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研究成果の概要（和文）： 
発生過程や生体における恒常性の維持において、Wnt シグナルの厳密な調節が重要である

が、その分子機構の詳細は明らかでない。本研究において、コンドロイチン 4-O-硫酸基転移酵
素-1(C4ST-1)をWntシグナルの正の調節因子として同定した。C4ST-1はWnt-3aに高い親和
性を示す糖鎖を合成する。したがって、C4ST-1 は Wnt-3a の細胞表面結合量を制御すること
によってWntシグナルの強さを調節すると考えられた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

Wnt signaling is implicated in numerous physiological events such as morphogenesis. Here we show 
the importance of chondroitin 4-O-sulfotransferase-1 (C4ST-1) in the efficient signaling of Wnt-3a. We 
propose a mechanism in which structural alterations in CS chains mediated by C4ST-1 control the 
strength of Wnt-3a signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) C4ST-1が合成するコンドロイチン硫酸
が Wnt-3a シグナルを調節するという考え
に至った経緯 
①ヒトの軟骨細胞において、Wntのシグナ
ル伝達がコンドロイチン硫酸によって調節

されることが報告されていた。 
②Wingless (Wntのショウジョウバエホモ
ログ)が細胞表面や細胞外マトリクスの硫
酸化グリコサミノグリカンと強く結合する

ことが示されていた。 
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③コンドロイチン硫酸の合成に関与する酵

素の一つ、C4ST-1 遺伝子の変異細胞で
Wntシグナリングが抑制されることを、私
たちは独自に見いだしていた。 
④C4ST-1 は N-アセチルガラクトサミン
(GalNAc)残基の４位の硫酸化を触媒する
硫酸基転移酵素であるが、CS-E 構造

(-GlcUA-GalNAc(4S,6S)-)と呼ばれる特別
な糖鎖構造の合成にも関与する。CS-E 構
造は、ウイルスタンパクや神経細胞の突起

形成に関わるコンタクチンなどによって認

識されることが知られている。 
 
これらの知見から、C4ST-1 によって合成
される特別な硫酸化構造が Wnt-3a のシグ
ナル伝達を調節する可能性を検証しようと

考えた。 
 
(2) C4ST-1が合成するコンドロイチン硫酸
が産生細胞からの Wnt-3a の拡散を調節す
るという考えに至った経緯 
①私たちは、Wnt-3a を恒常的に発現する
L-Wnt-3a 細胞で C4ST-1 遺伝子の発現
が顕著に減少するという興味深い知見を得

ていた。 
②Wnt は産生細胞でつくられた後、受容細
胞へ拡散し、シグナルを入力し、受容細胞

の機能を調節する。しかし、Wnt分子は粘
着性の高いタンパク質であり、分泌後、細

胞表面や細胞外マトリクスの糖鎖に強く結

合する。したがって、Wnt分子を糖鎖から
遊離させる機構が存在する可能性が考えら

れた。  
 
これらの知見から、産生細胞は C4ST-1 の発
現レベルを抑制し、産生細胞周辺の糖鎖構造

を変化させることによって、Wntと糖鎖の親

和性を低下させ、Wntの産生細胞からの拡散

を促す可能性について調べようと考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)同じ刺激に対しても、細胞は状況依存的
に応答性を変化させる。本研究は 細胞表面
や細胞外マトリクスに存在する糖鎖の変化

が、細胞の応答性を変化させる可能性につ

いて調べることを目的としている。形態形

成因子 Wnt-3a に対する細胞の応答を例に
とり、Wnt-3a のシグナル伝達に関与する
糖鎖合成酵素遺伝子と糖鎖構造を決める。 
(2) 形態形成因子Wntは産生細胞でつくら
れた後、標的細胞へ拡散し、標的細胞の細

