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1. 序論 
 
マウスの胚発生では、受精した日を胚性 0 日目として、2 細胞期と 4 細胞期を経て桑実

胚となり、着床前の胚性 3.5 日には胚盤胞と呼ばれる構造を構築する。胚盤胞は内部細胞
塊が栄養膜に包まれた構造をしており、この内部細胞塊から樹立された細胞がマウス胚性
幹(ES)細胞である(1, 2)。マウス ES 細胞は自己複製能と身体を構成する全ての細胞に分化
する能力、すなわち多能性を有している。この二つの性質を維持して増殖することを未分
化状態という。胚性 3.5 日から発生が進んだ胚性 4.5 日では、内部細胞塊がエピブラスト
と原始内胚葉に分化し、エピブラストを原始内胚葉が覆う構造となる。さらに発生が進む
と胚盤胞は卵筒胚となり、胚性 6.5 日目には原始線条と呼ばれる溝が現れ、ここからエピ
ブラストが胚の内部へ侵入し、内胚葉と中胚葉を形成する。この時に陥入しなかったエピ
ブラストが外胚葉へと分化する。発生に伴い胚の多能性状態が変化するため、胚性 3.5-4.5
日をナイーブ状態、胚性 4.5-5.5 日をフォーマティブ状態、胚性 5.5-7.5 日をプライム状態
と定義し(3‒5)(図 1)、それぞれのステージにおける多能性の維持機構や発生が進む機構を
解明するための研究が多く行われている。 

 

図 1 マウスの胚発生 
 

マウス ES 細胞の未分化性維持と分化誘導には、様々なシグナルや成長因子が関与して
おり、多くの報告が存在する。マウス ES 細胞で機能している主要なシグナルとしては、
LIF(Leukemia inhibitory factor)/Stat3(Signal transducer and activator of transcription)、
BMP4(Bone morphogenetic protein 4)/Smad1/5/8、Wnt/β-catenin、FGF4(Fibroblast 
growth factor 4)/Erk1/2(Extracellular signal-regulated kinases)シグナルがある。これら
4 つのシグナルのうち、LIF、BMP4、Wnt シグナルは未分化性維持に、FGF4 シグナルは
分化の引き金として機能する(6‒8)。LIF シグナルの下流因子である Stat3 が多能性マーカ
ーである Klf4(Kruppel like factor 4 )の転写を促進し、さらに Klf4 が、未分化マーカーと
して知られる Sox2 (Spy-box transcription factor 2 )の転写を促進する(9)。BMP4 シグナ
ルは、下流因子の Smad1/5/8 が Id1,2,3 (Inhibitor of differentiation protein 1,2,3 )の発現
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を誘導し、外胚葉分化を抑制して未分化性を維持する(10)。Wnt シグナルは、受容体の
Frizzled と共受容体である LRP5/6(Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6)
に Wnt リガンドが結合し、下流因子の β-catenin が核移行して転写因子と複合体を形成
する。この複合体によって様々な標的遺伝子の転写が促進される(11)。一方 FGF4 シグナ
ルは、下流因子の Erk1/2 が未分化維持因子である Nanog の発現を抑え、分化を促進する
(12)。この Erk1/2 のリン酸化を、BMP4 シグナルの標的遺伝子である Dusp9 (Dual 
specificity phosphatase 9 )が脱リン酸化して活性を失わせることにより、神経への分化を
阻害することも報告されている(13)。これらのシグナルがバランスを保ち、また他のシグ
ナルとクロストークしながら、下流の転写因子の発現を調節してマウス ES 細胞の未分化
性を維持している(図 2)。 

 

図 2 マウス ES細胞において作用する主要なシグナル 
 
糖鎖は「第三の生命鎖」とも呼ばれる、翻訳後修飾の一種である。糖鎖は多様な構造を

持ち、タンパク質や脂質に付加されている。細胞表面上のタンパク質や分泌されるタンパ
ク質の多くが糖鎖修飾を受けており、多くの重要な生命現象に寄与している。シグナルの
制御もその中の一つで、特定の糖鎖構造にシグナルリガンドや受容体が結合する。我々は
過去に、①LacdiNAc 構造(GalNAcβ1-4GlcNAc)(14)、②ヘパラン硫酸(HS)(15‒18)、③
O-GlcNAc(19‒21)、④T 抗原(Galβ1-3GalNAc) (22)といった糖鎖がシグナル制御を介し
てマウス ES 細胞のナイーブ状態を維持するために必要であることを報告している。 

①の LacdiNAc 構造は、マウス ES 細胞がナイーブ状態の時に多く存在し、分化に伴い
減少する。LIF シグナルは、LIF 受容体と gp130(glycoprotein 130)が複合体を形成するこ
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とで促進される。LacdiNAc 構造を介して LIF 受容体と gp130 が脂質ラフトの構成因子で
ある Caveolin-1 などと結合して脂質ラフト上に局在することで、LIF 受容体と gp130 との
複合体形成が促進し、LIF シグナルが伝達されていた。つまり、LacdiNAc 構造が LIF シグ
ナルを介してマウス ES 細胞の未分化性維持に機能することを明らかにした(14)。②では
HS と BMP4 及び Wnt3a が結合して共受容体として機能し、BMP シグナルと Wnt シグナ
ルを促進した(15, 16)。また、3 位が硫酸化された HS がゴルジ体で Fas と結合し、脂質ラ
フトへの移行が促進されると Fas シグナルが活性化し、下流の Caspase 経路が活性化さ
れた。活性化した Caspase-3 が Nanog を分解し、その結果自発的なプライム状態への分
化が誘導された(17, 18)。これらの事実は、HS がマウス ES 細胞の未分化性の維持、さら
にはナイーブ状態からプライム状態への分化のどちらにも機能することを示している。③
の O-GlcNAc は細胞質と核に存在する唯一の糖鎖修飾である。マウス ES 細胞において、
FGF4 シグナルの構成因子である PKCζ(Protein kinase C ζ)が O-GlcNAc 修飾を受ける
とリン酸化が阻害され、下流の Mek(Mitogen-activated protein kinase kinase)-Erk1/2 経
路が活性化されずに、未分化性が維持されていた(20)。一方、Psme3(Proteasome activator 
subunit 3)は 20S プロテアソームと結合し、タンパク質分解を活性化する。Psme3 が 
O-GlcNAc 修飾されると、mRNA の分解や貯蔵を調節する P ボディの形成に必要な
Ddx6(DEAD-box helicase 6)が Psme3 に結合し、プロテアソームにおいて分解されること
を明らかにした。また、マウス ES 細胞の分化に伴って Ddx6 と P ボディが増加していた。
さらに、Psme3 の O-GlcNAc 修飾部位に変異挿入すると Ddx6 が分解されずに P ボディ
が増加し、多能性コア因子である Klf2 や Klf4 の発現がタンパク質レベルで低下すると共
に、マウス ES 細胞が分化に向かっていた(21)。すなわち、O-GlcNAc 修飾は FGF4 シグナ
ルの抑制やプロテアソームによるタンパク質の分解制御を介した P ボディ形成の阻害によ
って、マウス ES 細胞のナイーブ状態を維持していることが分かった。④の T 抗原はムチ
ン型 O-結合型糖鎖である。Wnt の共受容体である Frizzled-5 は T 抗原を持ち、このＴ抗原
に Galectin-3 が結合するとエンドサイトーシスにより取り込まれ、Wnt シグナルの過剰な
活性化を抑えることで、未分化状態を調節していた(22)。以上①~④で明らかにした事実は、
マウス ES 細胞のナイーブ状態を維持するためのシグナルや転写因子の発現の調節に糖鎖
が非常に重要な役割を担っていることを示している。 

