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研究成果の概要（和文）： 

ヘパラン硫酸６−O-硫酸転移酵(HS6ST)と HS2ST リコンビナント酵素から硫酸化パターンの異な
るヘパラン硫酸８糖を作製し、FGF-2 と FGF-4 活性は異なった硫酸化パターンの８糖で阻害さ
れることを明らかにした。HS22ST ノックアウトマウス、HS6ST-1,-2 ダブルノックアウトマウ
スからのマスト細胞はそれぞれヘパリンの２硫酸化、６−硫酸化を欠損し、マスト細胞特異的な
３種類のプロテアーゼの沈着阻害も各マスト細胞で異なっていた。HS6ST1 が IHHの原因遺伝子
の１つであることを Bulowらとの協同研究で明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
HS octasaccharide library was produced by recombinant HS6ST and HS2ST. FGF-2-dependent 
signaling was inhibited by 2-O-sulfated HS octasaccharide, whereas the inhibition of 
FGF-4-dependent signaling required  2-O- and 6-O-sulfated HS octasaccharide. Mast cells 
derived from HS2ST and HS6ST-1 -2 double knockout mice fetal skin produced 2-0-sulfate- 
and 6-O-sulfate-deficient heparin, respectively. The deposit of three mast cell-specific 
proteases were distinctly inhibited in the each mutated mast cells. the collaborated 
studies with Bulow elucidated that the mutated HS6ST1 gene was involved in patients with 
idiopathic hypogonadotrophic hypogonadism (IHH). 
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１．研究開始当初の背景 

(１)ヘパラン硫酸プロテオグリカンの糖鎖
部分であるヘパラン硫酸鎖は様々位置に硫
酸基をもつ多様な構造をもつ多糖である。糖
鎖部分は細胞増殖因子、細胞外マトリックス
成分、リポプロテインリパーゼ、プロテアー

ゼなど非常に広範な分子の活性を制御して、
発生、生理的、病理学的に重要な機能をもつ。
(２)私たちはヘパラン硫酸鎖の硫酸化酵素
群を単離、クローニングしその性質を明らか
にした。それらのリコンビナント酵素を用い
て均一な構造のヘパラン硫酸オリゴ糖を合
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成し、様々な細胞増殖因子との結合特異性を
明らかにした。さらにこれら酵素を欠損した
マウスを作製し、その機能の解析に取り組ん
だ。ヘパラン硫酸６−硫酸転移酵素—１
（HS6ST-1）欠損マウスは後期胚で致死にな
り、胎盤迷路層の血管形成不良と肺胞形成異
常を示した。 
 

２．研究の目的 

(１）ヘパラン硫酸の硫酸化パターンによる
種々のヘパリン/ヘパラン硫酸結合性細胞増
殖因子のシグナル制御を解析する。 
(２)皮膚創傷治癒の過程に関わるヘパリン/
ヘパラン硫酸結合性分子の硫酸化パターン
による活性制御機構-創傷治癒の初期反応に
関わるマスト細胞内のヘパリン結合分子と
硫酸化パターンとの相互作用を含めて解析
する。 
 

３．研究の方法 

(1)線維芽細胞の増殖を阻害するヘパラン硫
酸オリゴ糖をリコンビナント HS 硫酸転移酵
素を用いて作製し、FGF 依存性のシグナル阻
害で調べる。また HS6ST-1,-2 に特異的な
siRNA を用いて、組織形成へのこれら遺伝子
の役割を調べる。 
(2) 皮膚創傷治癒の初期過程にかかわる結
合識型マスト細胞を野生型マウス(WT)と
HS6ST-1,HS6ST-2. HS2STノックアウトマウス
(KO)から培養し、マスト細胞特異的プロテア
ーゼに対する影響を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) ヘ パ ラ ン 硫 酸 6- 硫 酸 転 移 酵 素
(HS6ST)-1,-2 のダブルノックアウトマウス
胚由来の線維芽細胞(dKO-MEF)を用いて、３
種類の FGF(-1,-2,-4)活性に及ぼすヘパラン
硫酸の硫酸化パターンの影響を調べた。
FGF-1,-4 は６−硫酸基の影響を強く受け、
dKO^MEF ではシグナル伝達及び細胞増殖が強
く阻害された。その阻害機序は FGF-1,-4 は
６−硫酸基を欠損する HSとの結合性が目立っ
て減少すること、シグナル伝達複合体である
FGF レセプター/FGF/HS の形成も著しく減少
す る こ と に 明 ら か に し た  (J. Biol. 
Chem.(2008) 283,10366-10376)。 
 
(2) 線維芽細胞の増殖因子であり、血管形成
も促進する線維芽細胞増殖因子(FGF)-2 は 
ヘパラン硫酸(HS)の 2-O-硫酸基に強い結合
性を示すことが私たちを含めてこれまでの
研究から明らかにされた。異なる硫酸化パタ
ーンを持つＨＳ８糖が FGF活性に対する影響
を明らかにした。FGF-2 依存的なシグナル伝
達は 2-O-硫酸基を持つが 6-O-硫酸基を欠損
するような HS-８糖によって強く阻害される
が、FGF-4 依存的なシグナル伝達は阻害され

なかった。FGF-4 活性の阻害には 2-O-と 6-O-
硫酸基の両方をもつ HS-8糖が必要であった。
これらの結果は異なる硫酸化パターンをも
つ HS-8 糖が特定の FGF 活性を制御できる可
能性を示唆した(Glycobiology (2009) 19, 
644–654)。 
 
