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研究成果の概要（和文）：プロテオグリカンの糖鎖組み換え技術への応用を目指し、ヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由来
）とセルラーゼ（A. nigar由来）の加水分解反応と糖転移反応について検討した。プロテオグリカンの他、プロテオグ
リカンの糖鎖とコアペプチドとの橋渡し構造をもつオリゴ糖や脱硫酸化糖鎖を調製し、市販の糖鎖とともに反応基質と
して用いた。ヒアルロニダーゼで低分子化されるが、糖転移反応のドナー基質としては働かない可能性のある糖鎖構造
が新たに示唆された。プロテオグリカンの糖鎖に対するセルラーゼの加水分解反応の至適条件を明らかにしたが、糖転
移反応を検出することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Hydrolysis and transglycosylation reactions of hyaluronidase (from bovine testes) 
and cellulase (from A. nigar) were investigated with the aim of applying them in glycotechnology for prote
oglycans. As reaction substrates, commercially available sugar chains in addition to proteoglycans, as wel
l as oligosaccharides having linkage structures between a core peptide and a sugar chain of proteoglycan, 
and de-sulfated sugar chains that we prepared, were used. We found a sugar cahin structure that was degrad
ed by hyaluronidase but possibly did not act as a donor substrate for the transglycosylation reaction. The
 optimal condition for proteoglycan hydrolysis by cellulase was determined, however, transglycosylation re
action could not be detected.
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１． 研究開始当初の背景 
(1)プロテオグリカンは、コアとなるタンパ
ク質にグリコサミノグリカンと呼ばれる糖
鎖が結合した動物の複合糖質の総称であり、
細胞の形態形成のみならず、様々な細胞機能
に関与している。結合するグリコサミノグリ
カンは、プロテオグリカンの種類によって構
造が異なり、コンドロイチン硫酸、ヘパラン
硫酸などがある。ヒアルロン酸はコアタンパ
ク質に結合していないが、グリコサミノグリ
カンの一種である。グリコサミノグリカンの
構造に基づくプロテオグリカンの機能に関
する研究は発展途上である。 
 
(2)申請者らのグループが開発したグリコシ
ダーゼを用いる糖鎖工学技術によって、コン
ドロイチン硫酸系プロテオグリカンの糖鎖
組み換えは、オリゴ糖レベルでも、コアタン
パクはそのままの状態でのプロテオグリカ
ンレベルでも実施可能となった。しかし、ヘ
パラン硫酸系プロテオグリカンの糖鎖組み
換えにはまだ成功していない。 
 
(3)グリコシダーゼが、本来は作用しないと
考えられてきた糖鎖構造に作用することが
見出された例がある。この中で、本来は、セ
ルロースを分解するセルラーゼ（A. niger）
が、本来の基質とは全く構造が異なるプロテ
オグリカンの糖鎖結合部位に作用し、無傷の
グリコサミノグリカンを結合部位の根元か
ら遊離することを申請者らのグループで見
出している。このことは、プロテオグリカン
の構造に対してこれまでに試されていなか
ったグリコシダーゼが、プロテオグリカンの
糖鎖に作用し、糖鎖工学に利用できる可能性
を示唆している。 
 
２． 研究の目的 
 上記背景のもと、プロテオグリカンのコア
タンパクはそのままに糖鎖を自由自在に組
み換えることができれば、プロテオグリカン
の糖鎖構造に基づく生体内での機能を見出
すための研究に応用できることが期待され
る。また、糖鎖を改変した天然には存在しな
いプロテオグリカンを作り、その薬理作用を
調べるという利用法も期待される。そのため
の糖鎖工学技術に関する基礎的な研究が必
要である。つまり、グリコシダーゼの基質特
異性を改めて検討する必要があると考える。 
本研究では、多機能性プロテオグリカン分
子の創出を目指し、グリコシダーゼを用いた
糖鎖組み換えの基盤技術を開発することを
目標とした。具体的には、(1)プロテオグリ
カンの糖鎖に作用するグリコシダーゼの基
質特異性の解析、(2)目的の糖鎖構造構築の
ために適切なグリコシダーゼを組み合わせ
る反応の設計、(3)糖鎖組み換えプロテオグ
リカンの調製と機能解析を行うことを目的
とした。 
 

