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研究成果の概要（和文）：糖鎖の構造は多様かつ細胞種特異的であるだけでなく、細胞の分化、活性化に伴い劇
的に変化しており、糖鎖は病原体の感染成立や細胞自身の機能制御において重要な役割を果たす。コンドロイチ
ン硫酸の6位硫酸化酵素であるC6ST-1をマウスで欠損させると肺炎球菌に対する感受性が著しく低下することを
見出したことから、C6ST-1 欠損マウスの免疫系の解析を進めた結果、C6ST-1の欠損が炎症誘導の異常をもたら
す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The structures of glycans differ not only by cell species, but also by cell 
differentiation or activation. Thus, glycans play important roles in pathogen infection and 
modulation of cellular functions. Since deletion of chondroitin 6-sulfotransferase-1 (C6ST-1) made 
mice resistant to Streptococcus pneumoniae infection, phenotypes of C6ST-1 knockout mice were 
analyzed focusing on immune system. The results indicated that inflammation might be affected by 
C6ST-1 deficiency. 

研究分野：糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺炎球菌は肺炎や敗血症、細菌性髄膜炎の主たる原因菌である。肺炎球菌感染による細菌性髄膜炎では、脳内へ
の薬物移行性の問題から抗菌薬の選択肢が限られている。本研究で得られた結果をさらに発展させることによ
り、これまで標的として理解されていなかったコンドロイチン硫酸の免疫系における機能、肺炎球菌の感染にお
ける役割が明らかになれば、肺炎球菌感染症の新たな治療薬、ワクチンの開発にもつながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細菌等の病原体感染に対する生体の防御機構には、皮膚・粘膜のバリアによる体内への侵入の
阻止、自然免疫である好中球やマクロファージによる貪食、そして獲得免疫である液性免疫、細
胞性免疫があり、これらの免疫応答が連携して働くことで身を守っている。病原体が感染する過
程、そして病原体や感染した細胞を駆除する過程では、宿主、そして病原体による相手方の認識
が生じる。 
 宿主である細胞の表面は、膜タンパク質等に付加された糖鎖で覆われている。つまり、糖鎖が、
宿主や病原体が相手方と出会った際に最初に接する分子となることが多い。糖鎖の構造は多様
かつ細胞種特異的であることから、病原体による宿主の選別において、決定基として機能する。
また、細菌が宿主の糖鎖を利用して免疫系の攻撃から逃れる例も報告されている。一方で、糖鎖
の構造は同一の細胞においても普遍ではなく、細胞の分化、活性化に伴い劇的に変化する。この
糖鎖構造の変化が糖鎖認識分子との相互作用を変化させることで、細胞自身の機能を制御して
いることも明らかになってきた。例えば、研究代表者は以前、細胞表面の糖鎖の最も外側に位置
するシアル酸の活性化依存的な分子種変化がリンパ球の活性化亢進をもたらすことを明らかに
した。このように、糖鎖は病原体の感染過程及び感染に対する防御反応において、極めて重要な
役割を担っている。 
 グリコサミノグリカン（GAG）
は、二糖繰り返し構造からなる直
鎖状糖鎖であり、細胞表面や細胞
外マトリクス中に、主に特定のコ
アタンパク質に四糖結合領域を
介して結合したプロテオグリカ
ンとして存在する（図 1）。GAG の
一つであるコンドロイチン硫酸
（CS）は、グルクロン酸（GlcA）
と N-アセチルガラクトサミン
（GalNAc）から成る二糖単位が数
十回繰り返した硫酸化多糖であ
る。哺乳動物細胞に存在する CS
の多くは、硫酸基転移酵素により