HS などのグリコサミノグライカン(GAG)は、コアタンパク質と結合してプロテオグライ
カンを形成し、細胞表面や細胞マトリックスに存在する。代表的な GAG には、HS、コン
ドロイチン硫酸(CS)/デルマタン硫酸(DS)、ケラタン硫酸(KS)がある。HS、CS/DS はコア
タンパク質のセリン残基(ser)に GlcAβ1-3Galβ1-3Galβ1-4Xylβ-O-ser の四糖から成る
橋渡し領域(23‒25)が結合した先に、それぞれの特徴的な二糖繰り返し構造(図 3)を持つ
(26)。一方、KS の二糖構造はコアタンパク質に N 結合もしくは O 結合で結合している。
それぞれの二糖繰り返し構造が硫酸化修飾を受け、二糖構造と硫酸化パターンの組み合わ
せにより結合できるリガンド分子と受容体が異なる。 
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図 3 代表的な GAGの二糖繰り返し構造 
 
前述の通り、これまでに我々と他のグループによりHSがマウスES 細胞においてBMP4、

Wnt、FGF4、Fas シグナルの活性を促進することで未分化性維持と分化誘導を制御してい
ることが明らかになっている(15‒18, 27‒31)。また、マウス ES 細胞の多能性及び分化に
CS が必要であること(32)や、KS がヒト ES 細胞のマーカーであることも報告されている
(33‒36)。しかし、マウス ES 細胞における DS の機能に関しては未だに不明なままである。 
 DS では、CS の二糖構造である N-アセチルガラクトサミン(GalNAc)とグルクロン酸
(GlcA)の GlcA が、Dermatan sulfate epimerase(Dse) (37, 38)と Dermatan sulfate 
epimerase like(Dsel)(39, 40)によりエピマー化されてイズロン酸(IdoA)となる。その後
Dermatan-4-O-sulfotransferase 1(D4ST1)(41)により GalNAc の 4 位に硫酸基が転移さ
れ、続いて GalNAc の 6 位が N-acetylgalactosamine-4-sulfate 6-O-sulfotransferase 
 (GalNac4S-6ST)(42)に、もしくは IdoA の 2 位が Uronyl-2-sulfotransferase(UST)(43)に
より硫酸化修飾を受ける。D4ST1 は DS 特異的に機能するが、GalNac4S-6ST と UST は
CS でも機能することが知られている(44)(図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 CS/DS合成経路 
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これまでに、マウスの神経幹細胞からの分化に D4ST1 が必要であることが報告されて
いる(45)。D4ST1, Dse のノックアウトマウスは、体の大きさと生存率が低下し、皮膚の脆
弱性が増す(46, 47)。また、D4ST1 は、現在根本的な治療法が開発されていない、エーラ
ス・ダンラス症候群(EDS)の原因遺伝子とされている。EDS とは、皮膚と関節が伸びやす
く、血管がもろく出血しやすくなる病気である(48, 49)。D4ST1, Dse のノックアウトマウ
スが示す皮膚の表現型は、EDS の症状と同じである。一方、Dsel のノックアウトマウスで
は明らかな表現型は認められていない(50)。Dsel は脳での発現が多く、またヒトにおいて
は先天性のうつ病に関与していると報告されている(51) 。これらの報告から、Dse は Dsel
と機能が異なるのではないかと考えられている。 

以上の背景を基に、本研究では、これまでにマウス ES 細胞における機能が明かされて
いない DS の機能を明らかにするため、①精製した DS を添加した幹細胞の神経分化実験
及び、②マウス ES 細胞における硫酸転移酵素である D4ST1 のノックダウン実験と過剰発
現実験を行った。①では DS がマウス ES 細胞とヒト神経幹細胞の神経分化を促進するこ
と、②では D4ST1 がマウス ES 細胞の未分化性と自己複製能に必要であることを新規に明
らかにした。 
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2. 方法 
 
2-1. 使用したデルマタン硫酸ナトリウムについて 

本研究では、マウス ES 細胞及びヒト神経幹細胞の神経分化誘導実験において、ニワト
リ由来のデルマタン硫酸ナトリウム(東京化成工業, 東京)を、それぞれの培地に溶解して添
加した。 
 
2-2. マウス ES細胞の培養 

マウス ES 細胞(R1 株)(52)は、マウス ES 細胞用培地(DMEM(Gibco, ニューヨーク, ア
メリカ), 15% ウシ胎児血清(Nichirei Bioscience, 東京), 1% ペニシリン/ストレプトマイ
シン(Gibco), 0.1mM 2-メルカプトエタノール(Gibco), 0.1mM 非必須アミノ酸(Gibco))に
1000U/ml LIF(オリエンタル酵母, 東京)を添加して培養した。ゼラチンコートしたディッ
シュ(日本ジェネティクス, 東京)にマウス胎児繊維芽細胞(MEF)を接着させ、その上にマウ
ス ES 細胞を 5×105 個となるように播種した。継代と培地交換を 1 日おきに行い、細胞を
回収する時は 0.25% トリプシン-EDTA(Gibco)を用いた。MEF は 10µg/ml マイトマイシ
ン C(Sigma, シドニー, オーストラリア)処理をして不活性化したものを使用した。 

マウス ES 細胞の神経分化誘導時には、まず LIF を除いて低接着ディッシュ(住友ベーク
ライト, 東京)で浮遊培養して胚様体(Embryonic body; EB)を形成した。EB 4 日目(EB day4)
に 1µM レチノイン酸(Sigma)を添加後、EB day6 に 15µg/ml ポリ-L-オルニチン(Sigma)/ 
4µg/ml ラミニン(Cornig, ニューヨーク, アメリカ)コートしたディッシュに接着させて神
経分化用培地(DMEM/F-12(Gibco), 1% N2 サプリメント(Gibco), 1% ペニシリン/ストレ
プトマイシン)を用いて培養した。神経分化誘導中には、1 日おきに培地交換を行い、DS は
EB day0 の時点から 100µg/ml で添加した(図 5)。 

 

 
図 5 マウス ES細胞の神経分化誘導方法 
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2-3. ヒト神経幹細胞の培養 
 14 週胎児(男性)の大脳皮質由来初代神経幹細胞(PhoenixSongs Biologicals, コネチカッ
ト, アメリカ)を使用した。ポリ-L-オルニチン/ラミニンコートしたディッシュに播種し、
ヒト神経幹細胞用培地(DMEM/F-12(Gibco), N2 サプリメント, 0.1% B-27 サプリメント
(Gibco))に 10ng/ml bFGF(wako, 大阪)と 20ng/ml EGF(Epidermal growth factor) 
(PeproTech, ニュージャージー, アメリカ)を添加して培養した(53)。 
 ヒト神経幹細胞の神経分化誘導時には、培地を神経分化用培地(Neurobasal(Gibco), 2% 
B-27 サプリメント, 0.5mM GlutaMAX(Gibco))に変更し、DS は誘導 0 日目から 10µg/ml
で添加した。 
 
