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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸の示す様々な生理活性を解明するために、天然物より構造の異なるコン
ドロイチン硫酸を単離・精製し、その構造を明らかにするとともに、免疫系への影響、神経系への影響などを調査した
．その結果、東京湾に生息する9種の深海鮫から、過度に硫酸化されたコンドロイチン硫酸を単離し、その構造を明ら
かした。またミッドカイン、プレイオトロフィンに対する相互作用を明らかにし、神経突起伸長作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have isolated and characterized new chondroitin sulfate sampls from several 
shark cartilage and examined their binding property to some important biological substances such as 
midkine and preiotrophin. Furthermore, we have looked at in vivo effects of new chondroitin sulfates on 
elongation of neurites of mouse embryonic nuroblasts and have found that new chondroitin sulfate samples 
showed strong effects on neurite elongation compared to usual chondroitin sulfate isolated from 
whale/bovine cartilage.

研究分野： 物理系薬学分析化学

キーワード： グリコサミノグリカン　免疫賦活活性　糖鎖配列
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１．研究開始当初の背景 

グリコサミノグリカン (GAG)はウロン酸

とアミノ糖が交互に結合し、各糖水酸基の一

部に硫酸基が付加した二糖の繰り返し構造

を有した直鎖の酸性多糖類であり、代表的な

GAG として医薬品として用いられているヘ

パリン（HP）、ヘパラン硫酸 (HS)やコンドロ

イチン硫酸 (CS)が知られている。GAG はコ

ア蛋白質と共有結合したプロテオグリカン

として、組織の細胞表面や細胞外マトリック

スに普遍的に存在し、成長因子や接着因子と

結合することで細胞増殖の他、初期胚の細胞

質分裂や形態形成・骨格形成など数多くの生

命現象に関与することが広く知られている 

(Bishop JR. et al., Nature 2007, 446, 1030-1037)。 

一方、グリコサミノグリカンの中でもコン

ドロイチン硫酸は、変形性関節炎の経口寛解

食品として広く用いられている。私たちは経

口摂取されたコンドロイチン硫酸が、腸管免

疫系を介して全身性免疫系に作用し、特にヘ

ルパーT 細胞におけるサイトカインの産生を

制御することを突き止めた。しかしながらコ

ンドロイチン硫酸の免疫賦活活性は L-セレ

クチンとの結合が必須であることは明らか

になったものの、コンドロイチン硫酸の構造

多様性、すなわち分子量、硫酸化度、硫酸エ

ステルの結合位置などとの構造活性相関に

ついては不明な点が多い。また L-セレクチン

のみならず様々なコンドロイチン硫酸結合

蛋白との相互作用についても追求すること

は、新たな医薬品創成の可能性を秘めている。

このような背景を基盤として、今回の研究に

取り組んだ。 

２．研究の目的 

本研究では、二酸化チタンを用いた新規光

分解反応によりコンドロイチン硫酸由来オ

リゴ糖ライブラリーを調製し、様々な生体内

受容体との相互作用を表面プラズモン共鳴

装置によって調査し、マウス脾臓細胞に対す

る共培養実験により活性の本体であるコン

ドロイチン硫酸糖鎖配列を徹底的に解明す

ることを目的とする。 

３．研究の方法 

由来の異なる様々なコンドロイチン硫酸

を単離精製し、その構造を核磁気共鳴法、ポ

ストカラム HPLC による構成二糖分析により

明らかとし、新しいコンドロイチン硫酸を軟

骨魚類、硬骨魚類、哺乳動物軟骨より見出し

た。これらのコンドロイチン硫酸を、二酸化

チタン存在下、光照射することにより緩和な

条件下で低分子化を試みた。更に表面プラズ

モン共鳴測定装置により、L-セレクチンとの

相互作用を定量的に解析した。また♀BALBc

マウスより脾臓細胞をとり、コンドロイチン

硫酸と共培養することによって、培地中に放

出されるサイトカイン量を分析した．またマ

ウスに実験的関節炎を発症させ、コンドロイ

チン硫酸を経口投与することによる関節炎

寛解を調査した．  

４．研究成果 

(1)東京湾に生息する深海鮫由来コンド

ロイチン硫酸の探索  

近年, 東京湾沖の深海に広がる東京海底谷