(3) 肢芽形成には FGF-8, -10 をはじめ多く
のヘパリン結合性細胞増殖因子、形態形成因
子が作用する。ニワトリ胚肢芽領域に HS6-O-
硫酸転移酵素(HS6ST) -1, -2に特異的な RNAi
を接種すると遺伝子発現が抑えられ酵素の
基質特異性を反映した HS の 6-O-硫酸基の減
少を引き起こした。HS6ST-2 RNAi 処理は
HS6ST-1 RNAi 処理より高頻度で肢芽の成長
を阻害した。これら結果は HS の 6-O-硫酸化
レベルと正確な O-硫酸化パターンがニワト
リ肢芽の形成に重要な役割を持つことを支
持する（Dev. Growth Differ. (2010) 52, 
146–156。 
 
(4) Esko 博士ら(U. S. A.)との協同研究から
以下のことが明らかになった。ヘパラン硫酸
2-O-硫酸転移酵素(HS2ST)ノックアウトマウ
スはトリグリセライドが血漿に蓄積し、キロ
ミクロンや投与した VLDL の排除が遅れた。
培養肝細胞への VLDL の取り込みは N-硫酸基
や２-O-硫酸基を欠損するヘパリンによって
阻害されないが 6-O-硫酸基を欠くヘパリン
によってヘパリンと同程度に阻害された。こ
れらの結果はヘパラン硫酸の 2-O-硫酸基が
これら分子の肝細胞への取り込みに必要で
あることを示した（J. Biol. Chem.(2010) 285, 
286–294）。 
 
(5) 創傷治癒の初期反応にはマスト細胞が
関与することが知られている。肺胞の形成に
は様々なプロテアーゼが関与していること
が知られている。肺のマスト細胞は高濃度の
プロテアーゼ(MCPs)やコラゲナーゼなどを
合成し、それらのいくつかはヘパリンと結合
して顆粒内に保持され、外部からの刺激に応
じて遊離される。そこでマスト細胞のプロテ
ーゼ群と特異的なヘパリン構造のとの相互
作用を調べた。異なった特異性を持つヘパラ
ン硫酸硫酸転移酵素 (HSST)を欠損した 
HS6ST1-KO, HS6ST2-KO, HS2ST-KO マウスと
HS6ST-1,-2 ダブルノックアウトマウス胎仔
皮膚からマスト細胞を培養し、結合識型マス
ト細胞(CTMC)を得た。HS2ST-KO からの CTMC
は完全に 2-硫酸化を欠損したヘパリンを合
成した。マスト細胞特異的な３種類のプロテ
アーゼ(トリプターゼ、カイマーゼ、カルボ
キシペプチダーゼ A)活性は野生型(WT)マウ
スの CTMC に比較していずれも減少した。特
にトリプターゼは 1/20 以下へ激減しトリプ
ターゼタンパク量も激減していたが、その



 

 

mRNA の発現レベルはほとんど変わらなかっ
た。カイマーゼも同様な傾向を示した。これ
らの結果はヘパリンの２−硫酸化も HS2ST に
よって合成されること、これらマスト細胞プ
ロテアーゼの顆粒内保持には要求程度には
違いがあるがヘパリンの２−硫酸残基が関わ
った（第８２回日本生化学会大会 (2009)）。
HS6ST1-KO, HS6ST2-KO, HS6ST-1, -2 ダブル
ノックアウトからの CTMC について同様に解
析した。その結果、ヘパリンの６−硫酸化は
HS6ST-1 と HS6ST-2 によって合成されること
が明らかになった。HS6ST-1, -2 ダブルノッ
クアウトからの CTMC のトリプターゼ、カル
ボキシペプチダーゼ A は激減し、カイマーゼ
は半減したが、それぞれの mRNA の発現は WT
マウスと比較してほとんど変化しなかった。
従って、トリプターゼ、カルボキシペプチダ
ーゼ A の顆粒内保持にはヘパリンの６−硫酸
化が要求される。これら４種類のノックアウ
トマウス由来の CTMC の結果をまとめるとマ
スト細胞特異的なプロテアーゼ群とヘパリ
ンとの相互作用はそれぞれ異なることを示
唆し、トリプターゼの保持にはヘパリンの２
硫酸残基と６−硫酸残基の両方が必要である
ことを示した。 
 
(6) Bulow 博士(U. S. A.)らとの協同研究か
ら突発性ゴナドトロピン欠乏性性機能低下
症(IHH)の家族が HS6ST1遺伝子に変異を持つ
ことが明らかになった。IHH 患者は家族によ
って異なった５カ所のアミノ酸の変異をも
つ。これら HS6ST1 遺伝子の変異は in vitro, 
in vivo ともに活性低下になった。即ち、リ
コンビナント変異酵素は野生型の３６〜７
６％の活性を示した。さらに Hs6st 変異にも
つ線虫を用いた in vivo の実験で、 kal-1
依存的な軸索分技は HS6ST-1遺伝子導入で観
察されたが HS6ST1 変異遺伝子導入では分技
は減少した。 これらから HS6ST1 は IHH の原
因遺伝子の１つであることが示された 
(Proc.Natl. Acad. Sci. (2011) accepted)。 
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