2-4. トランスフェクション 
 マウス ES 細胞において、RNA 干渉を利用して D4ST1 を一過的にノックダウン(KD)す
るため、pSilencer 3.1-H1 を用いて siRNA 発現ベクターを作製した。用いた siRNA 配列は
siDirect(http://sidirect2.rnai.jp/)で 2 種類設計した(54)。コントロールには、EGFP に対
する siRNA 配列を作製した。これらの配列を含むオリゴ DNA をアニーリングして二本鎖
にした後、pSilencer 3.1-H1 の HindⅢ及び BamHⅠ認識部位間に挿入した。本研究で用い
た KD 配列を以下に示す。 
Egfp: 5ʼ-GATCCCGCCACAACGTCTATATCATGGGGAAAATCCATGATATAGACGTTGTGG
CTTTTTTGGAAA-3ʼ; 
D4ST1 KD1: 5ʼ-GATCCCCAGCACTACTTCAAGTTCCTGTTTGGCTTCCTGTCACCAAACA
GGAACTTGAAGTAGTGCTGTTTTTTA-3ʼ; 
D4ST1 KD2: 5ʼ-GATCCCTCCTCTTGCTAGGTCTGAATCATTTGCTTCCTGTCACAAATGA
TTCAGACCTAGCAAGAGGATTTTTTA-3ʼ. 
 また、D4ST1 の過剰発現(O/E)のために pCAGI-Puro(程先生より寄贈)を用いて過剰発現
ベクターを作製した。ベクターの作製には pGEM○R -T Easy Vector Systems(Promega,  
ウィスコンシン, アメリカ)を使用した(55)。過剰発現実験では、空ベクターをコントロー
ルとした。 
 トランスフェクションの前日にゼラチンコートした 6cm ディッシュ上にマウス ES 細胞
を 1×106 個播種し、16 時間後に作製したベクター(4µg)を Lipofectamine 2000 
(Invitrogen, マサチューセッツ, アメリカ)を用いてトランスフェクションした。さらに 24
時間後(TF day1)に 2µg/ml ピューロマイシン(Sigma)を培地に添加し、セレクションを開
始した。TF day2 に D4ST1 O/E 細胞、TF day4 に D4ST1 KD 細胞をそれぞれ回収し、各
種解析を行った。 
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2-5. リアルタイム PCR解析 
 TRIzol Reagent(Invitrogen)を用いて回収した細胞からtotal RNAを抽出し、25ng/µl 
Oligo dT Primer(Invitrogen) 、0.5mM dNTPs(Invitrogen) 、10units/µl Super ScriptⅡ
(Invitrogen)、2units/µl RNase OUT(Invitrogen)、10mM DTT(Invitrogen)により逆転写反
応を行った。その後、0.1units/µl RNase H(Invitrogen)処理をし、cDNAサンプルとした。 
 作製した cDNA サンプルと Fast Start Universal SYBR Green Master(ROX)(Roche,  
バーゼル, スイス)を各目的遺伝子特異的なプライマー(表 1)と共に混合し、リアルタイム
PCR 反応により各遺伝子の mRNA 発現量を定量した。PCR 反応、及び解析には
QuantStudio 12K Flex リアルタイム PCR システム(Applied Biosystems, マサチューセッ
ツ, アメリカ)を使用した。 
 遺伝子の絶対定量では、pGEM-T Easy Vector Systems (Promega)を用いて Dse、Dsel、
D4ST1 を pGEM-T ベクターに挿入して検量線を作成し、コピー数を測定した。 
 

表 1 リアルタイム PCR で使用したプライマー配列 

遺伝子名 Forward (5'-3') Reverse (5'-3') 

m.Gapdh TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

m.Dse CCCACAGCTTCTCCTTCTTG CTCCTCAAAAGGGACATCCA 

m.Dsel GAGCTTCTGGATGTATGGAG CTGAACCAGGGAGTGAGG 

m.D4ST1 GCCTGCTCTAACTGGAAACG CTGCCAGAAACACCAAGTCA 

m.Nestin TGCAGACACCTGGAAGAAGTTC CCCAAGGAAATGCAGCTTCA 

m.Musashi1 GGTGGCCTTTCCTCGAAGAG GCCCCCCCACGAAGATC 

m.Pax6 AACCTGGCTAGCGAAAAGCA CCCGTTCAACATCCTTAGTTTATCA 

m.Mash1 CCTCCCCAAACCCCACAT ACAAAGATTGGAAGCATTCTATGAAG 

m.NeuroD1 CCAGCCCACTACCAATTTGG GGGTTCTGCTCAGGCAAGAA 

m.β-Ⅲ-
tubulin 

ATCAGCAAGGTGCGTGAGGAG ATGGACAGGGTGGCGTTGTAG 

m.Map2 TGCCTCTAGCAGCCGAAGA GTTTGTTCTGAGGCTGGCGA 

m.Cdk5r1 CCACTTGCATGCTAAGGCCT CCTCCCCCCAACGATACAG 

m.Tau TCCGCACTCCCCCTAAGTC GTCTGGCATGGGCACAGG 

h.GAPDH CAAAGTTGTCATGGATGACC CCATGGAGAAGGCTGGGG 

h.DSE GAGTCCCTTGGAGACAGCAG GCCAGTATCGTCCATCCAGT 

h.DSEL TCTGGTATGATCCCCAGCTC ACCCAGCCCCATAAGTAACC 
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h.D4ST1 TCCAAGGAAAGGAAAACGGAAG CAGCCACAGTCACAACCTCAAAG 

m.β-actin GCTCTGGCTCCTAGCACCAT GCCACCGATCCACACAGAGT 

m.Oct3/4 CTCACCCTGGGCGTTCTCT AGGCCTCGAAGCGACAGA 

m.Nanog CAGAAAAACCAGTGGTTGAAGACTAG GCAATGGATGCTGGGATACTC 

m.Sox2 GTGGAAACTTTTGTCCGAGACC CGCAGCCGCTTGGC 

m.Fgf5 GCAGCCCACGGGTCAA CGGTTGCTCGGACTGCTT 

m.Otx2 CATGATGTCTTATCTAAAGCAACCG GTCGAGCTGTGCCCTAGTA 

m.T TGCTGCAGTCCCATGATAACTG ATGACTCACAGGCAGCATGCT 

m.Mixl1 GCACGTCGTTCAGCTCGGAGCAGC AGTCATGCTGGGATCCGGAACGTGG 

m.Sox17 GCACAACGCAGAGCTAAGCA CTGCCAAGGTCAACGCCT 

m.Cdx2 GAGCTGGCTGCCACACTTG GCTTCTTCTTGATTTTCCTCTCCTT 

m.Gata6 CCCCTCATCAAGCCACAGAA GTGACAGTTGGCACAGGACAGT 

 
2-6. DS / CS二糖構造解析 
 マウス ES 細胞の EB day0 と EB day12 をセルスクレーパーで回収し、ペレット状にし
た。細胞ペレットを超音波破砕後、アクチナーゼ E(科研製薬, 東京)を用いてタンパク質を
分解した。5% トリクロロ酢酸でタンパク質除去、ジエチルエーテル抽出によってトリク
ロロ酢酸を除去した後、Amicon Ultra-4(3K)(Merk, ダルムシュタット, ドイツ)を使用して
脱塩を行った。さらに、コンドロイチナーゼ(CSase)ABC、CSaseAC-II、CSaseB で DS/CS、
CS、DS をそれぞれ消化し、2-aminobenzamide(2AB)で蛍光標識した後、ポリアミンカラ
ム PA-G(YMC, 京都)を用いた陰イオン交換 HPLC を行った(56, 57)。二糖構造量は、それ
ぞれのクロマトグラムのピーク面積を測定することで定量した。 
 
