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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌の転移の分子メカニズムにおけるコンドロイチン硫酸(CS)の役割を解明し、
CSを用いた創薬の可能性を追求した。その結果、肺癌細胞の転移に関わるCS鎖の受容体として, Receptor for Advance
d Glycation End-products (RAGE)を同定した。さらに、CSの合成に関わる酵素の遺伝子発現を抑制すると、肺への癌
細胞の転移が阻害されることも見出した。従って、CSの癌転移における役割の解明だけでなく、将来的な抗癌剤の開発
に繋がるものと考えられる。これらの成果について国際誌に原著論文３報、総説２報を発表した。また、国内・国際学
会での発表を15回行った。

研究成果の概要（英文）：Previously, we have demonstrated that Lewis lung carcinoma (LLC)-derived tumor cel
l line with high metastatic potential shows a higher proportion of E-disaccharide units, GlcUA-GalNAc(4, 6
-O-disulfate), in CS chains, which are recognized by phage display antibody. Interestingly, the antibody s
trongly inhibited the pulmonary metastasis. In this research, to elucidate the molecular mechanism for tum
or metastasis involved in the CS chains. The receptor molecule for CS chains containing E-disaccharides, R
eceptor for Advanced Glycation End-products (RAGE), was identified by proteomics approach. Furthermore, th
e colonization of the lungs by LLC cells was effectively inhibited by an anti-RAGE antibody. These results
 provide the clear evidence that RAGE is at least one of the critical receptors for CS chains expressed at
 the tumor cell surface and involved in experimental lung metastasis, and that CS/HS and RAGE are potentia
l molecular targets in the treatment of pulmonary metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
 コンドロイチン硫酸(CS)はプロテオグリ
カンとよばれる複合糖質の糖側鎖として細
胞表面や細胞外マトリクスに普遍的に存在
している。その機能としては、細胞分裂、シ
グナル伝達、軟骨の分化、水分保持など多岐
にわたっている。我々は、脊椎動物では発現
の弱い D タイプ [GlcA(2S)–GalNAc(6S)]や
E タイプ  [GlcA–GalNAc(4S, 6S)] (GlcA, 
GalNAc, 2S, 4S, 6Sは、それぞれグルクロン
酸、N-アセチルガラクトサミン、2-O-硫酸、
4-O-硫酸、6-O-硫酸を表す)を有する CS（全
CS の高々数％）の予想外の重要な機能の発
見でも世界をリードしてきた。CS-D が海馬
ニューロンの神経突起伸長促進活性をもつ
ことを見いだし、ジ硫酸化 D二糖単位をもつ
八糖配列がプレイオトロフィンや肝細胞増
殖因子を補捉し、神経細胞に提示する分子メ
カニズムを初めて示した。また、E二糖単位
をもつ CS-Eのヘルペスウイルスの初期感染
の細胞表面レセプター機能も示し、それまで
見向きもされていなかった CSにも重要な機
能があることを実証した。 
 驚くべきことに、CS-E を認識する抗体で
癌細胞の肺への転移が著しく阻害された。ま
た興味深いことに、多くのヒトの癌組織がこ
の抗体で強く染色され、一種の腫瘍マーカー
である可能性も出てきた。本研究では、これ
らの癌の転移の分子メカニズムにおける CS
の役割やその他の CSの関わる疾病を解明し、
将来的な CS や CS に関連した化合物を用い
た創薬の可能性を追求する。 
 
２．研究の目的 
 我々は、初めてコンドロイチン合成酵素の
クローニングに成功し、続いて CS鎖が細胞
分裂に必須であることを世界に先駆けて発
見した。また、CS 合成酵素の変異による遺
伝病も発見し、CS の中枢神経系での重要な
機能を証明するなど、この分野で世界をリー
ドしてきた。さらに、CS の珍しい多硫酸化
構造（Dや E二糖単位）が神経突起の伸長制
御、単純ヘルペスウイルスの感染、肺癌や骨
肉腫の転移に深く関与していることを発見
し、CS 鎖中の特定の硫酸化配列が、対応す
る CS結合タンパク質の調節を担い、様々な
生理機能や病態における機能を調節してい
るのではないかという作業仮説を立てた。そ
こで、本研究では、癌細胞表面で CS鎖をも
つプロテオグリカンおよびその構造を認識
する肺や肝臓の標的細胞表面の CS認識タン
パク質を同定し、転移の機作を解明すること
を目的とした。さらに、CS とその結合タン
パク質が関わる様々な疾患についても、分子
メカニズムを解明し、将来的な創薬や治療の
開発の基盤を形成することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 癌細胞の転移標的臓器の CS-E 認識タン
パク質の同定： 血管内皮に想定される

