
神戸薬科大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１２

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

コンドロイチン硫酸の発現制御機構と疾患糖鎖生物学

Regulatory mechanism of chondroitin sulfate expression and glycobiology in 
disease

４０２２１９１５研究者番号：

北川　裕之（KITAGAWA, HIROSHI）

研究期間：

１６Ｈ０５０８８

年 月 日現在  元   ６ １６

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸(CS)プロテオグリカンは、細胞接着、細胞の増殖や分化、形態形
成などの様々な生命活動の制御に関わっており、その機能の多くは、糖鎖部分であるCS鎖の構造に依存する。本
研究では、フコシル化CSによる神経突起伸長活性がBDNFシグナル伝達経路の活性化を介することや、インテグリ
ンαVβ3がCS-D受容体として機能することによりCS-Dによる神経突起形成が制御されることを明らかにした。ま
た、CS-EのN-カドヘリンへの結合は、エンドサイトーシスを介するN-カドヘリン/β-カテニン経路の活性化を引
き起こし、乳がん細胞株 BT-549 細胞の浸潤を促進させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate proteoglycans have been implicated as regulators of a 
variety of biological events, including cell-cell and cell-matrix adhesion, cell proliferation, 
morphogenesis, and neurite outgrowth. Many of the physiological roles of chondroitin sulfate 
proteoglycans are attributed to the chondroitin sulfate side chains. In this study, we found that a 
fucosylayed chondroitin sulfate from A. japonicus promotes neurite outgrowth as well as chondroitin 
sulfate-E through BDNF signaling and that chondroitin sulfate-D-mediated neurite outgrowth is 
exerted via neuronal cell surface integrin αVβ3. In addition, we showed that binding of 
chondroitin sulfate-E to N-cadherin triggers endocytosis-dependent activation of the N-cadherin/β
-catenin pathway to enhance the metastatic properties of a basal-like breast cancer cell line 
BT-549. 

研究分野：生化学・分子生物学・糖鎖生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、コンドロイチン硫酸鎖を認識する新たな受容体が複数同定され、神経分化・再生やがん細胞の増
殖・浸潤過程でもコンドロイチン硫酸鎖がシグナル分子として機能することが明らかとなった。本研究の成果
は、コンドロイチン硫酸鎖の発現や構造をコントロールすることによって、神経分化・再生やがん細胞の増殖・
浸潤が制御可能であることを示し、学術的にも意義深い。また、従来の作用点とは全く異なる革新的な治療薬の
開発が可能になると思われる。



１．研究開始当初の背景 
 コンドロイチン硫酸鎖は、硫酸化グリコサミノグリカン鎖の一種であり、コアタンパク質に共有
結合したコンドロイチン硫酸プロテオグリカンとして、ほとんど全ての細胞表面や細胞外マトリッ
クスに存在している。コンドロイチン硫酸鎖は、グルクロン酸と N-アセチルガラクトサミンの二糖
が交互に繰り返された直鎖状の構造を基本骨格にもち、その二糖の様々な部位が基質特異性の異な
る硫酸基転移酵素群によって硫酸化修飾を受けて構造多様性を獲得する。これまでの研究から、コ
ンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、細胞の接着、増殖、分化、形態形成の制御といった多彩な
機能を発揮し、その機能発現には、糖鎖部分であるコンドロイチン硫酸鎖の特異的な硫酸化構造が
深く関与していることが明らかとなってきた。しかしながら、個々の生命現象が、コンドロイチン
硫酸鎖によってどのように制御されるか、それらの分子メカニズムに迫る解析はほとんど行われて
いなかった。我々は、コンドロイチン硫酸鎖が豊富に存在する脳神経系の代表的な細胞分化過程で
ある「神経突起形成」におけるコンドロイチン硫酸鎖の機能と制御メカニズムの解明を試み、神経
突起の伸長を促進する固有のコンドロイチン硫酸鎖を認識する「コンドロイチン硫酸受容体分子の
存在」と「コンドロイチン硫酸鎖が細胞外シグナル分子として機能しうる」という新たな機能的側
面を初めて明らかにした。また、我々の研究室を中心とした研究から、コンドロイチン硫酸鎖の生
合成に関わる糖転移酵素や硫酸基転移酵素をはじめとする糖鎖修飾酵素の全貌が明らかとなり、コ
ンドロイチン硫酸鎖の構造多様性は、硫酸化修飾のみならず、その鎖長や、１本のコアタンパク質
上に載るコンドロイチン硫酸鎖の本数の違いによっても産み出されることがわかってきた。実際、
生体内でのコンドロイチン硫酸鎖の発現は、その生合成／分解システムのバランスにより厳密に制
御されており、これらのバランスの破綻は、発生異常や病態発現機序の一因となりうることが明ら
かになっていた。 
 