2-7. 免疫染色 

マウス ES 細胞を神経分化誘導した細胞に対して免疫染色を行う際には、EB day6 にポ
リ-L-リジンコートされたカバーガラス(Iwaki, 東京)上に細胞を播種した。マウス ES 細胞
は EB day12、ヒト神経幹細胞は神経分化誘導 7 日目に 4% パラホルムアルデヒド
(Wako)/PBS(ニッスイ, 東京)で固定し、ブロッキングバッファー(5% BSA(Iwai), 0.3% 
Triton X-100(Sigma)/PBS)を用いてブロッキング反応を行った。一次抗体反応後に、蛍光
ラベルされた二次抗体と核染色色素である Hoechst(Invitrogen)を共に反応させた。観察に
は LSM700 confocal laser microscope(Carl Zeiss, オーバーコッヘン, ドイツ)を使用した。
本研究で用いた抗体は表 2 に示す。 
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2-8. ウエスタンブロット解析 
回収した細胞を、可溶化バッファー(50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl(Wako), 1% 

Triton X-100, 5mM EDTA(Sigma), 1mM Na3VO4(Sigma), 10mM NaF(Wako), 100mM 
PMSF(Sigma), 200µg/ml Leupeptin(Sigma), 100µg/ml Pepstatin A(Sigma), 200µg/ml 
Aprotinin(Sigma), 100µg/ml Antipain(Sigma))を用いて可溶化した。タンパク質サンプル
を用いてSDS-PAGEを行った後、セミドライ法でタンパク質をPVDFメンブレン(Milipore, 
マサチューセッツ, アメリカ)に転写した。転写後に、ブロッキングバッファー(1% BSA, 
0.1% Tween20(Sigma)/TBS)を用いて室温で 1 時間ブロッキング反応を行った。一次抗体
反応後に TBST(0.1% Tween20/TBS)でメンブレンを洗浄し、HRP 標識された二次抗体と
反応させた。メンブレンを TBST で再び洗浄後、ECL plus(GE Healthcare, イリノイ,  
アメリカ)で化学発光させ、X 線フィルムで検出した。本研究で用いた抗体は表 2 に示す。 
 

表 2 免疫染色、ウエスタンブロット解析で使用した抗体 

抗体 メーカー 希釈濃度 

Gapdh Santa Cruz, テキサス, アメリカ 1:1000 
p-Erk1/2 Cell Signaling, マサチューセッツ, アメリカ 1:2000 
Erk1/2 Cell Signaling 1:2000 
p-Stat3 BD Biosciences, ニュージャージー, アメリカ 1:1000 
Stat3 BD Biosciences 1:1000 

Active-β-catenin Cell Signaling 1:2000 
β-catenin Cell Signaling 1:2000 

p-Smad1/5/8 Cell Signaling 1:2000 
p-Smad5 Novus, コロラド, アメリカ 1:1000 
Smad5 Novus 1:1000 

β-Ⅲ-tubulin Millipore 1:200 
DCX Santa Cruz 1:500 

β-actin Sigma 1:10000 
CHST14 Thermo Fisher Scientific, マサチューセッツ, アメリカ 1:1000 
Nanog Santa Cruz 1:1000 

mouse IgG Cy3 Thermo Fisher 1:1000 
goat IgG CF568 Biotium, カリフォルニア, アメリカ 1:500 
mouse IgG HRP Cell Signaling 1:10000 
rabbit IgG HRP Cell Signaling 1:10000 
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2-9. 細胞遊走アッセイ 

ディッシュの中央をポリ-L-オルニチン/ラミニンコートし、ヒト神経幹細胞を播種した。
接着後、細胞遊走の足場となる 0.25% マトリゲル(Corning, ニューヨーク, アメリカ)を加
えた神経分化誘導用培地に置き換え、遊走した細胞数をカウントした。DS は誘導 0 日目
から 10µg/ml で添加した(図 6)。 

図 6 ヒト神経幹細胞の細胞遊走アッセイ方法 
 
2-10. アルカリフォスファターゼ(ALP)染色 

マウス ES 細胞をゼラチンコートした 24well プレートに 1.25×105 個/well になるよう
に播種した日を0 日目として、5 日目にStemTAGTM Alkaline Phosphatase Staining Kit(Cell 
Biolabs, カリフォルニア, アメリカ)を用いて ALP 染色した後に、ALP 陽性コロニー数を
カウントした。 
 
2-11. 細胞増殖アッセイ 
 TF day4 の D4ST1 KD マウス ES 細胞をゼラチンコートした 96well プレートに 8×103

個/well になるように播種し、24 時間後に生細胞数をカウントした。 
 
2-12. 統計解析 
 本研究における統計的有意差は、DS 添加実験及び D4ST1 O/E 実験においては t 検定、
D4ST1 KD 実験では Dunnett 検定を用いて評価した。アスタリスクは統計的有意差を表し
ている(n.s., P>0.05; *P<0.05; ** P <0.01; *** P <0.001)。 
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3. 結果 
 
3-1 幹細胞の神経分化における DSの機能 
 
3-1-1. マウス ES細胞からの EB形成に伴う DS合成関連酵素の発現 
 まず始めに、DS 特異的な合成関連酵素である Dse、Dsel、D4ST1 に着目し、マウス
ES 細胞の三胚葉分化(内胚葉、中胚葉、外胚葉)を模倣している EB を形成させて、各遺伝
子の mRNA 発現量を検討した。リアルタイム PCR 解析の結果、Dsel 及び D4ST1 の
mRNA 発現量が EB 形成に伴って増加していることが分かった(図 7)。特に、神経細胞と
いった外胚葉分化に対応している EB day12 において D4ST1 の mRNA 発現量が有意に増
加していた。D4ST1 がマウス神経前駆細胞の分化に必要であること(45)、Dsel がマウス
の脳において発現していること(58)が報告されており、また、EB 形成に伴って Dsel と
D4ST1 の mRNA 発現量が増加していることから、Dsel 及び D4ST1 がマウス ES 細胞の
神経分化に重要な役割を果たしていると考えられた。 
 

 
図 7 マウス ES細胞の EB形成に伴い Dsel と D4ST1 の発現が増加した 

マウス ES 細胞から EB を形成し、EB day0, 2, 4, 8, 12 における DS 合成関連酵素の mRNA 発現量をリアル
タイム PCR 解析により検討した。N =3, EB day0=1, *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001. 
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3-1-2. DS添加によるマウス ES細胞の神経分化への影響 
マウス ES 細胞の神経分化における DS の機能を明らかにするため、マウス ES 細胞を神

