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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、細胞接着、細胞の増殖や分化、形態形成な
どの様々な生命活動の制御に関わっている。コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの機能の多くは、糖鎖部分で
あるコンドロイチン硫酸鎖の構造に大きく依存することが知られている。この研究では、コンドロイチン硫酸が
マウス胚性幹細胞の多能性維持に必須の役割を果たすこと、特定の構造をもつコンドロイチン硫酸を増加させる
方法が、新しいタイプの有望な骨粗鬆症治療薬になりうること、そしてコンドロイチン硫酸が線虫にも存在し、
線虫を酸化ストレスから守る役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate proteoglycans have been implicated as regulators of a 
variety of biological events, including cell-cell and cell-matrix adhesion, cell proliferation, 
morphogenesis, and neurite outgrowth. Many of the physiological roles of chondroitin sulfate 
proteoglycans are attributed to the chondroitin sulfate side chains. In this study, we found that 
chondroitin sulfate was required to maintain the pluripotency of mouse embryonic stem cells and 
promoted initial embryonic stem cell commitment to differentiation compared with heparan sulfate. In
 addition, we showed that estrogen-induced, osteoanabolic effects were mediated via enhanced 
production of chondroitin sulfate-E, which could act as an osteogenic stimulant in our cell-based 
system. Moreover, we demonstrated that chondroitin sulfate is present in nematodes and that 
chondroitin 4-O-sulfation plays an important role in maintaining normal life span and oxidative 
stress responses.

研究分野： 生化学・分子生物学・糖鎖生物学
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ストレス　カドヘリン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 コンドロイチン硫酸鎖は、代表的な硫酸化
グリコサミノグリカン多糖の一つであり、コ
アとなるタンパク質に共有結合したプロテ
オグリカンとしてあらゆる組織の細胞表面
や細胞外マトリックスに分布し、発生、分化、
そして形態形成や神経可塑性をはじめとす
る様々な生命現象に関与する。コンドロイチ
ン硫酸プロテオグリカンの機能の多くは、糖
鎖部分であるコンドロイチン硫酸鎖の構造
に大きく依存することが知られている。実際、
コンドロイチン硫酸鎖の発現は、その生合成
/分解システムのバランスにより厳密に制御
されており、これらのバランスの破綻は、発
生異常や病態発現機序の一因となりうるこ
とが、我々のグループをはじめとした研究か
ら明らかとなりつつあった。 
 例えば骨粗鬆症は、骨吸収の亢進あるいは
骨形成の低下によって生じる疾患であるが、
我々は前骨芽細胞あるいは骨髄細胞に特定
の構造をもつコンドロイチン硫酸鎖を添加
したり、そのコンドロイチン硫酸鎖を内在的
に増やすと、骨芽細胞分化が亢進することを
見いだした。さらに、コンドロイチナーゼ
ABC と呼ばれるコンドロイチン硫酸鎖を特
異的に分解する酵素で処理することで、骨芽
細胞分化が遅延することも明らかにしてい
ることから、骨粗鬆症の発症においてもコン
ドロイチン硫酸鎖の構造や量が重要な役割
を果たしていることが示唆された。一方、
我々はコンドロイチン硫酸鎖を欠く ES 細胞
の樹立にも成功していたが、この ES 細胞は、
未分化能が高く、胚様体形成が起こらないた
め三胚葉への分化が出来なかった。この結果
は、ES 細胞の分化運命の決定にコンドロイ
チン硫酸鎖が重要な役割を担っている可能
性を想起させた。 
 
２．研究の目的 
 上述の背景をもとに、本研究では、コンド
ロイチン硫酸鎖の合成に関わる酵素群の発
現を改変することにより、ES 細胞や骨芽細
胞の分化、並びに線虫の形態形成におけるコ
ンドロイチン硫酸鎖の役割を明らかにし、そ
の成果に基づいた病態の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 （１）E-カドヘリンと様々な種類のコンド
ロイチン硫酸鎖との結合を BIAcore を用い
て解析した。結合が見られたコンドロイチン
硫酸鎖を、分化誘導を行う際にコンドロイチ
ン硫酸鎖を欠く ES 細胞に加えることで、胚
葉体の形成および分化誘導がレスキューさ
れるかを real-time PCR法を用いた分化マー
カーの発現および免疫染色法を用いて調べ
た。さらに、分化誘導機構を明らかにするた
めに、コンドロイチン硫酸鎖を欠く ES 細胞
に特定のコンドロイチン硫酸鎖を加えた細
胞を用いて、これまでに E-カドヘリンあるい
はコンドロイチン硫酸鎖による制御が報告