CS-Eに対するレセプターを同定する。CS-E
固相化カラムを調製し、アフィニティークロ
マトグラフィーと SDS-PAGE でレセプター
タンパクを単離し、常法により質量分析器
(MALDI-TOF MS)で分析し、同定する。そ
の有力な候補分子について、各種臓器での遺
伝子発現やタンパク質の発現パターンの解
析も行い、確認する。 
 肺に存在する特定の CS-E結合タンパク質
が同定できれば、それらのペプチドワクチン
のシーズを探求する目的で、それらのタンパ
ク質のどのペプチド領域と CS-Eが結合する
かを調べる。具体的には、標的タンパク質の
様々なペプチド断片を化学合成し、酵素結合
免疫吸着検定法(ELISA)や表面プラズモン共
鳴 BIAcoreを利用し、結合定数を比較する。 
 
(2) 癌細胞を用いた CS 鎖生合成酵素遺伝子
発現の網羅的解析： 癌細胞における CS合
成に関わる硫酸基転移酵素群の遺伝子発現
プロファイルをリアルタイム RT-PCR によ
って比較し、腫瘍マーカーとなりうる候補遺
伝子を調べ、CS 鎖の硫酸化修飾構造の解析
結果との相関を明らかにする。 
 
(3) siRNAによる癌細胞の転移阻害実験： E
二糖単位の合成に係わる 2種類の硫酸基転移
酵素（コンドロイチン 4-硫酸基転移酵素およ
びコンドロイチン-4-硫酸 6-硫酸基転移酵素）
の siRNAもしくは恒常的に siRNAを発現す
るベクターを用いて安定導入株を樹立し、そ
れらの癌細胞を用いて、マウスに移入し、転
移能の比較を行う。 
 
(4) 癌細胞を用いた CS 鎖の硫酸化構造の網
羅的解析: 特定の癌細胞や癌組織において、
CS 糖鎖の硫酸化修飾構造の多様性を推定し
ている。そこで、様々な癌由来の細胞や組織
と対応する正常細胞あるいは組織について
も、それらの CS構造を網羅的に解析し、腫
瘍マーカーとなりうる CS鎖の構造変化を検
索する。 
 
(5) CSが関わる疾患の解析： CS鎖はヒト
のあらゆる組織に普遍的に存在しているこ
とから、癌だけでなく、様々な疾病に関与し
ているのではないかと予想される。そこで、
CS の関わる骨や神経変性疾患等の病態にお
ける CSの関与とその分子メカニズムを明ら
かにするため、各疾患における CSの定量解
析、酵素活性測定を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 肺癌細胞の転移に関わる CS 鎖の受容体
として、Receptor for Advanced Glycation 
End products (RAGE)を同定した(論文⑧)。 
 
(2) また、抗 RAGE抗体で、肺癌細胞の転移
が有意に阻害されることも見出した。さらに、
CS鎖の合成に関わるN-アセチルガラクトサ



ミン 4-硫酸-6-O-硫酸基転移酵素の遺伝子発
現をノックダウンすると、肺への癌細胞の転
移が抑制されることも見出した(論文②)。 
 
(3) これらの研究成果が認識され、CSが関わ
る癌の転移に関する総説がFEBS Journalに
掲載された(論文①)。以上のことから、CSの
癌転移における役割の解明だけでなく、将来
的な抗癌剤の開発に繋がるものと考えられ
る。 
 
(4) RAGEと結合する糖鎖構造を網羅的に明
らかにするため、まず RAGEと結合する CS
のオリゴ糖画分を非酵素処理で大量調製し
た。具体的には、高温・高圧の亜臨海水を用
いて、イカ軟骨由来のコンドロイチン硫酸を
処理し、低分子化した。その生成物をゲルろ
過クロマトグラフィーでサイズ分画し、各種
のオリゴ糖を調製した。さらにヘパリンにつ
いても同様に低分子化した。それらのサイズ
依存性オリゴ糖を用いて酵素結合免疫吸着
検定法(ELISA)により、RAGEとコンドロイ
チン硫酸の結合に必要な鎖長が少なくとも
10 糖が必要であることを見出した(未発表)。
さらに、RAGEが認識する糖鎖配列解析をハ
イスループットにするため、コンドロイチン
硫酸のオリゴ糖鎖を基盤に固相化したマイ
クロアレイを開発した(未発表)。 
 
(5) 上述したE-unitを多く含むイカ軟骨由来
の CS鎖およびエビ頭部由来のヘパラン硫酸
が、日本脳炎ウイルス、肝炎ウイルスの感染
を阻害できることも発見し、抗ウイルス薬の
開発に向けて、一歩を踏み出した(論文③、⑥、
⑧)。 
 
(6) コンドロイチン硫酸鎖の生合成に関わる
グルクロン酸転移酵素(GlcAT-I)の遺伝子変
異が、ラーセン症候群を引き起こす遺伝病も
同定した(論文⑦)。また、コンドロイチン硫
酸鎖中のグルクロン酸をイズロン酸に異性
化する、デルマタン硫酸合成反応に関わり、
双極性躁鬱病の原因遺伝子と推察されるデ
ルマタン硫酸エピメラーゼ 2 (DSE2)の脳に
おける遺伝子発現制御と糖鎖構造変化の相
関を明らかにした(論文⑨)。 
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