１やパールカンの

ノックアウトマウスで有意に大脳皮質が小さいという表現

型がみられるが１３，１４），大脳皮質の層構造は保たれていると

いう結果と一致している．

層構造が保たれた Ext１コンディショナルノックアウト

マウスの脳組織において，著しい軸索投射異常がみられ

た．哺乳類の脳には，正中線を越える交連線維として，脳

梁と海馬交連と前交連があるが，これらの線維のガイダン

スが完全に障害されていた．脳梁と前交連の軸索は，正中

線を越えず，脳の腹側へ向かって誤った投射（図４）を示

しており，海馬交連は形成されず海馬采周辺で軸索が迷走

していた．これらの軸索投射異常は，ヘパラン硫酸プロテ

オグリカンが軸索ガイダンスに不可欠な分子であることを

証明している．

６． 視神経のガイダンスエラー

神経細胞を培養する際に広く用いられている無血清培養

液である Neurobasal medium中で大脳皮質細胞を培養し，

その軸索伸長を観察すると，Ext１コンディショナルノッ

クアウトマウスの神経細胞も野生型の神経細胞と全く変わ

らず軸索を伸長させる．交連線維の無形成は軸索の伸長の

障害ではなく，軸索ガイダンスが障害されていることによ

ると考えられた．我々は，このガイダンス異常のメカニズ

ムを明らかにするために，脳よりシンプルな視神経の投射

について研究した．視神経は，網膜にある網膜神経節細胞

の軸索が網膜中央の視神経乳頭に集まり，眼球から出て，

脳の外側膝状核へと投射する．網膜は，脳と分離したもう

一つの中枢神経組織である一方，網膜神経節細胞とその軸

索である視神経は視覚情報を脳へ伝えるという明解な役割

の神経であるため，視神経を対象として軸索ガイダンスの

分子メカニズムがこれまで明らかにされてきた１５，１６）．さら

に以前から，ヘパラン硫酸の外的投与や分解によって，両

生類の視神経の投射が障害されることも報告されている．

マウスの視神経は，眼球を出た後，視交叉とよばれる部

位で正中線を越え，９７％の視神経軸索は対側の脳へ投射

し，網膜の腹耳側に分布する網膜神経節細胞からの軸索の

み（全体の３％）正中線を越えず，同側の脳へ投射するこ

とが知られている．Ext１コンディショナルノックアウト

マウスの視神経の表現型を視交叉で観察したところ，対側

の脳へ投射されず，視神経の大部分が，対側の眼から投射

してきた視神経軸索に沿って，逆行性の誤った投射を示し

ていた（図５）．ヘパラン硫酸の消失によって，視神経の

軸索が脳へ投射する手がかりを失い，対側の眼球から投射

してきた視神経軸索を手がかりにして，対側の視神経に

沿った逆行性の投射異常が生じたと考えられた．実は，こ

の特徴的な視神経ガイダンスエラーは，Slitと呼ばれるガ

イダンス分子のノックアウトマウスでも見られる表現型で

ある１７）．Slitは，軸索反発因子で，正中線のグリア細胞が

産生する分泌タンパク質である．軸索に発現する受容体

Roboと結合し，軸索を反発させる作用を発揮する．さら

図３ Ext１コンディショナルノックアウトマウスの脳形態異常
ノックアウトマウス（右）では，嗅球の欠損（矢頭），大脳皮
質の矮小化（Cx），小脳低形成（＊）がみられた．使用許諾を
得て，文献１２から引用改変した．

図４ Ext１コンディショナルノックアウトマウスの脳における
軸索ガイダンス異常

ノックアウトマウス（右）では，野生型のマウス（左）にみら
れるような正中線を越える交連線維である脳梁（CC），海馬交
連（HC），前交連（AC）の軸索ガイダンスがことごとく障害
された．使用許諾を得て，文献１２から引用改変した．

図５ Ext１コンディショナルノックアウトマウスの視神経軸索
ガイダンス異常

ノックアウトマウス（右）の視神経は，野生型（左）の視神経
と異なり，視交叉（＊）を通過した後，対側から投射してきた
視神経に沿って逆行性の異常な投射（矢頭）を示した．使用許
諾を得て，文献１２から引用改変した．
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に，生化学的な実験によると，Slitはヘパラン硫酸と結合