経分化誘導し(図 5)、DS 合成関連酵素の mRNA 発現量を検討した。マウス ES 細胞(EB 
day0)と神経分化誘導後の細胞(EB day12)における DS 合成関連酵素の絶対量を定量した
ところ、マウス ES 細胞では Dse、Dsel、D4ST1 の順番で発現量が多く、EB day12 では
Dsel、Dse、D4ST1 の順番で発現量が多かった(図 8A)。また、神経分化に伴い、Dsel 及び
D4ST1 の mRNA 発現量は増加し、Dse の mRNA 発現量は低下していた(図 8B)ことから、
神経分化に伴い DS 構造が増加していることが考えられた。そこで、EB day0 と EB day12
において、それぞれの細胞を DS 特異的に作用する CSaseB で処理し、蛍光標識後、陰イ
オン交換 HPLC を用いて二糖構造解析を行った。その結果、マウス ES 細胞が神経分化す
るのに伴って DS 二糖構造、特に GalNAc の 4 位が硫酸化されている構造が有意に増加し
ていた(図 8C)。 
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図 8 マウス ES細胞の神経分化に伴い Dsel と D4ST1 の発現及び DS 二糖構造が増加した 

A: マウス ES 細胞を神経分化誘導し、EB day0, 12 における DS 合成関連酵素の発現を絶対定量した。N=3. 
B: マウス ES 細胞を神経分化誘導し、EB day0, 4, 8, 12 における DS 合成関連酵素の mRNA 発現量をリア
ルタイム PCR 解析により検討した。N=4, EB day0=1, *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001. 
C: 二糖構造解析により、EB day0, 12 における DS の二糖構造量を定量した。ヒストグラム(上)は、HPLC
の結果を示している。ヒストグラム内の矢印は、検出したそれぞれの二糖構造を示している。 
(1)∆4,5-unsaturated hexuronic acid (HexUA)-GalNAc; (2)∆HexUA-GalNAc(6S); (3)∆HexUA-
GalNAc(4S); (4)∆HexUA(2S)-GalNAc(6S); (5)∆HexUA(2S)-GalNAc(4S); (6)∆HexUAGalNAc(4S,6S); 
(7)∆HexUA(2S)-GalNAc(4S,6S).  
N =3, ND: Not detected, *P <0.05. 
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CSaseB 処理に加えて、EB day0 と EB day12 の細胞を CS と DS の両糖鎖を二糖単位
で切断する CSaseABC で処理し、蛍光標識後、陰イオン交換 HPLC を用いて二糖構造解
析を行った。CS のみ、さらには CS と DS を区別せずに CS/DS の総合量を算出し、図 9
に示した。神経分化に伴って CS(図 9A)及び CS/DS(図 9B)の多くの二糖構造が顕著に増
加していることが明らかになった。一方、硫酸化糖鎖の一種であるヒアロルン酸(HA)の
二糖構造には変化が認められなかった(図 9C)。二糖解析により、マウス ES 細胞の神経分
化では DS 及び CS は増加するが、HA は分化前と比較して変化が無いことが分かった。 
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図 9 マウス ES細胞の神経分化に伴い DS と CS の二糖構造が増加した 
A, B, C: 二糖構造解析により、EB day0, 12 における CS (A)、CS/DS (B)、HA (C)の二糖構造量を定量し
た。ヒストグラム(上)は、HPLC の結果を示している。ヒストグラム内の矢印は、検出したそれぞれの二糖
構造を示している。 
(1)∆4,5-unsaturated hexuronic acid (HexUA)-GalNAc; (2)∆HexUA-GalNAc(6S); (3)∆HexUA-
GalNAc(4S); (4)∆HexUA(2S)-GalNAc(6S); (5)∆HexUA(2S)-GalNAc(4S); (6)∆HexUAGalNAc(4S,6S); 
(7)∆HexUA(2S)-GalNAc(4S,6S).  
N =3, ND: Not detected, *P <0.05; **P <0.01. 
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次に、マウス ES 細胞の神経分化誘導時に精製された DS を添加した。EB day12 にお
いて神経幹細胞マーカーである Nestin、Musashi1、神経前駆細胞マーカーである Pax6 
(Paired box 6 )、未熟ニューロンマーカーである Mash1、 NeuroD1 (Neuronal 
differentiation 1 )、成熟ニューロンマーカーの β-Ⅲ-tubulin (Tubulin beta 3 class III )、
Map2 (Microtubule associated protein 2 )の mRNA 発現量がコントロールと比較して増
加していた(図 10)。この事実より、DS 添加により、マウス ES 細胞の神経分化が促進さ
れたことが示された。 

 

図 10 DS 添加によりマウス ES細胞の神経分化が促進した 
マウス ES 細胞を神経分化誘導し、EB day12 における神経分化マーカーの mRNA 発現量をリアルタイム
PCR 解析により検討した。DS は 100µg/ml で添加した。 
N =4, コントロール=1, *P <0.05; **P <0.01. 
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DS がマウス ES 細胞の神経分化においてシグナルに影響を及ぼすかを検討するため、EB 
day12 においてウエスタンブロット解析を行った。コントロールと比較して、DS 添加によ
り Erk1/2 と Stat3 は活性化し、β-catenin と Smad1/5/8 の活性に有意な変化は無く、
Smad5 においては活性が低下していた(図 11)。DS が Erk1/2 と Stat3 を活性化し、Smad5
の活性を抑制することでマウス ES 細胞からの神経分化を促進したと考えられた。 
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図 11 DS 添加により Erk1/2 と Stat3 が活性化した 
マウス ES 細胞を神経分化誘導し、EB day12 におけるシグナルの変化をウエスタンブロット解析により検
討した。DS は 100µg/ml で添加した。 
N =6, コントロール=1, *P <0.05. 
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3-1-3. DS添加による神経突起伸長への影響 
マウス ES 細胞の神経分化誘導時における形態を観察した(図 12A)。EB の外周と面積を

測定したところ、EB のサイズにおいては、DS 添加による変化は観察されなかった。そこ
で、EB から伸長している神経突起を β-Ⅲ-tubulin で染色した(図 12B)。EB 1 個あたりの
長さと数を測定した結果、DS の添加により増加していた。さらに、神経突起を伸長する
Cdk5r1 (Cyclin dependent kinase 5 regulatory subunit 1 )と Tau (Microtubule associated 
protein Tau )の mRNA 発現量を検討すると、DS 添加により両遺伝子の mRNA 発現量が増
加していた(図 12C)。これらの結果により、マウス ES 細胞の神経分化誘導時に DS を添加
することで、神経分化と神経突起伸長が促進されることが明らかになった。 

