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研究成果の概要（和文）： 
モデル生物線虫で、コンドロイチンと呼ばれる有名な糖鎖が細胞分裂を制御しているという私
達の発見(2003 年雑誌 Nature に掲載された)は糖鎖生物学界に衝撃を与えたが、その分子メカ
ニズムは全く解明できていない。本研究ではコンドロイチン糖鎖のついている蛋白質を同定す
ることで、未知の細胞分裂制御メカニズムの解明に挑んだ。その結果、コンドロイチンが配偶
子形成（減数分裂）にも働いていることを発見し、未知の遺伝子制御ネットワークの存在を示
唆する結果を得た。 
研究成果の概要（英文）： 
Our discovery of involvement of chondroitin proteoglycans in early cell division of the 
nematode Caenorhabditis elegans (Nature 2003) opened up a new chapter in glycobiology, 
but the molecular mechanism of their involvement in cell cycle progression remains 
unknown. In this study, I tried to identify novel chondroitin-core proteins, and found that 
the chondroitin proteoglycans are involved in meiosis as well as in mitosis of the nematode. 
The identification of the novel gene network sheds new light on the roles of proteoglycans 
in cell cycle control. 
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１．研究開始当初の背景 
私達は 2003 年に Nature に掲載された論文
で、世界で初めて糖鎖（コンドロイチン）の
合成が線虫初期胚の細胞分裂に必須である
ことを発見した。その後、私達の CREST プ
ロジェクトによって、マウス初期胚でもコン
ドロイチン合成が細胞分裂に不可欠である
ことが確認され、有名なプロテオグリカンで
あるコンドロイチンの糖鎖が、線虫から哺乳
類にいたる生物で細胞分裂に不可欠である
という発見は世界に衝撃を与えた。世界中で
のコンドロイチンの細胞分裂制御機構の解

明競争の結果、私達を含めて複数のグループ
がコンドロイチンが付加された蛋白質（コア
蛋白質）を同定したが、同定した蛋白質がす
べて、線虫類にのみ存在するものだったため、
分子メカニズムの解明につながるめぼしい
成果を生まなかった。同定されたコア蛋白質
は線虫の卵をかこむ殻にも存在することか
ら、浸透圧異常による細胞分裂異常という説
も提唱されたが、この説ではマウス胚での結
果や浸透圧調節下でのコンドロイチン合成
欠如による細胞分裂異常などの結果を説明
することができず、未知の分子メカニズムが
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存在すると予想できた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、コンドロイチンプロテオグリカン
による細胞分裂制御の分子メカニズムを明
らかにすることを目的として実施した。糖鎖
が細胞分裂を制御する分子メカニズムを解
明することで、いままでになかった新しい癌
の治療法や細胞分裂の制御メカニズムを明
らかにして、医学・生物学に大きく貢献する
ことを目標に研究を進めることにした。まず、
ヒトを含む哺乳類と線虫で共通に存在する
プロテオグリカンを探索し同定して、コンド
ロイチンによる細胞分裂制御の普遍的メカ
ニズムを明らかにするという挑戦的目標を
かかげて実験を進めることにした。 
 
線虫と哺乳類ともに共通するコンドロイチ
ンコア蛋白質候補として bamacan（cohesin
の subunit で細胞表面にも発現する SMC-3
とも呼ばれる蛋白質）を取り上げることにし
た。bamacan は有名なムーンライト蛋白質
（一つの蛋白質が複数の全く異なる働きを
する蛋白質）であり、マウスの細胞表面に存
在するコンドロイチンプロテオグリカンで
あるとともに、細胞の核内では、細胞分裂に
おいて染色体を結びつけている cohesin のサ
ブユニットとして働いており、マウスの遺伝
子ノックアウト株は致死となる。すでに共同
研究者の成果によって、線虫の cohesin を切
断する酵素である separase は、細胞分裂で
蛋白質分解酵素として cohesin の分解に働い
た後、核内から細胞膜表面にコンドロイチン
コア蛋白質とともに輸送され、細胞分裂面に
集中することが明らかにされていた。そこで、
本研究では、separase に切断される cohesin
のサブユニットである線虫の SMC-3 が、細
胞分裂で cohesin サブユニットとして働いた
後にコンドロイチンを付加された後に細胞
膜へと移動し、細胞表面に核分裂の終了を告
げて細胞質分裂へと誘導するという仮説（細
胞表面糖鎖による細胞分裂チェックポイン
ト仮説）を検証し、コンドロイチン細胞分裂
制御機構を解明することを第一の目的とし
て実験を行った。さらに細胞分裂に関係して
いる線虫遺伝子をバイオインフォマティク
スで網羅的に選び出し、それら全遺伝子の遺
伝子機能阻害実験をおこなって、コンドロイ
チンや糖鎖を介した細胞分裂制御機構の全
貌の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
ゲノム中に単一コピーの遺伝子を導入でき
る MosSCI 法を利用して、コンドロイチンコ
ア蛋白質候補（SMC-3, CPG-1, CPG-2）など
の遺伝子に蛍光蛋白質遺伝子を結合した遺
伝子を線虫に導入して発現を検討した。並行

