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研究成果の概要： 蛍光標識コンドロイチン(PA-CH)オリゴ糖およびポリマーを大腸菌由来コン
ドロイチンポリメラーゼ（K4CP）で合成し、遺伝子組み換えコンドロイチン硫酸基転移酵素
群で上記 PA-CH を硫酸化修飾し、各種合成コンドロイチン硫酸ライブラリーを構築した。ま
た、合成コンドロイチン硫酸オリゴ 8糖（PA-CS８）の糖鎖配列を決定できる方法を確立した。
合成 PA-CS ライブラリーを用いて表面プラズモン測定装置や蛍光高速液体クロマトグラフィ
ーにより、CS結合性生理活性分子との親和性解析を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
 (1) コンドロイチン硫酸の生理機能について
注目されてきたが、天然コンドロイチン硫酸は
多様で複雑な構造のため、本格的な構造と活性
の相関を探求するツールに欠けていた。 
 (2) また、コンドロイチン硫酸を合成する各
種酵素の遺伝子がほぼ同定され、組換え酵素の
入手が可能になってきた。 
 
２．研究の目的 
 大腸菌由来のコンドロイチンポリメラーゼと、
組換え硫酸基転移酵素群を用いて、糖鎖長と硫
酸基修飾位置と量を自在に制御したコンドロイ

チン硫酸の人工合成を行い、構造特異的なコン
ドロイチン硫酸の生理機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
 (1) 我々がクローニングした大腸菌 K4 株由
来コンドロイチンポリメラーゼ（K4CP）の組
換え酵素を大腸菌発現系で調製し、バキュロウ
イルス感染昆虫細胞培養発現系で組換えヒト由
来コンドロイチン硫酸合成関連酵素(CSTs)を
取得した。 
 (2) 蛍光標識したコンドロイチンオリゴ６糖
(PA-CH6)および UDP-GlcA と UDP-GalNAc
を基質としてK4CPを働かせ、合成蛍光標識コ
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ンドロイチンポリマー(PA-CH)を調製した。 
 (3) 組換えCSTsを用いて、合成 PA-CHに硫
酸基供与体基質 PAPSを作用させ、特異的な酵
素反応を利用した各種蛍光標識コンドロイチン
硫酸誘導体を合成した。 
 (4)得られた硫酸化体を二糖組成解析などに
よる構造解析を行うとともに、蛍光標識硫酸化
オリゴ８糖（PA-CS8）については、PA標識還
元末端糖鎖構造解析及び飽和型非還元末端糖鎖
の解析を行った。 
 (5)プレイオトロピンやミッドカインなどの
CS 結合性生理活性分子を表面プラズモンセン
サーチップや NHS 活性化アガロースビーズに
固定化し、各種合成コンドロイチン硫酸との親
和性を熱力学的に測定した。 
 
４．研究成果 
 (1)コンドロイチンの合成 --- K4CPの酵素反
応により蛍光標識コンドロイチンポリマー(分
子量 1万、1.2万、3万および 4万)をmgスケ
ールで調製した。 
 (2)コンドロイチン硫酸ポリマーの調製 --- 
昆虫細胞培養系により発現させた硫酸基転移酵
素群(C4ST-1, C6ST-1, GalNAc4S-6ST, U2ST)
を単独あるいは複数作用させて各種コンドロイ
チン硫酸ライブラリーを構築した（表１）。 
 
表１：主な合成 PA-CSの二糖組成(%) 
合成品        0S    4S     6S   SD  SE 
PA-CH      100      0      0    0    0 
PA-C4S      1.6   98.4      0    0    0 
PA-C6S      3.7      0   96.3    0    0 
PA-C4S6S    1.8   34.5   63.6    0    0 
PA-C4S-SE   4.6   23.8     0    0  71.6 
PA-C4S6S-SD 7.0   10.8  61.3   20.9   0 
（注）0S : GlcA-GalNAc 
   4S : GlcA-GalNAc(4S) 
      6S : GlcA-GalNAc(6S)] 
      SD : GlcA(2S)-GalNAc(6S) 
      SE : GclA-GalNAc(4S,6S) 
 
 (3)合成コンドロイチン硫酸オリゴ糖の配列決
定 ---  

 
図１：蛍光標識硫酸化コンドロイチン８糖の合
成 

 
 
蛍光標識コンドロイチン８糖 [PA-CH8, 
(GlcA-GalNAc)4-PA]を４硫酸基転移酵素
(C4ST-1)で硫酸化した。イオン交換クロマトで
得られた主ピーク（図１矢印）を集めた。 
 
 その画分を脱離型分解酵素であるコンドロイ
チナーゼABCおよびACIIで分解すると、それ
ぞれ還元末端から PA 標識不飽和４糖及び２糖
が得られ、非還元末端からは飽和 GlcA を含む
２糖が共に得られ、不飽和 GlcA を含む２糖が
１分子分と２分子分がそれぞれ得られる。これ
らを PA標識糖分析用蛍光HPLCシステム（図
2）とポストカラム蛍光 HPLC２糖分析システ
ムにかけ、さらに酢酸水銀処理することにより
不飽和 GlcA を分解することで飽和２糖を分析
した（図 3）。 

 
 
図２：PA-C4S-８糖酵素分解物の PA糖分析 
 

 
図３：PA-C4S-8糖酵素分解物の二糖解析 
 
 
これらの結果から、この硫酸基修飾体の糖鎖配
列は糖鎖中の中間２ユニットのGalNAcの４位
が 硫 酸 化 さ れ た  GlcA-GalNAc-GlcA- 
GalNAc(4S)-GlcA-GalNAc(4S)-GlcA-GalNAc- 
PA の８糖２硫酸構造であることが判明した。
他の硫酸基修飾体も同じ方法で配列決定が可能



 

 

である。 
 
(4) プレイオトロピンやミッドカインなどの
CS 結合性生理活性分子を表面プラズモン測定
センサーチップや NHS 活性化アガロースゲル
に固定化し、合成コンドロイチン硫酸ライブラ
リーとの親和性解析を表面プラズモン測定装置
（ビアコア）やアフィニティークロマトグラフ
ィーを用いて実施した。一例を図４に示す。 
 現在、詳細な条件検討をしており、完全な熱
力学的解析まで到達していないが、D構造や E
構造を含む合成高硫酸基修飾体がプレイオトロ
ピンやミッドカインに対して高い親和性を示す
ことを見出している。 
 
 

 
図４：プレイオトロピン固定化チップへのD構
造を含む合成コンドロイチン硫酸の表面プラズ
モンセンサーグラム 
 
 (5)まとめと今後の展望 --- 本研究により、
組換え酵素を使って効率よく自在にコンドロイ
チンの硫酸化修飾ができ、糖鎖長と硫酸化位置
と量を制御した合成コンドロイチン硫酸糖鎖ラ
イブラリーを構築できることを初めて示した。
また、蛍光標識コンドロイチン硫酸８糖での糖
鎖配列を決定できるシステマチックな構造解析
方法を開発した。この方法はさらに多種類のCS
糖鎖配列の決定に発展できる可能性を含んでい
る。 
 得られた硫酸基修飾糖鎖ライブラリーは、引
き続きCS結合性生理活性分子との親和性の解
析に使用すると共に、細胞のシグナル伝達解析
など、コンドロイチン硫酸の持つ生理活性を探
求するために有用であり、今後の研究進展が大
いに期待できる。 
 今回開発した配列決定方法を含む精密な構造
解析方法をさらに進め、特異的活性構造の配列
決定や、生合成機構の解明に役立てるように技
術開発を進めていく。 
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