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研究成果の概要（和文）：コラーゲンとグリコサミノグリカン（GAG）は骨の主要な有機成分であるにもかかわ
らず、その相互作用はこれまでほとんど知られていなかった。これまでに酸性条件においてGAGがコラーゲン線
維に結合して耐酸性コラーゲン線維を形成することを見出している。該当年度ではコラーゲンの分解産物を網羅
的にモニターできる質量分析装置を使用した測定系を用いて、カテプシンKによる耐酸性コラーゲン線維の分解
について検討した。この結果、コラーゲン線維とコンドロイチン4-硫酸とが結合して耐酸性コラーゲン線維を形
成したサンプルでは、カテプシンKによるコラーゲン線維からのペプチド遊離が抑制される傾向が見られた。

研究成果の概要（英文）：Even though collagen and glycosaminoglycans (GAGs) are the major organic 
components of bone, little is known about their interaction so far. I have found that GAGs bind to 
collagen fibrils under acidic conditions to form acid-resistant collagen fibrils. In this year's 
study, I investigated the degradation of acid-resistant collagen fibrils by cathepsin K using a 
measurement system with a mass spectrometer that can comprehensively monitor the degradation 
products of collagen. As a result, the release of peptides from collagen fibrils by cathepsin K 
tended to be suppressed in the samples in which collagen fibrils bind to chondroitin 4-sulfate to 
form acid-resistant collagen fibrils.

研究分野： 糖質生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グリコサミノグリカン（GAG）がコラーゲン線維に結合して、耐酸性コラーゲン線維を形成することに本研究に
よる新発見であり、骨分解においてGAGが今まで知られていなかった新しい機能を持つ可能性が示された意義が
ある。このことは骨吸収においてコラーゲン線維が分解されるメカニズムの解明に寄与するものであり、骨の
GAGをターゲットとした新しい骨粗鬆症治療薬の開発への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨吸収ではまず、破骨細胞から放出されるプロトンにより酸性微小環境が作られる。骨組織の

65%を占める無機質はこの酸により溶解し骨が脱灰される。骨組織に最も多く存在する有機質は
コラーゲン線維であるが、破骨細胞から分泌され酸性条件下で活性化したカテプシン K により
コラーゲン線維は分解される。 
プロテオグリカンはコラーゲン線維に次いで骨に多く含まれる有機質である。グリコサミノ

グリカン（GAG）はプロテオグリカンの糖鎖として存在しており、枝分れのない長鎖多糖で、2
糖の繰り返し構造からなる。多数の硫酸基とカルボキシ基を持つために、強く負に帯電する特徴
を持つ。骨に最も豊富に含まれる GAG はコンドロイ
チン 4-硫酸であるが、コンドロイチン 4-硫酸はカテ
プシン K の活性を促進することが報告されている。
また骨のプロテオグリカンはコラーゲンの線維形成
を調節することが知られている。このようにプロテオ
グリカンとコラーゲンや、GAG とカテプシン K の相
互作用はよく研究されているが、GAG とコラーゲン
の関係はあまり注目されてこなかった。このため、骨
のコラーゲン線維の分解メカニズムは未だに解明さ
れていない。しかし、破骨細胞が形成する酸性条件に
おいて GAG がコラーゲン線維に結合し、酸により変
性・溶解しない耐酸性コラーゲン線維（図 1）を形成
することを発見したことにより、骨分解における
GAG の機能を解明する糸口が開かれた。 
 
２．研究の目的 

GAG により形成される耐酸性コラーゲン線維がコラーゲン線維分解においてどのような役割
を担うのかを明らかにする。これにより、これまで知られていなかった GAG の新たな機能を明
らかにし、骨吸収におけるコラーゲン線維の分解メカニズムを解明することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
GAG がコラーゲン線維分解においてどのような役