して従来法による遺伝子導入線虫も作製し
て候補蛋白質の発現と細胞内変動を追跡し
た。さらに免疫沈降法によってコンドロイチ
ンコア蛋白質や、コンドロイチンと相互作用
する蛋白質を同定する作業をおこなった。ま
たバイオインフォマティクスによって遺伝
子機能を阻害した際に、コンドロイチン合成
を阻害した時と同じ表現型を示す全遺伝子
約 400 個を選び出し、その主要なものの遺伝
子機能阻害を詳細におこなって、コンドロイ
チン合成と細胞分裂をつなぐ遺伝子ネット
ワークの同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) MosSCI 法による１個の遺伝子（蛍光蛋白
質を付加したコア蛋白質候補遺伝子）の導入
実験では、導入した遺伝子が大きすぎてうま
く発現できない場合や１遺伝子の導入であ
るため蛍光が弱すぎて観察しにくい場合な
どがほとんどで、MosSCI 法でコア蛋白質候
補の細胞内での移動を追跡することは現有
の感度のレーザー共焦点顕微鏡では困難で
あった。これに対して従来法による遺伝子導
入を行った線虫ではこのような問題がない
が、この方法での SMC-3 遺伝子の観察では
核内から細胞膜への蛋白質の移動は確認で
きなかった。より高感度の蛍光観察などが必
要と結論された。これと並行して、コンドロ
イチンコア蛋白質を二次元電気泳動法によ
って分離・濃縮して抗コンドロイチン抗体反
応性のスポットとして同定し、抽出後、質量
分析によって解析したデータを Mascot など
の解析ソフトウエアで詳細に検討した。この
方法でコンドロイチン付加されている蛋白
質を同定したところ、CPG-2 が線虫の主なコ
ンドロイチンコア蛋白質であり、たしかにコ
ンドロイチン糖鎖が付加されていることを
質量分析によって確認できた。しかしこの解
析では SMC-3 にコンドロイチンが付加され
ていることは確認できなかった。哺乳類と線
虫の SMC-3 のアミノ酸配列を比較して、コ
ンドロイチン糖鎖が付加可能である SGX 配
列などを比較した結果、ともに SGX や SG
配列を持つが、どうやら一部のコンドロイチ
ン付加サイトが線虫では失われている可能
性を見いだした。そこで、SMC-3 と複合体を
つくるとされる幾つかの遺伝子産物がコン
ドロイチン付加されて SMC-3 と複合体をつ
くって核内から細胞膜へと移動している可
能性を検討することが今後の課題と考え実
験をすすめた。また並行して行った、免疫沈
降法によるコア蛋白質候補の同定でも
SMC-3 は検出できず、SMC-3 がコア蛋白質
であることを示す、直接的証拠は得られなか
った。免疫沈降後の質量分析結果の今後の詳
細な検討が必要である。 



(2) コンドロイチン合成酵素（ sqv-5 や
mig-22 別名 pfc-1）、コア蛋白質と関連遺伝子
(him-4, cpg-1, cpg-2, rig-6, scc-3その他)の網
羅的 RNAi 実験の結果、GPI anchor 型蛋白
質のRIG-6や、SMC-3と相互作用するSCC-3
等がコア蛋白質となる可能性が高いことが
わかった。それぞれの遺伝子の機能阻害は細
胞質分裂の異常を引きおこし、コンドロイチ
ン合成阻害と同じ表現型が確認できる。それ
ぞれのコンドロイチンコア蛋白質の可能性
の検討が次の検討課題である。これらの遺伝
子機能阻害の研究成果は論文発表後に、順次 
産業技術総合研究所で私達が作製し公開予
定の「線虫糖鎖遺伝子データベース」にて公
開予定である。 

上の図は細胞膜を赤、核を緑の蛍光で光るよ
うにした当研究室で作製したトランスジェ
ニック線虫に、コンドロイチン合成酵素遺伝
sqv-5 の RNAi をかけたところである。線虫
胚のコンドロイチン合成をRNAiで阻害する
と細胞質分裂の異常胚が多数出現する。矢印
が多核になっているところで、細胞核は多数
分裂しているが細胞に分裂溝がはいらず、全
くしきりがはいっていない。こうした多核の
細胞の出現はヒトなどでの染色体重複によ
る癌の原因の一つと考えられ、コンドロイチ
ンによる細胞分裂制御機構の解明が癌治療
のてがかりになるものと考えて研究をすす
めている。 
 
(3) (2)の実験中に大きな発見としてコンドロ
イチン合成は初期胚分裂のみならず、減数分
裂（卵母細胞の形成）にも不可欠であること
が判明した。糖鎖による細胞分裂の制御にお
いて、私達の発見した初期胚の体細胞分裂以
外に、減数分裂にもコンドロイチン合成が不
可欠であるという発見をてがかりに、糖鎖に
よる細胞分裂制御の全貌が解明できると期
待できる。 
 
(4) コンドロイチンは、グルクロン酸とアセ
チル化されたグルコサミンであるGalNAcを
構成成分として合成される。VisANT や
GeneMANIA などの遺伝子相互作用解析ソ
フトウエアによる分析から、コンドロイチン
合成酵素遺伝子 sqv-5 と遺伝的に相互作用す
る sqv-7 がアセチル基の供与に不可欠である
acetyl-CoA トランスポーター(T26C5.3 遺伝

子)や私達が以前詳細に解析して報告した
mig-22, そして硫酸化関連トランスポータ
ーであり小胞体ストレスに関係していると
報告した hut-1, そして PAPS トランスポー
ターとして詳細の解析を行った pst-2 遺伝子
などと相互作用してコンドロイチン合成を
制御する可能性が判明した。（下図の
Cytoscape によるネットワーク相互作用の解
析結果参照。黄色で示したのが、私達が詳細
に解析した遺伝子群である。） 

さらに私達の解析の結果、SQV-5 は細胞分裂
に関わるRAN-1などとも相互作用しており、
コンドロイチン合成の細胞分裂制御機構の
ネットワークの全貌の解明のてがかりが得
られた。 
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