３．研究の方法 
(1)主な反応基質の調製 
①プロテオグリカンの糖鎖とコアペプチド
との橋渡し構造をもつオリゴ糖：培養細胞に
蛍光標識糖鎖プライマーを添加して培養し、
橋渡し構造をもつ蛍光グリコサミノグリカ
ンオリゴ糖を作らせた。これをイオン交換カ
ラムクロマトグラグィーにて精製した。一部
については、ヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由
来）で糖鎖部分を徹底消化し、橋渡し六糖構
造のみを残した蛍光オリゴ糖を調製した。 
②脱硫酸化糖鎖：コンドロイチン硫酸または
ヘパリンの脱硫酸化物は、既報の化学処理に
より調製し、ゲルろ過カラムクロマトグラフ
ィーにて精製した。 
③アグリカンはサケ鼻軟骨より既報の方法
により精製した。ペプチドグリカンは、アグ
リカンをプロテアーゼで消化した後、イオン
交換カラムクロマトグラフィーで精製して
得た。その他の基質としての各種グリコサミ
ノグリカンやペプチドは購入したものを用
いた。 
④ヒアルロン酸やコンドロイチン硫酸のオ
リゴ糖はヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由来）
による消化の後、ゲルろ過カラムクロマトグ
ラフィーにて精製した。用途に応じて蛍光標
識した。 
⑤糖鎖組み換えプロテオグリカンおよび糖
鎖組み換えオリゴ糖は、ヒアルロニダーゼ
（ウシ精巣由来）を固定化した樹脂を用いて、
加水分解反応に続く糖転移反応により調製
した。 
 
(2) 酵素反応（グリコシダーゼの反応） 
①ヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由来）の加水
分解反応：天然のグリコサミノグリカン、化
学的脱硫酸化したグリコサミノグリカン、ま
たはプロテオグリカンを基質とし、150 mM 
NaCl 存在下、37℃、pH 4.0 で行った。ヒア
ルロニダーゼの反応は、液中または酵素を固
定化した樹脂を用いた反応系で行った。 
②ヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由来）の糖転
移反応：アクセプター基質（蛍光オリゴ糖や
糖鎖欠損プロテオグリカン）とドナー基質
（長鎖のグリコサミノグリカン）の存在下、
基質の量比と酵素量、温度、pH、反応時間、
などの条件を様々に変化させて反応を行っ
た。 
③セルラーゼ（A. niger 由来）のエンド-β-
キシロシダーゼ活性（加水分解反応）：プロ
テオグリカンの糖鎖とコアペプチドとの橋
渡し構造をもつ蛍光標識コンドロイチン硫
酸を基質として、基質量と酵素量、温度、pH、
反応時間、などの条件を変化させて反応を行
った。 
④セルラーゼ（A. niger 由来）のエンド-β-
キシロシダーゼ活性の逆反応（糖転移反応）
の評価：蛍光標識ペプチドまたは蛍光標識橋
渡し六糖をアクセプター基質とし、ペプチド
グリカンをドナー基質として用い、基質量と



酵素量、温度、pH、反応時間、などの条件を
系統的に様々に変化させて反応を行った。 
 
(3)反応生成物の分析 
グリコシダーゼ反応の生成物は、各種のカラ
ム（順相、逆相、イオン交換、ゲルろ過、ハ
イブリッドタイプ等）を用いた高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC）により分析した。HPLC
で分取したピークに含まれる生成物の構造
は、糖鎖構造に特異的な酵素消化を組み合わ
せた HPLC 分析、LC/MS 分析により総合的に判
断した。 
 
４．研究成果 
(1) プロテオグリカンの糖鎖に作用するグ
リコシダーゼの基質特異性の解析 
予定していたグリコシダーゼが入手でき
なくなったため、ヒアルロニダーゼ（ウシ精
巣由来）とセルラーゼ（A. niger 由来）に絞
って検討した。                      
①ヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由来）の加水
分解反応：結合様式上、これまでこの酵素が
作用しないと報告されていた糖鎖を基質と
した場合にも基質の低分子化が HPLC 分析に
より観察された。研究用試薬として購入した
基質糖鎖中の不純物としての別の糖鎖が分
解されるのではと疑い、基質の組成分析を行
ったが、別の糖鎖のコンタミネーションは検
出されなかった。従って、この構造の糖鎖が
ヒアルロニダーゼの糖転移反応のドナー基
質となる可能性が示唆された。 
 
