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研究成果の概要（和文）：

ヘパラン硫酸（HS）とコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸（CS/DS）の機能分担やシグナ

ル伝達の調節メカニズムの相違は不明である。本研究では、これまで不明であった CS/DS の構

造と機能の解析に重点を置いて研究を遂行した。グリコサミノグリカン（GAG）を介した増殖

因子などのタンパク質の機能発現とシグナル伝達には、単なる硫酸化二糖の配列だけではなく、

コンフォメーションと静電ポテンシャルの分布も重要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：

The difference in the functions and regulatory mechanisms of heparan sulfate (HS) and

chondroitin sulfate/dermatan sulfate (CS/DS) is still obscure. In the present study we analyzed molecular

interactions between signaling molecules and the glycosaminoglycan (GAG) chains, especially CS/DS

chains, to investigate the differences in the roles of HS and CS/DS in the signaling processes. Our results

revealed that not only the sequences of disaccharide units but also the conformation of oligosaccharide

domains and electrostatic distribution along the chains are important.
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性繊維芽細胞増殖因子（bFGF）の補助レセプ

ターとしての機能調節作用の研究が盛んで

あった。

一方、我々は、多くのヘパリン結合性増殖

因子が多硫酸化 CS とも高い親和性で結合す

ることを発見し、その相互作用の生理的重要

性を指摘していた。さらに、量子力学に基づ

く計算化学を駆使したコンピューターモデ

リングとシミュレーションによって、抗 CS

抗体に認識される複数の硫酸化八糖の三次

元構造とその表面の静電ポテンシャルの分

布を解析し、糖鎖と機能性タンパク質の相互

作用を明瞭に視覚化する解析技術を開発し

ていた。したがって本研究では、それまでに

蓄積してきた糖鎖構造解析技術を用いて、従

来は極めて困難であった、硫酸化 GAG の機

能を担う複数の増殖因子に対する結合ドメ

インの精密かつシステマティックな解析を

遂行することを目指していた。

２．研究の目的

プロテオグリカンの GAG 側鎖である HS

の生合成遺伝子のハエやマウスの変異株の

形態形成異常の研究成果等から、HS が種々

の細胞増殖因子、サイトカイン、形態形成因

子のシグナル伝達に関与していることが

次々に明らかにされ、細胞の増殖、分化、癌

化、組織の形態形成、再生等の基本的な生命

現象に不可欠の分子として、今や細胞生物学、

発生生物学の舞台の中央に位置し，活発な研

究対象となっている。

一方、我々は、HS 以外に、もう一群の GAG

多糖鎖である CS/DS も重要な生命情報を担

うことを示してきた。興味深いことに、細胞

増殖因子やサイトカインなどのシグナル分

子は、HS だけでなく、CS/DS にも高い親和

性で結合し、そのシグナル伝達機構の重要性

を我々は証明してきた。しかし、両糖鎖の機

能分担やシグナル伝達の調節メカニズムの

相違は不明である。本研究の目的は、シグナ

ル分子と糖鎖との相互作用の解析から、シグ

ナル伝達機構における両糖鎖の機能分担を

解明することであった。具体的には、代表的

な３種類の増殖因子であるプレイオトロフ

ィン（PTN）、bFGF、肝細胞増殖因子（HGF）

をはじめとする様々なヘパリン結合性タン

パク質と相互作用し、その機能を調節する糖

鎖ドメインを HS と CS/DS について単離精製

し、一次構造を解明するとともに、コンピュ

ーターモデリングも駆使して、三次元構造と

その表面の静電ポテンシャルの分布を明ら

かにし、構造の異なる２種類のタイプの糖鎖

が同一の機能性タンパク質に認識される分

子メカニズムを解明することである。

３．研究の方法

機能ドメインは多糖の一部のサブクラス

に埋め込まれたオリゴ糖と予想され、その含

量はわずかと予想されたので、生後６ヶ月齢

のブタの小脳を用い、比較のために大脳も用

いた。GAG 画分を抽出、陰イオン交換カラム

で精製した。この画分を、PTN 固定化カラム

を用いて、0.15M NaCl で素通りする画分と

2M NaCl で溶出される結合画分に分離し、両

方の画分について、CS/DS 鎖の二糖組成分析

を行った。また、神経突起伸長促進活性を評

価した。iB 二糖単位 [IdoA(2S)-GalNAc(4S)]