割を持つのかを明らかとするために、GAG の結合によ
り形成される耐酸性コラーゲン線維がカテプシン K
により分解される様子を観察する。 
骨を酸やEDTAで脱灰して得られるコラーゲン線維を
コンドロイチナーゼ ABC で処理することで、GAG を欠
失したコラーゲン線維を調製する。このコラーゲン
線維がカテプシン K により分解されていく様子を走
査型電子顕微鏡により観察する（図 2）。また、溶液
中に溶け出してくるヒドロキシプロリンを定量する
ことで、コラーゲン分解活性を比較する。 
 カテプシン K によるコラーゲン線維の分解におい
て、予めコンドロイチン 4-硫酸とカテプシン K を混
合した場合と、コンドロイチン 4-硫酸とコラーゲン
を先に混合した場合でコラーゲン分解を比較する。
これによりカテプシン K が、コラーゲン線維に結合
した状態のコンドロイチン 4-硫酸によっても活性化
されるか検討する。カテプシンKの活性化はSDS-PAGE
により分子量の変化を測定することにより評価する。 
 カテプシン K によるコラーゲン線維分解のメカニ
ズムを解明するために、コラーゲン分解産物を解析
してカテプシン K によるコラーゲンの切断点を同定
する。 
カテプシン K は線維状態のコラーゲンを分解する

ことができるが、それにはコンドロイチン 4-硫酸が
必要となる。この研究ではカテプシン K によるコラ
ーゲン線維の分解に与える GAG の影響を、分解産物
を質量分析計により解析することで比較する。これ
によりコラーゲン線維の分解過程と、それに与える
GAG の影響を明らかにする。 



 
４．研究成果 
動物骨組織の小片について、カテプシン Kによる分解実

験と走査型電子顕微鏡による骨表面の観察実験を行った。
まず小片化した骨を EDTA により脱灰し、続いてコンドロ
イチナーゼ ABC 処理することで内因性の GAG を除いた。こ
の骨に酸性条件下でコンドロイチン 4-硫酸を結合させ、走
査型電子顕微鏡により観察した（図 2）。この結果、耐酸性
コラーゲン線維では線維が束になっている様子が観察さ
れた。このことからコラーゲン線維は GAG と結合して束構
造を形成することで、酸変性に対して耐性もつことが示唆
された。 
さらに、カテプシン Kによる分解の様子を観察したとこ

ろ、GAG を持たないコラーゲン線維は分解により末端の遊
離が見られたが、耐酸性コラーゲン線維の束構造は分解さ
れずに保持されていた（図 3）。このことは GAG がコラーゲ
ン線維に耐酸性を与えるだけでなく、分解に対しても耐性
を与えていると考えられる。 
次に、in vitro で再構成したコラーゲン細線維のカテプ

シン Kによる分解実験を行った（図 4）。既に報告されてい
る通り、カテプシン Kは GAG により活性化するため、コラ
ーゲン細線維が分解されるが、GAG をコラーゲン細線維に
結合した状態では分解が抑制されていた。この結果は走査
型電子顕微鏡で観察した結果と一致していると言える。 
さらに詳細にGAGが関与するコラーゲン線維分解メカニ

ズムを解明するために、質量分析装置を用いてカテプシン
K により産生するコラーゲン断片を網羅的にモニターする
活性測定系（MRM-HR）を構築した（表 1）。この系を用いて、
カテプシンKによる耐酸性コラーゲン線維の分解について
検討した。コラーゲン線維はカテプシン Kによる分解を受
け、経時的に N末端および C末端側から分子内部へと分解
が進行する様子がモニターされた。コンドロイチン 4-硫酸
を結合した耐酸性コラーゲン線維では、コラーゲンの内部
配列の分解が抑制される傾向が見られた。この結果は走査
型電子顕微鏡により観察されたカテプシンKに対して耐性
を持つ耐酸性コラーゲン線維の束構造を裏付けていると
考えられる。 
以上より、コラーゲン線維はカテプシン Kによる分解の

際に、GAG と結合して耐酸性コラーゲン線維を形成するこ
とでカテプシンKの基質特異性に関与することが示唆され
た。このことは、骨分解におけるコラーゲン線維の分解メカニズムを解明する上で重要な知見で
あると思われる。なぜなら破骨細胞による骨吸収では第１段階として酸による無機質の溶解が
行われる。このときコラーゲン線維は酸変性により溶解してしまうが、内因性の GAG が結合する
ことで溶解が抑えられている可能性がある。さらに GAG はカテプシン K に結合してこれを活性
化させるので、骨の GAG は骨分解の際にコラーゲン線維とカテプシン Kに結合することで、両者
を調整する役割があると考えられる。 
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