②ヒアルロニダーゼ（ウシ精巣由来）の糖転
移反応：①でヒアルロニダーゼに感受性であ
ると示された構造の糖鎖をドナー基質とし
て、アクセプター基質として用いた蛍光標識
オリゴ糖への糖転移を調べた。その結果、反
応液の HPLC 分析において、反応後に新たな
ピークが出現し、時間の経過とともにそのピ
ーク面積が増大した。このピークを集めて、
そのままあるいは、予想される構造に特異的
な酵素による消化の前後の HPLC 分析や質量
分析により構造分析を行ったが、期待した生
成物であると同定することはできなかった。
従って、ヒアルロニダーゼによる組み換え可
能な糖鎖構造の範囲を広げることはできな
かった。      
 
③セルラーゼ（A. niger）のエンド-β-キシ
ロシダーゼ活性（加水分解反応）：この酵素
は、コンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸のい
ずれの糖鎖をもつコアペプチドに対しても
糖鎖結合部位に作用して、エンド-β-キシロ
シダーゼ活性により、長い糖鎖をコアペプチ
ドから無傷で切り出す。この反応の至適条件
をはじめて明らかにした。従って、コアペプ
チドからの糖鎖の切り出しをこれまでより
も効率良く行うことができるようになった。 
 
④セルラーゼ（A. niger）のエンド-β-キシ

ロシダーゼ活性の逆反応（糖転移反応）の評
価：③の加水分解反応の逆反応である糖転移
反応の活性をこの酵素に検出できれば、ドナ
ー基質であるペプチドグリカン由来の長い
糖鎖を一気にコアペプチドに導入できる可
能性がある。しかも、コンドロイチン硫酸、
ヘパラン硫酸の別を問わずに導入できるこ
とが期待される。そこで、糖転移活性を調べ
た。アクセプター基質として、構造の異なる
蛍光ペプチド2種と蛍光橋渡し六糖構造の計
3種を用い、各基質に対し、1000 条件に近い
条件をふって系統的に反応を行い、各種原理
のカラムを用いて、HPLC の様々な分離条件で
糖転移反応生成物を見つけようとしたが、検
出することはできなかった。 
 
(2)目的の糖鎖構造構築のために適切なグリ
コシダーゼを組み合わせる反応の設計 
 今回、糖鎖関連試薬メーカーの試薬部門の
終了に伴い、計画していたグリコシダーゼの
入手ができなくなったため、複数のグリコシ
ダーゼを組み合わせる反応の設計を目指し
た実験は行わなかった。しかし、最近少しず
つではあるが、別のメーカーでグリコシダー
ゼを取り扱い始めているので、研究期間終了
後でも、実験材料がそろったときには、グリ
コシダーゼの基質特異性は、検討すべき課題
と考える。本研究で調製した各種の糖鎖構造
の基質が使用できる。 
 
(3)糖鎖組み換えプロテオグリカンの調製と
機能解析 
 糖鎖組み換えプロテオグリカンとして、ア
グリカン、ウリナスタチンを対象とし、もと
もとコアペプチドに結合しているコンドロ
イチン硫酸鎖をヒアルロン酸鎖に組み換え
たプロテオグリカンを作製した。これらは天
然には存在しない。これらのプロテオグリカ
ンについて、天然型、糖鎖欠損型、ヒアルロ
ン酸ハイブリッド型のそれぞれを分離する
クロマトグラフィーの条件を決定した。糖鎖
組み換えプロテオグリカンの機能解析は進
行中であり、今後の課題である。 
 
(4)その他 
本研究課題の主とした目的とは離れるが、
培養細胞で作らせたプロテオグリカンの糖
鎖とコアペプチドとの橋渡し糖鎖構造をも
つオリゴ糖の中に、これまでに報告のない構
造が含まれることが示唆された。このオリゴ
糖を大量に精製し、詳細な構造を調べること
により、組み換えの検討範囲が広がる糖鎖工
学の素材となる可能性がある。 
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