 
図 12 DS 添加によりマウス ES細胞の神経突起伸長が促進された 

A: マウス ES 細胞からの神経分化誘導時に DS(100µg/ml)を添加した細胞を観察し、EB の外周と面積を測
定した。コントロール: N=27; +DS: N=24, スケールバー: 200µm. 
B:マウス ES 細胞からの神経分化誘導時に DS(100µg/ml)を添加した細胞を β-Ⅲ-tubulin(マゼンダ)で染色
した。核染色には Hoechst(青色)を用いた。β-Ⅲ-tubulin で染色された神経突起の長さと本数を測定した。 
コントロール: N=7; +DS: N=11, スケールバー: 100µm. 
C: マウス ES 細胞からの神経分化誘導時に DS(100µg/ml)を添加し、EB day12 における Cdk5r1 と Tau の
mRNA 発現量をリアルタイム PCR 解析により検討した。 N =4, コントロール=1, *P <0.05; **P <0.01. 
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3-1-4. DS添加によるヒト神経幹細胞における神経分化への影響 
 次に、DS がヒトの神経分化を促進するのかを検討した。ヒト神経幹細胞を用いて神経
分化を誘導した。ヒト神経幹細胞(day0)と神経分化誘導後の細胞(day7)における DS 合成
関連酵素の絶対定量を行ったところ、day0 及び day7 共に D4ST1、DSEL、DSE の順で
発現量が多かった(図 13A)。また、ヒト神経幹細胞の神経分化に伴い、3 種の酵素すべて
の mRNA 発現量が増加していた(図 13B)。さらに、神経分化が DS 添加により促進される
かを検討するため、神経分化誘導したヒト神経幹細胞を未熟ニューロンマーカーである
DCX(Doublecortin)と成熟ニューロンマーカーである β-Ⅲ-tubulin で染色し、陽性細胞
数をカウントした結果、DCX と β-Ⅲ-tubulin 陽性細胞の割合は DS 添加により増加して
いた(図 13C)。DS 添加によりヒト神経幹細胞の神経分化が促進されたことが分かった。
しかし、ヒト神経幹細胞の神経分化誘導後に神経突起の長さを測定すると、マウス ES 細
胞とは異なり、DS 添加による変化は観察されなかった(図 13D)。これらの結果より、DS
はヒト神経幹細胞においても神経分化を促進するが、神経突起伸長に対しては影響しない
ことが明らかになった。 
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図 13 DS 添加によりヒト神経幹細胞の神経分化が促進された 
A: ヒト神経幹細胞を神経分化誘導し、day0, 7 における DS 合成関連酵素の発現を絶対定量した。N=3. 
B: ヒト神経幹細胞を神経分化誘導し、day0, 7 における DS 合成関連酵素の mRNA 発現量をリアルタイム
PCR 解析により検討した。N=3. 
C:ヒト神経幹細胞からの神経分化誘導時に DS(10µg/ml)を添加した細胞を DCX と β-Ⅲ-tubulin で染色し
た(緑色)。核染色には DAPI(グレー)を用いた。全細胞数に対する DCX と β-Ⅲ-tubulin 陽性細胞の割合を
測定した。N=6, スケールバー: 200µm. 
D: ヒト神経幹細胞からの神経分化誘導時に DS(10µg/ml)を添加した細胞において、β-Ⅲ-tubulin で染色さ
れた神経突起の長さを測定した。N =6. 
*P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001. 
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次にヒト神経幹細胞において細胞遊走を検討した(図 6)。図中(図 14)の黄色の線で示し
た最初の位置から遊走した細胞の数をカウントすると、細胞遊走開始後 2, 3, 4 日目にお
いて、DS の添加により遊走した細胞数が有意に増加しており、細胞遊走が促進したこと
が示された。 
 以上の結果により、DS 添加により、マウス ES 細胞においては神経分化及び神経突起
伸長、ヒト神経幹細胞では神経分化と細胞遊走が促進されることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 14 DS 添加によりヒト神経幹細胞の細胞遊走が促進した 
ヒト神経幹細胞の神経分化誘導時に DS(10µg/ml)を添加した。day0 の時点で細胞が接着している縁(黄色の
線)から遊走した細胞数をカウントした。N=4, *P <0.05; **P <0.01. 
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3-2. D4ST1のマウス ES細胞における未分化性への寄与 
 
3-2-1. D4ST1 のマウス ES細胞における自己複製能への寄与 

マウス ES 細胞は未分化性を維持している時はドーム状のコロニー形態を示し、分化す
ると扁平なコロニーに変化する。マウス ES 細胞において D4ST1 をノックダウン(KD)し
たところ、D4ST1 KD 細胞ではコントロールと比較して扁平な形態を示し(図 15A)、
D4ST1 KD により未分化性が損なわれたことが示唆された。リアルタイム PCR 解析とウ
エスタンブロット解析によって、D4ST1 KD により mRNA レベルでは 30-40%、タンパ
ク質レベルでは約 60%、D4ST1 の発現が低下したことを確認した(図 15B, 15C)。未分化
なマウス ES 細胞は自己複製能を有しており、ALP で染色される。D4ST1 KD による自己
複製能への影響を検討するために ALP 染色を行ったところ、D4ST1 KD により ALP 陽性
コロニーの割合が減少し、自己複製能が低下していた(図 15D)。細胞増殖アッセイでは、
D4ST1 KD による変化は観察されなかった(図 15E)。さらに、D4ST1 KD マウス ES 細胞
における未分化性を検討すると、D4ST1 KD により未分化マーカーである Oct3/4 
(Octamer-binding transcription factor)、Nanog、Sox2 の mRNA 発現量が低下し(図
15F)、また、タンパク質レベルでの Nanog の発現低下が確認された(図 15G)。D4ST1 が
マウス ES 細胞の未分化性に必要であることが明らかになった。 
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図 15 D4ST1 KDによりマウス ES細胞の未分化性及び自己複製能が低下した 
A: D4ST1 KD したマウス ES 細胞(TF day4)の形態を観察した。スケールバー: 200µm. 
B, C: D4ST1 KD の KD 効率をリアルタイム PCR 解析(B)とウエスタンブロット解析(C)により測定した。 
D: D4ST1 KD 細胞において ALP 染色後、総コロニー数に対する ALP 陽性コロニーの割合を算出した。 
E: D4ST1 KD 細胞において細胞増殖アッセイを行い、生細胞数をカウントした。 
F: D4ST1 KD 細胞において未分化マーカーの mRNA 発現量をリアルタイム PCR 解析により検討した。 
G: D4ST1 KD 細胞において Nanog の発現をウエスタンブロット解析により検討した。 
N=3, コントロール=1, *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001. 
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次に、D4ST1 をマウス ES 細胞において過剰発現(O/E)させた。細胞の形態観察では、
D4ST1 O/E による変化は観察されなかった(図 16A)。リアルタイム PCR 解析とウエスタ
ンブロット解析によって、D4ST1 O/E により mRNA レベルでは約 400 倍、タンパク質レ
ベルでは約 1.4 倍、D4ST1 の発現が増加していることを確認した(図 16B, 16C)。ALP 染
色を行ったところ、D4ST1 KD における結果とは逆に、D4ST1 O/E により ALP 陽性コロ
ニーの割合が増加していた(図 16D)。この結果より、D4ST1 がマウス ES 細胞の自己複製
能に必要であることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 16 D4ST1 O/Eによりマウス ES細胞の自己複製能が亢進した 
A: D4ST1 O/E したマウス ES 細胞(TF day2)の形態を観察した。スケールバー: 200µm. 
B: D4ST1 O/E において D4ST1 の mRNA 発現量の増加をリアルタイム PCR 解析により確認した。 
コントロール=1. 
C: D4ST1 O/E において、D4ST1 の発現の増加をウエスタンブロット解析により確認した。 
コントロール=1. 
D: D4ST1 O/E 細胞において ALP 染色を行い、総コロニー数に対する ALP 陽性コロニーの割合を算出し
た。 
N=3, *P <0.05; **P <0.01. 
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3-2-2. D4ST1 KDによるマウス ES細胞の内胚葉への分化 
次に、D4ST1 KD マウス ES 細胞において、各種分化マーカーの mRNA 発現量を検討し

