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研究成果の概要（和文）：硫酸化グリコサミノグリカン鎖は、タンパク質に共有結合したプロ

テオグリカンとして、ほとんどすべての細胞の表面や細胞外マトリックスに存在し、様々な増

殖因子や形態形成因子、そして細胞外マトリックスに存在するタンパク質などと相互作用する

ことにより機能を発揮している。従って、グリコサミノグリカン鎖の生合成は、胚発生や恒常

性の維持に深く関わり、その生合成の破綻は様々な疾患を引き起こすと思われる。そこで、本

研究では、硫酸化グリコサミノグリカン鎖がどのように合成され、その合成を撹乱すると何が

おこるのかを解析し、硫酸化グリコサミノグリカン鎖の合成異常と疾患との関連を考察した。

研究成果の概要（英文）：Proteoglycans carrying sulfated glycosaminoglycan chains are ubiquitously
expressed at cell surfaces and in extracellular matrices, and glycosaminoglycan chains interact with
numerous proteins, including growth factors, morphogens and extracellular-matrix proteins. These
interactions form the basis of glycosaminoglycan-related biological phenomena. Thus, the biosynthesis
of glycosaminoglycan regulates key events in embryonic development and homeostasis, and deranged
glycosaminoglycan biosynthesis could cause diseases. Here, we examined glycosaminoglycan
biosynthesis, the effects on cellular functions by alteration of glycosaminoglycan biosynthesis, and the
possible association of the biosynthesis with several disease pathologies.
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や形態形成などの基本的生命現象への硫酸
化グリコサミノグリカン鎖の深い関与が実
証されてきた。また、ハエや線虫の変異体
やヒトの癌や遺伝病の原因としての硫酸化
グリコサミノグリカン鎖の異常の実例が数
多く示されてきた。しかしながら、硫酸化
グリコサミノグリカン鎖の構造や発現量の
異常がどのような分子機構で、異常な表現
型を引き起こすかは糖鎖構造の情報が不足
しており、ほとんど解明されていなかった。

２．研究の目的
　我々は世界に先駆けて、ヘパラン硫酸や
コンドロイチン硫酸などの硫酸化グリコサ
ミノグリカン鎖の生合成に関与する 10 種類
以上の酵素遺伝子のクローニングを行って
きた。本研究では、これら合成酵素の活性
や発現を改変することにより、硫酸化グリ
コサミノグリカン鎖の発現制御メカニズム
や機能を明らかにし、その成果に基づいた
病態の解明と治療のための基盤となる研究
を行う。

３．研究の方法
（１）マウスグルクロン酸転移酵素 -I
(GlcAT-I) cDNA を利用してマウス GlcAT-I遺
伝子を単離し、その制限酵素地図を作製し
た後、エキソン II にネオマイシン耐性遺伝
子を挿入した遺伝子欠損マウス作製用のタ
ーゲティングベクターを構築した。このベ
クターをES細胞にトランスフェクションし、
PCR および Southern blot によるスクリーニ
ングの結果、２クローンの相同組み換え体
を得た。両クローンについて、キメラマウ
スを作製し、さらにヘテロマウスを得た後、
C57BL/6 系統のマウスへの戻し交配を行っ
た。さらに、ヘテロマウス同士の交配によ
り得た胎生 2.5 日(8 細胞期)胚の遺伝子型を
判定した。また、野生型の 2 細胞期胚をコ
ンドロイチン硫酸鎖を特異的に分解する酵
素であるコンドロイチナーゼで処理し、そ
の後胚盤胞までの分化を観察した。

（２）コンドロイチン GalNAc 転移酵素-1
（ChGn-1）、ChGn-2、コンドロイチン 4-硫酸
基転移酵素（C4ST-1）、および C4ST-2を含む
発現プラスミドを用いて培養細胞に遺伝子
導入して作製した細胞から硫酸化グリコサ
ミノグリカン鎖を抽出、精製し、ゲルろ過
や HPLC 分析によりコンドロイチン硫酸合成
量および鎖長を解析した。さらに、非還元
末端に GalNAc および GalNAc(4-O-sulfate)
構造をもつ５糖結合領域構造を基質として、
コンドロイチン重合化酵素群を酵素源に用
い、コンドロイチン硫酸鎖の重合化を解析
した。