胞運命を決定する。Wntは粘着性の高いタ
ンパク質で、分泌された後、産生細胞の表

面や細胞外マトリクスの糖鎖に強く結合す

る。本研究では、産生細胞からWntの拡散
を促す機構を見いだすことを目的としてい

る。 
 
３．研究の方法 

(1) Wnt3a 情報伝達に関与するグリコサ
ミノグリカン合成酵素の同定 

幾つかのグリコサミノグリカン合成酵

素の変異細胞を用いて、Wnt-3aに対する
応答性を調べる。Wnt-3aに対する応答性
は、細胞質に蓄積する β-カテニンの量を指
標にウェスタンブロッティングを行って評

価する。また、同定された合成酵素遺伝子

を変異細胞に戻し、Wnt-3aに対する応答
性が回復することを確認する。 
(2) Wnt3aが認識する糖鎖構造の同定 
コンドロイチン硫酸は硫酸化パターン

の違いにより複数のアイソタイプが存在す

る。いくつかのコンドロイチン硫酸アイソ

タイプをビオチン化し、それぞれセンサー

チップに固相化し、表面プラズモン共鳴解

析装置(BIAcore)を用いて、Wnt-3aとの親
和性を調べる。 



(3) Wnt-3aの細胞表面結合量の解析 
予め複合体を形成させておいた recombinant 

Wnt-3a と抗Wnt-3a抗体複合体を、C4ST-1
の発現レベルの様々な細胞に添加した後、蛍

光標識した２次抗体を用いて、細胞表面に結

合したWnt-3aを可視化する。 

 

４．研究成果 

(1) Wnt3a 情報伝達に関与するグリコサミ

ノグリカン合成酵素の同定 

コンドロイチン-4-O-硫酸基転移酵素-1 

(C4ST-1) を欠損したsog9細胞において、

Wnt-3a に対する応答性が低下していた。ま

た、sog9細胞にC4ST-1遺伝子を戻すと応答は
回復した。また、C4ST-1 の発現レベルによ

って Wnt-3a シグナル伝達が調節されるこ

とが明らかになった。 
 

 
 

(2) Wnt3aが認識する糖鎖構造の同定 

 C4ST-1 によって合成されるCS-E構造 
(-GlcUA-GalNAc(4S,6S)-)を含むコンドロ
イチン硫酸とWnt-3aが高い結合親和性を
もつことが明らかになった。 

 
(3) Wnt-3aの細胞表面結合量の解析 

C4ST-1 の発現レベルが高い細胞(L細胞、
sog9-C4ST-1細胞)ほど、細胞表面に結合す

るWnt-3a は多く、発現レベルの低い細胞
(sog9細胞)ではWnt-3aの細胞表面結合量が
少ないことがわかった。したがって、

C4ST-1は特別な糖鎖構造(CS-E構造)の合
成量を調節することによって、Wnt-3aの結
合／解離を制御し、その結果、細胞表面の 
Wnt-3a 量が調節されることがわかった。 

 
 

以上の結果から、細胞は C4ST-1 の発現レ
ベルを厳密に制御することで Wnt-3a に
対する応答性を微細調節していると考えら

れる。一般に、形態形成因子の濃度依存的

に細胞応答が調節されるモデルが提唱され

ているが、今回の結果から、たとえ同じ濃

度であっても、形態形成因子に対する結合

能を細胞自律的に変化させることで異なる

応答反応を起こすことができる可能性が示

された。細胞は C4ST-1 の発現レベルを制
御することで Wnt に対する応答性の強弱
を調節すると考えられる。 
 
(4) 糖鎖による産生細胞からWntの拡散を
促す機構の解析 
Wnt3a を発現するマウス線維芽細胞

(L-Wnt-3a 細胞)に  C4ST-1 遺伝子を安定
に導入した細胞を樹立した。 C4ST-1 の発
現レベルと Wnt3a の分泌量の相関性を調べ

るために、培地に分泌されたWnt-3aを高感

度に測定できるレポーターアッセイ法を確

立し、現在解析中である。 
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