２．研究の目的 
 上述の背景をもとに、本研究では、コンドロイチン硫酸鎖のさらなる作用機序解明を目指して、
新たなコンドロイチン硫酸受容体分子の存在を、神経突起伸長促進作用や乳がん細胞の浸潤と増殖
の制御機構を解析することにより明らかにし、その成果に基づいた病態の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
１）フコシル化コンドロイチン硫酸による神経突起伸長活性の解析 
 単離精製したA. japonicus由来のフコシル化コンドロイチン硫酸のコンドロイチン硫酸鎖骨格の
硫酸化パターンを、市販のコンドロイチン硫酸鎖標品であるコンドロイチン硫酸-Cおよびコンドロ
イチン硫酸-Eと比較分析するために、各々のコンドロイチン硫酸分解酵素処理により得られた不飽
和コンドロイチン硫酸二糖単位を蛍光標識し、HPLCで分析した。次に、単離精製したフコシル化
コンドロイチン硫酸の神経突起伸長促進活性を評価するため、フコシル化コンドロイチン硫酸、ま
たは市販のコンドロイチン硫酸鎖標品であるコンドロイチン硫酸-C およびコンドロイチン硫酸-E
を、poly-L-ornithine（PLO）コートしたチャンバースライドにコートし、それらの基質上でマウ
スの海馬神経細胞を 24 時間培養したのち、各神経細胞の最長神経突起長を計測した。さらに、次
に 化 学 合 成 し た フ コ シ ル 化 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 三 糖 β
-D-GalNAc(4,6-O-disulfate)(1–4)[α-L-fucose(2,4-O-disulfate)(1–3)]-β-D-GlcA を用い、フコ
シル化コンドロイチン硫酸の神経突起伸長活性と構造との相関を解析した。また、BDNFに対する
中和抗体を用い、コンドロイチン硫酸-Eおよび A. japonicus由来フコシル化コンドロイチン硫酸、
および各々に対応する合成オリゴ糖であるコンドロイチン硫酸-E 四糖およびフコシル化コンドロ
イチン硫酸三糖介在性の神経突起伸長促進活性に及ぼす影響を検討した。 
 
２）高硫酸化コンドロイチン硫酸-Dによる神経突起伸長促進機構の解析 
 インテグリン（ITG）にリガンドが結合すると、ITGの主要な細胞内シグナル伝達分子である FAK
（focal adhesion kinase）の活性化を介して、細胞外マトリックスと細胞間の接着性の亢進、およ
び神経突起の伸長を含む神経細胞分化の促進が誘導される。そこで、コンドロイチン硫酸-Dを含む
様々なコンドロイチン硫酸鎖基質上で培養したマウス海馬神経細胞において、様々なコンドロイチ
ン硫酸鎖基質への接着性および、FAKの活性化体であるリン酸化 FAKの発現動態を免疫染色法に
より解析した。また、一般に ITGを介して活性化された FAKは、その下流のシグナル分子である
Src ファミリーチロシンキナーゼ（Src/Fyn）を活性化するので、FAK を阻害する Genistein、お
よび Src/Fynを含むチロシンキナーゼの阻害剤である PP2を用いて、コンドロイチン硫酸-Dによ
る神経突起伸長に及ぼす影響を検討した。さらに、神経突起伸長を促進するコンドロイチン硫酸-D
受容体として機能する ITGの構成サブユニットを同定するため、胎生 16日齢のマウス胎仔由来海
馬片において、神経細胞分化に関与する主要な ITG の構成サブユニットの mRNA 発現量を
Real-time PCR法により定量した。また、ITGの β鎖を同定するために、各 β鎖に対する機能阻害
を試み、ITGβ1に対してはその中和抗体である α- ITGβ1を、ITGβ3に対しては ITGαVβ3に特異