（３）Wnt-3a を過剰発現するマウスの皮膚
線維芽細胞である L 細胞 (L-Wnt-3a 細胞)
にコンドロイチン 4-硫酸基転移酵素 -1
（C4ST-1）遺伝子を導入し、C4ST-1 の発現
レベルによって Wnt-3a の拡散が調節され
ることを調べた。C4ST-1 の発現量は  real-
time RT-PCR 法によって求め、Wnt-3a の分
泌量は Wnt シグナルによって活性を示すレ
ポーターベクター  (pTcf7wtLuc) を用いた
Dual-luciferase assay およびウェスタンブロ
ッティング法により調べた。

（４）マウス頭蓋骨由来細胞株 MC3T3-E1
細胞は、細胞同士が接着することで骨芽細
胞への分化を開始することが知られている
ので、細胞未接着時、および接着後０~３
５日におけるコンドロイチン硫酸鎖総量を
解析した。また、細胞未接着時に、コンド
ロイチン硫酸分解酵素を用いて細胞表面上
のコンドロイチン硫酸鎖を分解したり、様々
な種類のコンドロイチン硫酸鎖を培地に加
えることで、MC3T3-E1 細胞の細胞間接着能
および骨芽細胞分化能に与える影響を検討
した。

４．研究成果
（１）グルクロン酸転移酵素（GlcAT-I）ノ
ックアウトマウスを用いたグリコサミノグ
リカン鎖の機能解析:
　硫酸化グリコサミノグリカン鎖は、ヘパ
ラン硫酸とコンドロイチン硫酸に共通の結
合領域と呼ばれる四糖構造を介しコアタン
パク質に結合している。四糖結合領域の生
合成は、まず 3 種類の糖転移酵素が順々に
作用し、最後にグルクロン酸転移酵素 -I
(GlcAT-I)がグルクロン酸を転移することによ
り完成する。これまで GlcAT-I をコードする
遺伝子は生体内にただ一つしか存在せず、
本酵素の発現量により硫酸化グリコサミノ
グリカン鎖の合成量が制御されることが示
唆されていた。我々は、GlcAT-I のノックア
ウトマウスを作成し、ホモ接合体は胎生致
死になることを見いだした。致死となるス
テージは、主に８細胞期までの発生の初期
段階であることが明らかとなった。この現
象は、線虫の系で我々らが見いだしたコン
ドロイチンを欠損した初期胚で細胞分裂が
うまく進まず多核の細胞が蓄積する現象
（ Mizuguchi, et al., Nature, 423, 443-448,
2003）と類似しており、実際、致死となっ
た胚を観察すると多核になっていた。また、
野生型の初期胚にコンドロイチン硫酸を特
異的に分解する酵素を加えると細胞質分裂
に異常が見られた。これらの結果より、線
虫と同様にマウスでもコンドロイチン硫酸
が初期胚の細胞質分裂に重要な機能を担う
ことが明らかとなった。



（２）軟骨形成不全症や動脈硬化症の病因
の解明を目指したコンドロイチン硫酸鎖の
生合成機構の解析
　我々は、マウスの L 細胞の変異株でコン
ドロイチン硫酸鎖合成が不全である変異株
(sog9)が、コンドロイチン硫酸鎖の生合成に
関与するコンドロイチン 4-硫酸基転移酵素
（C4ST-1）を欠損していることを同定した。
この C4ST-1 を欠損したマウスは、軟骨形成
不全により生後すぐに致死となり、ヘテロ
接合体マウスも変形性関節症を発症するこ
とが報告されている。現在までに我々は、
C4ST-1 の発現量によりコンドロイチン硫酸
鎖の総量ばかりでなく鎖長も制御されるこ
とを明らかにしているが、その制御機構は
不明であった。そこで、C4ST-1 がコンドロ
イチン硫酸の合成に関わる酵素と共同でコ
ンドロイチン硫酸の鎖長を制御する可能性
を検討した。その結果、C4ST-1 はコンドロ
イチン GalNAc 転移酵素-2 (ChGn-2)と共同し
コンドロイチン硫酸の鎖長を調節すること
が判明した。
　また、LDL 受容体を欠損したマウスに高
脂肪食負荷を行い、動脈硬化の進展に伴う
C4ST-1 および ChGn-2 の発現変化とコンド
ロイチン硫酸の鎖長の変化を調べたところ、
動脈硬化部位において C4ST-1 および ChGn-
2 の発現が亢進し、糖鎖長が伸張し、脂質の
貯留をきたしていることを明らかにした。