た(図 17A)。コントロールと比較して、D4ST1 KD によりエピブラストマーカーである Fgf5、
Otx2 (Orthodenticle homeobox 2 )の mRNA 発現量は低下していた。さらに、D4ST1 KD
マウス ES 細胞において、中胚葉マーカーである T、Mixl1 (Mix paired-like homeobox 1 )
の mRNA 発現量は有意に低下し、また内胚葉マーカーである Sox17 と Cdx2 (Caudal type 
homeobox 2 )の mRNA 発現量は有意に増加していた。外胚葉マーカーである Mash1 の
mRNA 発現量は、D4ST1 KD による変化が認められなかった。原始内胚葉マーカーの Gata6 
(GATA binding protein 6 )は D4ST1 KD により mRNA 発現量が増加していた。これらの結
果は、D4ST1 KD により内胚葉及び原始内胚葉への分化が誘導されることを示し、また
D4ST1 がマウス ES 細胞の多能性維持に関与することを示唆している。 

D4ST1 O/E マウス ES 細胞における Cdx2 の mRNA 発現量を検討したところ、D4ST1 
KD とは反対に有意に減少していた(図 17B)。Cdx2 は内胚葉よりもさらに分化の進んだ後
腸分化に必要であることが報告されており(59, 60)、D4ST1 KD 及び D4ST1 O/E マウス
ES 細胞における Cdx2 の mRNA 発現量の挙動から、D4ST1 が後腸を含む内胚葉分化を制
御している可能性を見出した。 
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図 17 D4ST1 KDにより内胚葉分化が誘導された 
A: D4ST1 KD マウス ES 細胞における分化マーカーの mRNA 発現量をリアルタイム PCR 解析により検討し
た。 
B: D4ST1 O/E マウス ES 細胞における Cdx2 の発現をリアルタイム PCR 解析により検討した。 
N=3, コントロール=1, *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001.  
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3-2-3. D4ST1 KDマウス ES細胞におけるシグナルの変化 
D4ST1 KD によるシグナルへの影響を検討するため、ウエスタンブロット解析を行った。

神経分化を抑制することでマウス ES 細胞の自己複製能を維持すること(10)、細胞の運命
決定に必要であること(13)が報告されている BMP/Smad1/5/8 シグナルの活性は D4ST1 
KD により低下していた(図 18A)。この結果により、D4ST1 KD マウス ES 細胞において自
己複製能が低下したのは BMP シグナルの活性が低下したためであると考えられた。 

次に、マウスにおける内胚葉分化の誘導(61)、さらにその先の後腸への分化を誘導する
こと(62)が知られている Wnt/β-catenin シグナルの活性を検討した。D4ST1 KD により、
Wnt/β-catenin シグナルの活性は有意に増加していた(図 18B)。反対に、D4ST1 O/E に
より Wnt/β-catenin シグナルの活性が有意に低下していた(図 18C)。以上により、D4ST1 
KD による内胚葉分化の誘導は、Wnt シグナルの活性化によるものであることが示された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 18 D4ST1 KDにより内胚葉分化が誘導された 
A: D4ST1 KD マウス ES 細胞における BMP/Smad1/5/8 シグナルの活性をウエスタンブロット解析により
検討した。 
B: D4ST1 KD マウス ES 細胞における Wnt/β-catenin シグナルの活性をウエスタンブロット解析により検
討した。 
C: D4ST1 O/E マウス ES 細胞における Wnt/β-catenin シグナルの活性をウエスタンブロット解析により検
討した。 
N=3, コントロール=1, *P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001. 
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4. 考察 
 
4-1. 幹細胞の神経分化における DSの機能 
 マウス ES 細胞の EB 形成及び神経分化に伴い、Dsel と D4ST1 の mRNA 発現量が増加
していた。この結果は、マウスの脳において Dsel と D4ST1 が発現していること(58, 63, 
64)と一致している。序論でも述べたが、EDS は、皮膚、関節、血管といった結合組織が
過伸展性、脆弱性を示す遺伝性疾患である(49)。EDS にはいくつかのタイプがあり、その
中の一つに D4ST1 欠損タイプ(古庄型とも呼ばれる)が存在する(48)。D4ST1 欠損による
EDS は、前述のような進行性の結合組織の脆弱性に加え、発生異常による特徴的な顔貌
及び多発関節拘縮を示す。皮膚の過伸展性に関しては、デルマタン硫酸プロテオグライカ
ンの一つである Decorin の減少によりコラーゲン繊維の構造が崩壊することが原因である
ことが報告されている(65)。マウス ES 細胞の EB 形成においては、EB day12 のみではな
く、中胚葉分化及び内胚葉分化に相当する EB day2 と EB day4 においても Dsel と
D4ST1 の mRNA 発現量の増加が観察された(図 7)。これらの事実から、DS が本研究で示
した神経分化の他にも、中胚葉と内胚葉の分化にも寄与していることが示唆された。 
 マウス ES 細胞は、胚発生のステージとしてはナイーブ状態に相当する。EB 形成は、
ナイーブ状態からフォーマティブ状態を経てプライム状態、そしてさらに三胚葉分化への
過程を模倣している。EB day4 で RA を添加すると神経幹細胞及び神経前駆細胞が誘導さ
れ、ヒト神経幹細胞と同じステージになる(図 19)。マウス ES 細胞から神経分化誘導した
EB day12 で成熟ニューロンマーカーである Map2 と β-Ⅲ-tubulin が発現し、対するヒ
ト神経幹細胞は神経分化誘導した day7 で未熟ニューロンマーカーである DCX と β-Ⅲ-
tubulin が発現する。神経分化マーカーの発現から、ヒト神経幹細胞を神経分化誘導した
day7 よりもマウス ES 細胞を神経分化誘導した EB day12 の方がよりステージが進んでい
ることが示唆された。 
 

 
図 19 マウス ES細胞とヒト神経幹細胞の発生ステージ 
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DS 添加により、マウス ES 細胞及びヒト神経幹細胞において神経分化が促進されたこ
とから、より効率よく神経分化誘導を行う手法となり得る。マウス胎児由来の海馬におい
て、CS/DS コートにより神経突起伸長が促進されることが報告されている(66)。本研究
では、マウス ES 細胞の神経分化誘導時に DS を添加することで神経突起伸長が促進され
たが、ヒト神経幹細胞の神経分化誘導では神経突起伸長に変化は認められなかった。ま
た、DS 添加によりヒト神経幹細胞の細胞遊走は促進されていた。D4ST1 KD したマウス
の大脳皮質においては細胞遊走に影響が無いことが報告されており(64)、神経突起伸長と
細胞遊走についてマウスとヒトで結果が異なっていた。このような相違は、種の違いによ
るものであると考えられるが、前述した実験に使用した細胞の発生ステージの違いである
可能性も否定できない。 