含有多糖鎖を最も選択的に結合、濃縮できる

PTN アフィニティーカラムを用いて、大量に

結合性糖鎖を調製した。この画分を、ヒアル

ロニダーゼまたはコンドロイチナーゼ AC-I

による限定分解によってオリゴ糖に分解し、

２−アミノベンズアミドで蛍光標識後、再び

同じカラムにかけ、結合オリゴ糖を非結合性

オリゴ糖から分離精製し、ゲルろ過により、

最小オリゴ糖のサイズを決定した。その後、

ゲルろ過で結合能をもつことが判明した最

小サイズのオリゴ糖画分を別途大量に調製



し、その画分を２−アミノベンズアミドで蛍

光標識後、再びアフィニティーカラムで結合

性オリゴ糖を非結合性オリゴ糖から分離精

製し、陰イオン交換 HPLC で個々の糖鎖に分

離精製した。各精製オリゴ糖をコンドロイチ

ナーゼ AC-I、AC-II、B および ABC で分解し

た分解物を陰イオン交換 HPLC で分析し、標

準オリゴ糖ライブラリーの溶出位置と比較

して同定し、二糖の配列決定を行い、一次構

造を決定した。得られた一次構造配列をもと

にして、（株）STS の福島信弘博士、長屋州

宣博士と共同でスーパーコンピューターを

用いて、分子モデリングとシミュレーション

を行い、三次元構造と静電ポテンシャルの分

布を計算科学で求めた。コンドロイチン硫酸

由来のオリゴ糖のモデリングは種々の二糖

単位およびそれらから構築した四、六、八糖

における糖残基間の二面角のデータを利用

して行い、量子力学に基づく計算科学的手法

で最適化して、最小エネルギー構造を求め、

安定構造を決定した。

４．研究成果

以前に我々は、ブタ胎児期の CS/DS 混成

鎖が神経突起伸長促進活性を有することを

見いだし、さらにその活性発現のメカニズ

ムとしては PTN や HGF を捕捉し神経細胞

に提示することによると示していた。そし

て、PTN 結合ドメインから複数の異なる硫

酸化八糖配列を単離していた。一方で、二

糖組成の全く異なるサメ皮膚由来の CS/DS

混成鎖にも神経突起伸長促進活性を有する

ことを見いだしたので、この混成鎖を酵素

で断片化し、ゲルろ過クロマトグラフィー、

イオン交換クロマトグラフィー、PTN 固定

化カラムを用いたアフィニティークロマト

グラフィーを用いて、五硫酸化六糖 [Δ

HexA-GalNAc(4-O-sulfate)-IdoA(2-O-sulfate)-

GalNAc(4-O-sulfate)-IdoA(2-O-sulfate)-GalN

Ac(4-O-sulfate)]を単離し、その三次元構造と

静電ポテンシャルの分布も決定した。また、

既知のミッドカインの構造を用いて PTN の

高次構造をシミュレーションで求め、糖鎖

結合ドメインも決定した。これらの研究に

よって、GAG を介した増殖因子などのタン

パク質の機能発現とシグナル伝達には、単

なる硫酸化二糖の配列だけではなく、コン

フォメーションと静電ポテンシャルの分布

も重要であることが判明した。さらに、北

海道産のエイの CS に D 二糖単位が含まれ、

類似の組成をもつ既知のサメ軟骨由来 CS

とは異なり、in vitro で HGF シグナル伝達系

を介して、マウス胎児の海馬ニューロンの

突起伸長を促進する活性を示すことも明ら

かにした。

その他にも、コンドロイチンを特異的に認

識して加水分解する線虫の新規の酵素（コン

ドロイチン加水分解酵素の初めての報告）を

同定した。また、ヒトの DS 4-O-硫酸基転移

酵素の欠損症（DS が合成されず、代わりに

CS が合成される始めての報告）を発見し、

ヒトの GAG-コアタンパク質結合領域四糖

（GlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser）の合成を司るグルク

ロン酸転移酵素の新しい合成基質を用いた

アッセイ法を作成し、その酵素の欠損症（骨、

大動脈、心臓の発達異常を示し、硫酸化 GAG

が心臓の発達に重要であることを示す初め

ての報告）も発見した。さらに、ヒドラのコ

ンドロイチンプロテオグリカンの膜の形態

形成における機能の初めての証明を行い、ア

フリカツメガエルの発生過程における CS と

HS の構造の変化と各種増殖因子との結合能

の変化を示し、発生過程におけるシグナル分

子の発現に対応した糖鎖構造の変化が起き

ている可能性を指摘した。また、DS エピメ

ラーゼ２のマウス脳における特異的発現の

証明（脳の発達への DS の関与を示唆する発



見）を行うなど、大きな成果を挙げた。これ

らの生物学的に興味深い様々な現象の背景

にある GAG のシグナリングの分子メカニズ

ムの解明が今後の課題である。
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