的な阻害ペプチドである cyclo（Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val）を用いた。さらに、ITGαVβ3 のコンド
ロイチン硫酸-D受容体としての妥当性を検証するために、ITGαVβ3コンドロイチン硫酸-Dとの相
互作用を BIAcoreにより解析した。 
 
３）コンドロイチン硫酸による乳がん細胞の浸潤と増殖の制御機構 
 コンドロイチン硫酸により乳がん細胞の浸潤能が変化するかどうかを調べるために、basal-like
型乳がんのモデル細胞である BT549細胞をコンドロイチン硫酸-A、コンドロイチン硫酸-Cあるい
はコンドロイチン硫酸-Eで刺激後、マトリゲルインベージョンアッセイ法で解析した。また、コン
ドロイチン硫酸による浸潤能の上昇の責任分子が N-カドヘリンであるかを調べるため、抗 N-カド
ヘリン抗体でN-カドヘリンとコンドロイチン硫酸との結合をブロックした BT549細胞の浸潤能を
マトリゲルインベージョンアッセイ法で解析した。さらに、コンドロイチン硫酸による N-カドヘ
リンの切断が起きた後の状態を再現するために、BT549 細胞に N-カドヘリンの C末端側の細胞質ド
メインを安定的に発現させた細胞を作製した。この細胞はβ-カテニン依存的な転写が構成的に活
性化し浸潤能が上昇していた。また、コンドロイチン 4-O-硫酸基転移酵素-1 (C4ST-1) 遺伝子をノ
ックアウトした BT549細胞も作製した。これらの細胞にβ-カテニンおよびマトリクスメタロプロ
テアーゼ 9に対応する siRNAを導入し、real-time PCR法により標的遺伝子の発現抑制率を測定
後、マトリゲルインベージョンアッセイ法により浸潤能を調べた。 
 
４．研究成果 
１）フコシル化コンドロイチン硫酸による神経突起伸長活性の解析 
 多様な生理活性を持つナマコ（Apostichopus japonicas）由来のフコシル化コンドロイチン硫酸
に着目し、この神経突起伸長促進活性の解析を試みた。A. japonicus由来フコシル化コンドロイチ
ン硫酸は、HPLCを用いた構造解析の結果、E unit [GlcA-GalNAc(4,6-O-disulfate) ]を主要構成
二糖単位にもつコンドロイチン硫酸鎖を基本骨格として、様々なパターンの硫酸化フコース分枝を
もつ硫酸化多糖であることが明らかとなった。フコシル化コンドロイチン硫酸の神経突起伸長活性
は、E unit が比較的少ないにもかかわらず、イカ軟骨由来のコンドロイチン硫酸-E に匹敵した。
さらに化学合成したフコシル化コンドロイチン硫酸三糖は、同じく化学合成したコンドロイチン硫
酸-E四糖と同程度の神経突起伸長活性を示した。これらのことから、フコシル化コンドロイチン硫
酸中のフコース分枝はコンドロイチン硫酸-E 介在性神経突起伸長の活性を相補する働きがあると
考えられた。また、BDNF に対する中和抗体を用い、コンドロイチン硫酸-E および A. japonicus
由来フコシル化コンドロイチン硫酸、および各々に対応する合成オリゴ糖であるコンドロイチン硫
酸-E 四糖およびフコシル化コンドロイチン硫酸三糖介在性の神経突起伸長促進活性に及ぼす影響
を検討したところ、いずれにおいても、isotype control と比較して抗 BDNF 抗体の添加では、神
経突起伸長促進活性が有意に低下した。このことから、フコシル化コンドロイチン硫酸およびフコ
シル化コンドロイチン硫酸三糖介在性の神経突起伸長促進活性は BDNF シグナル伝達経路の活性
化を介する可能性が示唆された。このようなフコシル化コンドロイチン硫酸三糖構造の生理活性と
コンドロイチン硫酸-E四糖構造の生理活性との相関は、コンドロイチン硫酸鎖の生理活性の発現機
構を包括的に理解する一助となりうると考えられた。 
 