マウス ES 細胞の神経分化誘導後の EB day12 において、DS 添加により Erk1/2 の活性
は有意に増加、Stat3 の活性は増加傾向にあった。同時に、Smad5 の活性は低下傾向にあ
った。GAG は硫酸化により多様な構造を持ち、シグナルリガンドと結合することで共受
容体として機能すること、もしくはシグナルリガンドをトラップすることが知られている
(67)。DS は bFGF、FGF7、EGF と相互作用することが報告されている(45, 68)。bFGF
と EGF は神経幹細胞の維持に機能し(69)、また BMP シグナルと Notch シグナルとのク
ロストークを介して神経分化を制御する(70‒72)。海馬においては、CA3 錐体ニューロン
における FGF7 の発現が抑制性前シナプス末端の分化、つまりシナプス小胞の形成を促進
する(73)。さらに、bFGF は軸索の枝分かれ、EGF は神経突起伸長を促進すること(74‒
76)、cAMP により Erk1/2 が活性化されることで神経突起伸長が促進することが報告され
ている(77)。以上の事実により、bFGF、EGF、FGF7 のいずれかと DS が結合し、Erk1/2
を活性化した結果、マウス ES 細胞の神経分化及び神経突起伸長が促進されたということ
が考えられる。また、LIF/Stat3 シグナルは神経前駆細胞への分化を決定づけること(78‒
80)、BMP/Smad1/5 シグナルがアストロサイトへの分化を促進することが報告されてい
る (81)。培養中に添加した DS が BMP/Smad1/5 と LIF/Stat3 シグナルシグナルを介し
てアストロサイトへの分化を妨げ、神経前駆細胞への分化を促進したことが考えられる
が、DS と BMP 及び LIF との結合はこれまでに報告されていない。 
 培養中に添加した DS とシグナル受容体やリガンドとの作用機序も、興味深い点であ
る。我々は、人工的に作製した高硫酸化 HA を hiPS 細胞の培地に添加すると、bFGF と
結合して FGF シグナルが活性化していることを報告している(82)。通常、hiPS 細胞の培
養には bFGF の添加が必須であるが、高硫酸化 HA の添加により、bFGF の添加無しに多
能性を維持できた。FGF シグナルの活性化には、FGF 受容体の二量体化が必要で、高硫
酸化 HA の添加によって FGF シグナルが活性化したことから、高硫酸化 HA が bFGF と
結合することで FGF 受容体の二量体化が促進されたと考えている。この知見から、添加
した DS がシグナルリガンドと結合した後、受容体へと移行し、シグナルに作用すること
が考えられる。 

DSEL はうつ病や双極性Ⅱ型障害への関連が報告されているが(51)、Dsel ノックアウト
マウスでは表現型が観察されていない(50)。遺伝子欠損による表現型は、ヒトとマウスで
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異なる可能性があるため、ヒトの神経分化に DS がどのようなメカニズムで寄与するの
か、ヒト神経幹細胞やヒト ES 細胞を用いたさらなる解析が必要である。 
 マウス ES 細胞から EB 形成中に CS が欠乏すると、Nestin の発現が減少することが分
かっている(32)。また、HS の合成関連酵素である Ext1 (Exostosin glycosyltransferase 
1 )をノックアウトしたマウス ES 細胞では、神経前駆細胞への分化が妨げられる(28)。さ
らに、ヒト神経幹細胞においてヘパラン硫酸プロテオグライカンが分化系列決定を制御し
ていることが報告されている(83)。これらの研究と本研究における結果は、DS を含む
GAG がマウス ES 細胞及びヒト神経幹細胞の神経分化において重要であることを示してい
る。 
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4-2. D4ST1のマウス ES細胞における未分化性への寄与 
 D4ST1 KD によりマウス ES 細胞の自己複製能と未分化性が損なわれ、内胚葉分化が誘
導されていた。特に、後腸のマーカーである Cdx2 の mRNA 発現量は D4ST1 KD では有
意に増加し、D4ST1 O/E では有意に減少した。また、D4ST1 KD では Wnt シグナルが活
性化していたのに対して、D4ST1 O/E では Wnt シグナルが抑制されていた。 
 Cdx2 は中胚葉もしくは内胚葉分化の方向決定に必要であることが報告されている
(84)。中胚葉と内胚葉は、プライム状態を経た後に中内胚葉となり、その後中胚葉と内胚
葉へとそれぞれ分化する。内胚葉の分化には、Sox17 を含む内胚葉系列の転写因子ネット
ワークの発現を促進する Nodal の発現を維持するために Wnt/β-catenin シグナルが必要
で、内胚葉分化後に腸管を形成する。その後、腸管は背腹軸と前後軸に沿って前腸、中
腸、後腸を形成する(85)。マウスの発生において、Wnt/β-catenin シグナルは後腸と前-
後腸の位置決めに必要な Cdx2 の発現を誘導することで後腸形成を促す(86)。これらの事
実により、D4ST1 はマウス ES 細胞の未分化性維持に必要であり、また D4ST1 KD によ
り Wnt/β-catenin シグナルが活性化することで内胚葉及びその後に続く後腸への分化が
誘導されたことが示された。 
 CDX2 はまた、ヒト多能性幹細胞における腸の発生にも必要で、内胚葉-後腸への分化
を WNT シグナルが促進することが報告されている(87)。ヒトの発生における D4ST1 の
機能についてはさらに解析が必要であるが、前述の通り D4ST1 は EDS の原因遺伝子であ
る。D4ST1 をコードする CHST14(Carbohydrate sulfotransferase 14)に、ナンセンス変
異やアミノ酸置換が起こることにより、D4ST1 の硫酸基転移活性が失われる。D4ST1 の
機能欠損により、進行性の結合組織の脆弱性に加え、発生異常による特徴的な顔貌及び多
発関節拘縮を示す(48)。関節や血管などの結合組織は中胚葉由来の器官であり、またマウ
ス ES 細胞における D4ST1 KD により中胚葉マーカーの mRNA 発現量が低下している結
果を得ているため(図 17A)、D4ST1 がヒトの中胚葉分化にも寄与している可能性がある。 

D4ST1 は DS の硫酸転移酵素であるため、DS が Wnt シグナルを制御している可能性
があるが、DS と Wnt の結合は現在までに証明されていない。また、デルマタン硫酸プロ
テオグライカンには Decorin、Biglycan、Fiburomodulin などがあるが、前述の DS 添加
による神経分化の促進と、D4ST1 KD による未分化性の低下と内胚葉分化の誘導に機能す
るデルマタン硫酸プロテオグライカンは何かということは分かっていない。 
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5. 結論 
  

マウス ES 細胞の神経分化において、DS 添加により①神経分化が促進されること、また
②Erk1/2 と Stat3 が活性化され、Smad5 の活性が抑制されたこと、さらに③神経突起伸
長が促進されることが分かった。ヒト神経幹細胞においても、DS 添加により①神経分化が
促進されること、②細胞遊走が促進されることが明らかになった。また、マウス ES 細胞に
おける D4ST1 KD 及び D4ST1 O/E により、①D4ST1 がマウス ES 細胞の未分化性と自己
複製能に必要であること、②D4ST1 が Wnt シグナルを介して内胚葉分化とその後の後腸
形成を制御していることが示唆された。 
 本研究の成果は、これまでに報告されていなかった幹細胞における DS の機能について
新たな知見を与えるものである。 
 

 
図 20 幹細胞における DS の機能 

マウス ES 細胞の神経分化誘導時に DS を添加することで神経分化と神経突起伸長が促進された。ヒト神経
幹細胞においても、DS 添加により神経分化が促進されるが、神経突起伸長には変化は無く、細胞遊走が促
進された。 
D4ST1 はマウス ES 細胞の未分化性と自己複製能の維持に必要で、また Wnt シグナルを介して内胚葉分化
とその後の後腸形成を制御していることが示唆された。 
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