GalNAc 残基の 4位・6位、GlcA の
2位に硫酸化修飾を受けている。研究代表者が本研究課題に応募した時点で所属していた研究室
では、CS が脳・神経系や骨、筋肉において硫酸化パターン依存的にその機能を発揮することを
世界に先駆けて明らかにしてきた。 
 研究代表者の予備的実験により、CSの 6位硫酸化を担う硫酸基転移酵素、C6ST-1のノックア
ウト（KO）マウスが、肺炎球菌の感染に対し高い生存率を示すことが明らかになった。肺炎球菌
は肺炎や敗血症、細菌性髄膜炎の主たる原因菌である。血液脳関門突破において糖鎖が重要な役
割を果たすことが示唆されるなど、感染と特定の糖鎖構造の関連が予想されるものの、感染時に
糖鎖が果たす役割は未だ不明な部分が多い。他の感染症でも、GAG のうちヒアルロン酸やヘパラ
ン硫酸については関与が明らかにされつつあるが、CS の寄与はほとんど不明である。肺炎球菌
に対する感受性の違いという予備的実験の結果等から、C6ST-1 の欠損により自然免疫系が亢進
する可能性が示唆され、コンドロイチン硫酸が硫酸化パターン依存的に免疫系の制御に関わる
可能性が考えられた。そこで本研究では、特にマクロファージや好中球など自然免疫を担う細胞
に着目した。マクロファージにおいて、その機能制御に CSが関与する可能性を示唆する報告と
して、ヒアルロン酸受容体である CD44とヒアルロン酸の結合の制御がある。ヒアルロン酸と CD44
の結合は、損傷部位へのマクロファージの動員に関わる。CD44には CS付加部位があるが、この
CSの硫酸化はヒアルロン酸と CD44の結合を抑制的に制御しており、マウスのマクロファージを
M1マクロファージへと分化させる条件で刺激すると、CSの硫酸化が低下し、CD44とヒアルロン
酸の結合が増加すること、また、この時 C6ST-1の発現量が減少しており、6位硫酸化 CSの制御
が示唆されることが報告されている（Ruffell et al., JBC, 2011）。一方で、C6ST-1の siRNA
を肺気腫モデルのマウスに投与したところ、肺における過剰なマクロファージの集積が抑えら
れ、症状が改善したとの報告もある（Kai et al., Respiratory Research, 2015）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CSの 6位硫酸化を担う硫酸基転移酵素、C6ST-1の KOマウスが、肺炎球菌の感染
に対し高い生存率を示すという予備的知見を踏まえ、CS が肺炎球菌等の病原体の感染成立に寄
与する機構の解明を目指し、6位硫酸化 CSを欠損する C6ST-1 KOマウスの肺炎球菌感染に対す
る抵抗性の分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
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 CSの機能解明を目指した研究では、一般的にコンドロイチナーゼを用いた CS分解の系が用い
られる。しかし、生体内における CSの機能制御は、CSの発現を失いその機能全てを欠失させる
のではなく、状況に応じて硫酸化パターンを変化させ、硫酸化パターン依存的な機能を発揮・消
失させるという形で行われていることが、研究代表者が所属していた研究室により明らかにな
ってきた。本研究では、CS の硫酸化酵素を欠損させた糖鎖改変マウスを使用して研究を進める
ため、実際に生体内で生じている「硫酸化の制御を介した CSの生理機能の調節機構」の解明に
直結した結果が得られると考えられた。 
 肺炎球菌感染による細菌性髄膜炎では、脳内への薬物移行性の問題から抗菌薬の選択肢が限
られており、本研究により、これまで標的として理解されていなかった CSの免疫系における機
能、肺炎球菌の感染における役割が明らかになれば、肺炎球菌感染症の新たな治療薬、ワクチン
の開発にもつながると期待された。 
 
３．研究の方法 
 C6ST-1 KOマウスに関しては、これまでに脾臓の naïve T細胞減少の報告があるものの、それ
以外に免疫系に関する表現型の報告はなかった（Uchimura et al., JBC, 2002）。そこで本研究
では、6 位硫酸化 CS 欠損マウスの肺炎球菌感染に対する抵抗性の分子メカニズムを明らかにす
るため、まず C6ST-1 KOマウスと野生型マウスで免疫細胞の分化、成熟、活性化等に差があるか
調べた。 
 