する性質があり，軸索に発現するヘパラン硫酸が Slitと

Roboとの結合を３倍増強させる．細胞表面のヘパラン硫

酸を酵素で分解すると，Slitの軸索反発作用が失われるこ

とが報告されている１８）．しかし，Slitファミリーのうち，

Slit-１と Slit-２のダブルノックアウトマウスの視神経で軸

索投射異常がみられるが，Slit-１または Slit-２それぞれの

ノックアウトマウスでは，ほとんど視神経の投射異常がみ

られない．そこで，Slit-２がホモで欠損し，Slit-１が正常

なマウスの Ext１遺伝子を１アリルだけ欠損させたとこ

ろ，その個体の視神経の大部分が，Ext１コンディショナ

ルノックアウトマウスと同様に，特徴的な視神経ガイダン

スエラーを呈した（図６）．この結果は，マウスの個体発

生において Slitによる視神経ガイダンスにヘパラン硫酸が

必要であることを示唆している１２）．その後，ショウジョウ

バエのシンデカンのホモログの変異によって Slitによるガ

イダンスが障害されたり１９，２０），C. elegans の軸索でヘパラ

ン硫酸を修飾する酵素の遺伝子変異により Slit／Roboシグ

ナリングが障害されたり２１），シンデカンに結合するヘパラ

ン硫酸が Slit／Roboシグナリングを制御すること２２），ゼブ

ラフィッシュの ext２と extl３の変異によって Slit／Roboシ

グナリングが障害され，視神経の投射異常が生じること２３）

など，他の動物種の生体内でも同様にヘパラン硫酸と

Slit／Roboシグナリングによる軸索ガイダンスとの関連が

報告されている．

７． ヘパラン硫酸と Netrin-１依存性軸索ガイダンス

脊髄背側にある交連神経の軸索は，脊髄の発生におい

て，背側から腹側へ伸長し，腹側で正中線を越え，交連線

維を形成する．我々は，前述の Nestin-promoter で誘導さ

れる Cre トランスジェニックマウスを用いた中枢神経組

織選択的 Ext１コンディショナルノックアウトマウスの脊

髄を解析したところ，脊髄のヘパラン硫酸が欠損し，腹側

の交連線維が低形成をきたしていることがわかった．一

方，Wnt１-promoter で誘導される Cre トランスジェニック

マウスを用いて，Ext１floxマウスの Ext１を脊髄の交連神経

選択的に欠損させたところ，軸索が投射していく脊髄腹側

は，ヘパラン硫酸が存在する環境であるにも関わらず，や

はり腹側の交連線維の低形成をきたした（図７）２４）．この結

果は，交連神経自身が発現するヘパラン硫酸が欠損すれ

ば，軸索が投射する領域のヘパラン硫酸が存在しても，軸

索投射異常が生じることを意味している．つまり，細胞自

立的なヘパラン硫酸が軸索誘導に必要であることを生体内

で示した結果である．また，この表現型は，軸索を誘引す

る分泌タンパク質である Netrin-１の遺伝子欠損マウス２５）や

軸索に発現する受容体である Dccの遺伝子欠損マウス２６）で

もみられるうえに，Netrin-１はヘパラン硫酸と非常に強い

結合能をもつ２７）ことから，Netrin-１による軸索ガイダンス

がヘパラン硫酸依存性であることが考えられた．脊髄背側

部から採取したエクスプラントのヘパラン硫酸が欠損して

いると，Netrin-１／Dccの下流シグナルが活性化されていな

いことが示された２４）．また，最近の報告として，ゼブラ

フィッシュのドーパミン作動性間脳脊髄路は，Netrin-１／

Dccによる誘引と Slit／Roboによる反発のバランスで軸索

が正中線に対して平行に走行するように誘導される．その

図６ Ext１が１アリル欠損した Slit-２ノックアウトマウスの視
神経ガイダンス異常

Slit-２ノックアウトマウス（Slit２－／－）または Ext１ヘテロ欠損
マウス（Nes-EXT１ht）では正常な視交叉が形成されるが，Ext１
が１アリル欠損した Slit-２ノックアウトマウス（Slit２－／－Nes-
EXT１ht）では，ガイダンス異常（矢頭）がみられる．＊は視交
叉．使用許諾を得て，文献１２から引用改変した．