２) 高硫酸化コンドロイチン硫酸-Dによる神経突起伸長促進機構の解析 
 これまでに我々は、海馬神経細胞において、高硫酸化コンドロイチン硫酸サブタイプの１つであ
るコンドロイチン硫酸-Eが、神経細胞特異的な細胞接着分子である Contactin-1（CNTN-1）のリ
ガンドとして機能することにより、軸索様の神経突起形成を促進することを明らかにしている。一
方で興味深いことに、コンドロイチン硫酸-Eとは異なる硫酸化パターンをもつ高硫酸化コンドロイ
チン硫酸-D は、コンドロイチン硫酸-E とは異なり、樹状突起様の神経突起形成を促進する作用を
示す。これらのことから、コンドロイチン硫酸-E 受容体である CNTN-1 とは異なる細胞接着分子
がコンドロイチン硫酸-D受容体として機能することが示唆されるが、その同定には至っていなかっ
た。そこで本研究では、コンドロイチン硫酸-D受容体の候補分子として細胞外マトリクス受容体の
代表格であるインテグリン（ITG）ファミリーに着目し、コンドロイチン硫酸-Dによる神経突起形
成メカニズムの解析を試みた。 
 コンドロイチン硫酸-D により促進される海馬神経細胞の神経突起伸長は、ITG シグナルの主要
な細胞内シグナル伝達経路である FAK–Src/Fyn カスケードの活性化を介することが判明した。さ
らに、コンドロイチン硫酸-D依存的な神経突起伸長に関与する ITG分子を探索した結果、ITG分
子の中でも ITGV3 がコンドロイチン硫酸-D と結合親和性を示すこと、ITGV3 の機能阻害に
よってコンドロイチン硫酸-Dによる神経突起形成が有意に抑制されることを見出した。これらのこ
とから，ITGV3がコンドロイチン硫酸-D受容体として機能することにより、コンドロイチン硫
酸-Dによる樹状突起様の神経突起形成が制御されている可能性が示唆された。 
 



３)コンドロイチン硫酸による乳がん細胞の浸潤と増殖の制御機構 
 がん細胞の浸潤は、がん細胞と標的組織の細胞外マトリクスが結合することにより始まり、この
過程で細胞外マトリクスからがん細胞に種々のシグナルが入力される。それゆえ、がん細胞の浸潤
を制御す細胞外マトリクス分子の同定と入力されたシグナルによってどのようにがん細胞の浸潤
が制御されるのかを理解することが必要である。我々は細胞外マトリクス成分の１種であるコンド
ロイチン硫酸によって高転移性の basal-like 型乳がん細胞株 BT-549 細胞の浸潤が促進すること
を見出した。BT-549 細胞の表面には N-カドヘリンが存在し、コンドロイチン硫酸が結合するとカ
ベオラ依存的に N-カドヘリンが細胞内に取り込まれ、膜近傍で切断され細胞質ドメインが遊離し
た。この遊離した細胞質ドメインにはβ-カテニンが結合しているため、β-カテニンの下流にある
マトリクスメタロプロテアーゼ 9 遺伝子の発現が上昇し、BT-549 細胞の浸潤が促進した。このよ
うなエンドサイトーシスを介する N-カドヘリン/β-カテニン経路の活性化による浸潤能の上昇は、
コンドロイチン硫酸-E の添加により促進され、逆にコンドロイチン硫酸-E の合成に必須の酵素で
あるコンドロイチン 4-O-硫酸基転移酵素-1 (C4ST-1) のノックアウトにより抑制された。これらの
結果から、がん細胞が組織に浸潤しようとする際、がん細胞は宿主側のコンドロイチン硫酸-E 及
びがん細胞自身がつくるコンドロイチン硫酸-E を利用して浸潤能を高めている可能性が示唆され
た。さらに、我々はコンドロイチン硫酸-Eがよく似た機構により BT-549 細胞の増殖も促進するこ
とを見出した。したがって、C4ST-1 によって合成されるコンドロイチン硫酸-E は basal-like 型
乳がんの治療標的になる可能性がある。 
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