　さらに我々は、コンドロイチン硫酸鎖の合

成に関与する糖転移酵素の一つであるコンド

ロイチンN-アセチルガラクトサミン転移酵素
-1 (ChGn-1)遺伝子のノックアウトマウスでは
、コンドロイチン硫酸鎖の本数が減少し、軟

骨形成に異常が見られることを明らかにした

。コンドロイチン硫酸は、N-アセチルガラク
トサミン(GalNAc)とグルクロン酸の二糖が数
十回交互に繰り返した構造を特徴とするが、

ChGn-1はGalNAcを転移する活性しか保持せ
ず、どのようにコンドロイチン硫酸鎖の本数

を制御するのかは不明であった。そこで、

ChGn-1がコンドロイチン硫酸の合成に関わ
る硫酸基転移酵素と共同でコンドロイチン硫

酸鎖の本数を制御する可能性を検討したとこ

ろ、ChGn-1はコンドロイチン4-O-硫酸基転移
酵素-2 (C4ST-2)と共同でコンドロイチン硫酸
鎖の本数を調節することが判明した。

（３）コンドロイチン4-O-硫酸基転移酵素-1
（C4ST-1）による Wnt-3a の拡散制御
　コンドロイチン硫酸によって拡散やシグナ

ル伝達が調節される分子の一つに Wnt が知
られている。Wnt は分泌型の糖タンパク質
で発生の初期から時空間特異的に分泌され形

態形成を調節している。Wnt は産生細胞か
ら分泌され、濃度勾配を形成しながら拡散し

、受容細胞に到達することで情報を入力する

。形態形成には、Wnt の拡散による濃度勾
配形成過程が厳密に調節される必要があり、

この過程が正しく調節されなければ、形態の

形成異常が起こる。Wnt の拡散を厳密に制
御することは発生を正常に進行させるために

重要なことであるため、Wnt-3a 産生細胞に
おけるコンドロイチン硫酸による Wnt-3a の
拡散制御機構について調べた。その結果、

C4ST-1 の発現量の高い細胞ほど細胞表面お
よび細胞内に蓄積した Wnt-3a 量が増加し、
培地中に分泌した Wnt-3a 量が減少すること
がわかった。L-Wnt-3a 細胞では C4ST-1 が
ほとんど発現していないが、これは持続的な

Wnt シグナルによる  C4ST-1 の発現低下が
細胞表面の糖鎖構造を変化させ Wnt-3a の拡
散を促進するためであることが判明した。

（４）骨芽細胞分化におけるコンドロイチン

硫酸鎖の機能解析
　コンドロイチン硫酸鎖は、骨芽細胞分化
を調節していることが知られているが、そ
の機構は不明である。そこで、マウス頭蓋
骨由来細胞株 MC3T3-E1 細胞を用いて、骨
芽細胞分化におけるコンドロイチン硫酸鎖
の機能解析を行った。その結果、GalNAc の
４位と６位が共に硫酸化された構造を多く
含むコンドロイチン硫酸-E と呼ばれるコン
ドロイチン硫酸鎖が、MC3T3-E1 細胞上に存
在する細胞接着分子である N-cadherin や
cadherin-11に特異的に結合することにより、
ERK や Smad シグナル伝達を調節し、骨芽
細胞分化を促進することが判明した。
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