図７ 脊髄背側交連神経のガイダンス異常
野生型（I，K）の脊髄背側の交連神経の軸索は腹側で交差する．
交連神経選択的にヘパラン硫酸を欠損させると（J，L），軸索
が異所性に迷入（矢印）し，腹側の交連線維（VC）が減少し
た．wt，野生型；mt，Wnt１-promoter による Ext１コンディ
ショナルノックアウトマウス．使用許諾を得て，文献２４から
引用した．

〔生化学 第８３巻 第３号２２８



２系統のガイダンス分子の作用には，ヘパラン硫酸が必要

であることが明らかになっている２８）．

８． その他のガイダンス分子とヘパラン硫酸

Limbic forebrainと中脳とをつなぐ線維路に存在する神

経軸索の投射が，我々の中枢神経組織選択的 Ext１コン

ディショナルノックアウトマウスで障害されていることが

わかった．この線維路の軸索は，セマフォリン５Aによっ

て誘導されることが知られているが，セマフォリン５Aの

thrombospondin repeat領域は，コンドロイチン硫酸にもヘ

パラン硫酸にも結合し，ヘパラン硫酸と結合したときは軸

索が誘引されるが，コンドロイチン硫酸と結合すると軸索

が反発するという，発現する糖鎖によってまったく逆の作

用を発揮することが明らかになった２９）．これは，神経組織

の発生において，糖鎖の発現が変化することによって，軸

索投射を生体が調節していることを反映しているのかもし

れない．

Ephrinとその受容体 Ephとは，中枢神経組織の軸索ガ

イダンスに関して非常に重要な分子である．しかし，Eph-

rin／Ephによる軸索ガイダンスとヘパラン硫酸との関連は

明らかになっていない．Ephrinと Ephファミリーの分子

のうち，Ephrin-A３のみがヘパラン硫酸と結合することが

明らかになった３０）．ヘパラン硫酸が欠損すると，Ephrin-A３

による EphA受容体の活性化が障害される．Ephrin-A３の

ノックアウトマウスでは，海馬の神経細胞の樹状突起の棘

突起の形成異常がみられる３１）ことから，軸索ガイダンスよ

りはむしろ，Ephrin-A３による棘突起形成に関連している

可能性がある．

９． ヘパラン硫酸プロテオグリカンは神経軸索のアンテナ

以上のように，ヘパラン硫酸を合成する酵素の遺伝子欠

損マウスを作成することによって，ヘパラン硫酸プロテオ

グリカンが軸索ガイダンスに不可欠な分子であることが明

らかとなった．現在明らかになっている軸索ガイダンスに

おける役割はいずれも，細胞表面に発現するヘパラン硫酸

プロテオグリカンが，ガイダンス分子と受容体との結合を

強め，その作用を増幅させる co-receptorとしての役割で

ある．このような役割は，FGFとその受容体と細胞表面

に発現するヘパラン硫酸が２：２：１の割合で結合すると，

受容体の構造が変化し，細胞内へのシグナルが活性化され

るという結晶構造解析の結果から明らかにされている３２）．

また，ヘパラン硫酸の硫酸を修飾させる酵素の一つ６-O

硫酸転移酵素に対するノックアウトマウスで，Ext１コン

ディショナルノックアウトマウスと同様の視交叉形成異常

がみられるが，２-O 硫酸転移酵素の欠損では，視交叉にわ

ずかな投射異常しかみられないことが報告され３３），特定の

硫酸の部位に Slit／Roboシグナリングを増強させる作用が

あることが明らかになった．このようにガイダンス分子と

の結合は，ヘパラン硫酸の特定の硫酸修飾に依存してお

り，神経細胞は，その軸索投射の過程で，軸索に発現する

ヘパラン硫酸プロテオグリカンの硫酸修飾を変化させて，

ガイダンス分子の作用を増強させたり減弱させたりして，

ターゲットとなる細胞へ軸索を投射させていると考えられ

る．ヘパラン硫酸プロテオグリカンは，軸索に立てられた

アンテナのようなものと言えるかもしれない．

１０． お わ り に

軸索投射の過程における神経軸索に発現するヘパラン硫

酸の硫酸修飾の変化が，中枢神経組織の複雑な神経回路構

築に極めて重要であると筆者は考えている．今後，ヘパラ

ン硫酸の硫酸修飾に関わる分子群の解析が進められ，ガイ

ダンス分子の制御機構がさらに明らかにされることに期待

したい．
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