（１）C6ST-1 KOマウスにおける免疫細胞の分化・成熟の解析 
 C6ST-1 KOマウスにおいて免疫細胞の割合や成熟に変化がないか調べるため、野生型マウスお
よび C6ST-1 KO マウスから各種免疫系組織及び末梢血、腹腔液を採取し、これらに含まれる単
球・マクロファージ、樹状細胞、B細胞、T細胞などについて、各種細胞のマーカーとなる細胞
表面抗原に対する抗体で染色してフローサイトメトリーを行い、解析した。 
 
（２）C6ST-1 欠損がマクロファージへの分化に与える影響の解析 
 野生型マウスと C6ST-1 KOマウスでマクロファージなど自然免疫系に差があるか調べるため、
まず骨髄細胞をマクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）により in vitroで刺激した場合のマ
クロファージへの分化が C6ST-1 KO マウスで正常に起こるか、細胞表面マーカーの発現をフロ
ーサイトメトリーで解析することにより調べた。 
 
（３）C6ST-1 欠損がマクロファージの機能に与える影響の解析 
 野生型マウスと C6ST-1 KO マウスでマクロファージの機能に差があるか調べるため、野生型
マウスおよび C6ST-1 KO マウスの骨髄細胞を in vitro で刺激してマクロファージへと分化さ
せ、得られた骨髄由来マクロファージによる肺炎球菌の殺菌能を比較した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、C6ST-1 KOマウスの肺炎球菌感染抵抗性の分子メカニズムを解明することを目的
とし、C6ST-1 KOマウスと野生型マウスで、免疫細胞の分化や成熟、活性化等に差があるか調べ
た。 
 
（１）C6ST-1 KOマウスにおける免疫細胞の分化・成熟の解析 
 野生型マウスおよび C6ST-1 KOマウスから、胸腺、脾臓、リンパ節などの免疫系組織および末
梢血、腹腔液を採取し、各種免疫系細胞のマーカーで染色してリンパ球やマクロファージなどの
割合、分化・成熟を調べたところ、C6ST-1 KOマウスでは野生型マウスと比較して顕著な違いは
見られなかったものの、炎症に関わると考えられる一部の細胞集団の割合が変化している可能
性が示唆された。 
 
（２）C6ST-1 欠損がマクロファージへの分化に与える影響の解析 
 次に、野生型マウスと C6ST-1 KO マウスで自然免疫系の機能に差があるか検討するため、ま
ず、骨髄細胞を M-CSF で刺激した際のマクロファージへの分化が C6ST-1 KO マウス由来の細胞
で正常に起こるか調べた。野生型マウスおよび C6ST-1 KOマウスから採取した骨髄細胞を M-CSF
存在下で約 1週間培養し、細胞表面マーカーの発現をフローサイトメトリーで解析したところ、
野生型マウスと C6ST-1 KOマウス由来の細胞でマクロファージへの分化に差は見られなかった。 
 
（３）C6ST-1 欠損がマクロファージの機能に与える影響の解析 
 上述の通り、野生型マウスと C6ST-1 KOマウスで骨髄細胞の in vitroでの刺激によるマクロ
ファージへの分化に特に差が見られなかったことから、次に、この骨髄由来マクロファージを用
いて肺炎球菌の殺菌能を調べた。野生型マウスおよび C6ST-1 KO マウスの骨髄由来マクロファ
ージと肺炎球菌を混和した際の肺炎球菌の増殖能に差は見られず、C6ST-1 欠損はマクロファー
ジの殺菌能には影響しない可能性が示唆された。 



 

 

 

 以上の結果より、C6ST-1 KOマウスでは肺炎球菌感染時の炎症誘導に変化が生じている可能性

が見出された。 
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