において, Mitsukurina owstoni (ミツクリザ

メ) をはじめとする希少な深海ザメの捕獲が

報告されている. また, 駿河湾は日本で最も

深 い 湾 と し て 知 ら れ て お り , 

Chlamydoselachus anguineus (ラブカ) の

捕獲例もある. これらのサメが目撃されるこ

とは稀であり, 詳しい生態は不明な部分が多

いため更なる研究が期待されている. しかし

一方で, 漁の対象でないサメの混獲や漁業保

護を目的とするサメの駆除などにより, 多く

のサメが利用されることなく捨てられてい

る. 浸透圧調整に尿素を用いているためサメ

肉にはアンモニア臭があり, 一般的に食利用

には適さないことから商業的価値は低く, 安

価なサメの有効利用が模索されている. この

ため, 未利用のサメ軟骨はコンドロイチン硫

酸の有用な資源となる可能性があり, その網



羅的な構造解析は重要な知見となる.  

そこでまずはじめに, 東京湾に生息するサ

メやエイなどの 9種の軟骨魚類からコンドロ

イチン硫酸を抽出し, その組成分析を試みた. 

その結果、多くの深海鮫からデルマタン硫酸

－コンドロイチン硫酸ハイブリッド構造が

検出され、これら酸性多糖類の新しい生合成

系の存在が示唆された。 

(2)多様なコンドロイチン硫酸の生体内

受容体に対する結合 

次に二分子間の相互作用を定量的に解析

で き る表面 プ ラズモ ン 共鳴解 析 装 置

BIACOREを用いて, Isurus oxyrinchus及び

Prionace glaucaから単離された過硫酸化CS

と, 神経成長因子であるプレイオトロフィン

及びミッドカインとの相互作用解析を行っ

た. 更に, 胎仔マウスの海馬由来神経細胞を

用いて, 神経突起伸長促進作用の評価を行っ

た。 

二分子間の相互解析用測定には、表面プラ

ズモン共鳴測定装置 BIACORE を用いた。

BIACORE センサーチップには, カルボキシ

メチル基が導入されているものの他, ストレ

プトアビジンあるいはチオールアルカン基

が導入されているものなどがあり, 様々な生

体物質を固定化できる. 中でも, カルボキシ

メチル基が導入されている CM5 チップは, 

固定化の簡便さから汎用されており, アミノ

基やチオール基, アルデヒド基を介してリガ

ンドを固定化できる. 本研究では, アミンカ

ップリング法を用いてプレイオトロフィン

及びミッドカインを CM5 チップ表面に固定

化した. 本法は, デキストランのカルボキシ

メチル基をEDCとNHSにより活性化し, 濃

縮したリガンドを、アミノ基を介して固定化

する方法である。その結果、 左下の表に示

す結果が得られた。いずれの過硫酸化コンド

ロイチン硫酸も高い結合活性を示した。 

(3)コンドロイチン硫酸の神経細胞伸長

に対する影響 

 CS 鎖を含むプロテオグリカンは, 脳の発

生の調節において重要な役割を担っている

と考えられており, in vitro で神経突起伸長

を促進することを示すいくつかの研究報告

がある[42-45]. また, Sugahara らは過硫酸

化 CS である CS-E といくつかのヘパリン結

合性増殖因子との相互作用を解析したとこ

ろ, MK とのみ高い親和性を示し, その結合

が特異的であり, 単に静電気的な相互作用に

よるものではないことを示唆した[46]. 現在, 

過硫酸化 CS は, 初代培養系の神経細胞もし

くは非神経細胞から産生された神経成長因

子を捕獲・濃縮し, 神経細胞表面上に存在す

る各因子の受容体に提示することで, 神経突

起の伸長を制御する補受容体として機能す

ると考えられている。そこで今回、マウス海

馬由来神経細胞を用いて、単離精製したコン

ドロイチン硫酸の効果を、神経突起伸長を指

標として調査した．その結果、下図に示すよ

うにA-FrCS及びY-FrCSは 1.0 g/wellでコ

ートした際に最も有意な促進作用を示した. 

しかし, 0.5 g/well及び 2.0 g/wellの条件下

では有意な神経突起伸長は観察されなかっ

た. 一方, CS-E は 0.25 g/well で有意な促進

作用を示したため, CS の示す生理活性は CS

鎖中の構造の違いに大きく依存することが

示唆された. 
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Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (M)
A-FrCS 1.41 x 105 8.81 x 10-4 6.25 x 10-9
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MK Y-FrCS 2.24 x 105 3.80 x 10-5 1.70 x 10-10

CS-E 3.37 x 105 3.97 x 10-5 1.18 x 10-10
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