されている分化シグナルである Rho/Rock、
MAPK や SMAD シグナル経路の変化をウエ
スタンブロッティング法により解析した。さ
らに、E-カドヘリンの機能阻害抗体を加える
ことで、分化誘導が E-カドヘリンとコンドロ
イチン硫酸鎖の結合を介して起こっている
ことを明らかにした。 
 
（２）四糖結合領域を模擬した様々な基質、
[32P]ATP、そして FAM20B を用いて、四糖
結合領域中のキシロースが 32P でリン酸化さ
れた基質を調製した。データーベース検索よ
り得られた脱リン酸化酵素の候補タンパク
質である ACPL2 を分泌型として発現させ、
調製した 32P でリン酸化された基質を用いて、
脱リン酸化酵素活性を測定した。また、
ACPL2 の分泌型タンパク質を四糖結合領域
の合成に関わる他の酵素群とそれぞれ共発
現させ、相互作用の有無を pull-down 法によ
り解析した。さらに、ヒトの子宮頚癌由来細
胞である HeLa 細胞において、ACPL2 を過
剰発現あるいは発現を抑制し、それらの細胞
より硫酸化グリコサミノグリカン鎖を抽出、
精製し、ゲルろ過や HPLC 分析によりコンド
ロイチン硫酸およびヘパラン硫酸鎖の二糖
組成および鎖長解析を行った。 
 
（３）前骨芽細胞(MC3T3-E1)やマウスの骨
髄細胞にエストラジオール(E2)を添加する
ことで、コンドロイチン硫酸の構造や量など
にどのような影響がみられるのかを解析し
た。また、８週齢のマウスより卵巣を摘出し、
６週間経過後、両方の大腿骨から骨髄細胞を
回収し、同様にコンドロイチン硫酸の構造や
量を解析した。さらに、コンドロイチン硫酸
E を欠くマウスを用いて、μCT 解析、DXA 
解析、および pQCT 解析を行いコンドロイ
チン硫酸 E の欠損によりもたらされる骨形
成への影響を検証した。 
 
（４）線虫のデーターベース検索より得られ
た、ヒトのコンドロイチン４-O-硫酸基転移酵
素と相同性をもつ遺伝子 C41C4.1 を、分泌型
として発現可能なベクターに組み込み、
COS-1 細胞で発現させた。コンドロチンを基
質に用い、発現させたタンパク質の硫酸基転
移酵素活性を測定した。また、野生型線虫及
び C41C4.1 の変異体よりそれぞれ硫酸化グ
リコサミノグリカン鎖を抽出、精製し、HPLC
分析によりコンドロイチン硫酸およびヘパ
ラン硫酸鎖の二糖組成解析を行った。さらに、
野生型線虫及び C41C4.1 の変異体を NaOCl
や H2O2 で処理することにより、酸化ストレ
スへの影響の違いを検証した。 
 
４．研究成果 
（１）ES 細胞の分化におけるコンドロイチ
ン硫酸鎖の役割 
 コンドロイチン硫酸鎖を欠く ES 細胞（結
合領域四糖の合成完了に関わるグルクロン



酸転移酵素-I (GlcAT-I)欠損マウスより樹立）
は、野生型マウス由来の ES 細胞と比べ、未
分化能が高く (LIF:Leukemia Inhibitory 
Factor を欠く培地でも分化しない)、細胞間
の接着異常により、胚様体形成が出来ないこ
とを見出した。この表現型は、E-カドへリン
を欠く ES 細胞と類似していた。一方、我々
は、細胞接着因子である N-カドヘリンが特定
のコンドロイチン硫酸鎖と結合し、骨芽細胞
の分化を制御する可能性を指摘してきた。そ
こで、E-カドヘリンと様々なコンドロイチン
硫酸鎖との結合を BIAcore を用いて解析し
たところ、コンドロイチン硫酸-A (CS-A)およ
びコンドロイチン硫酸-E (CS-E)と呼ばれる
N-アセチルガラクトサミンの４位が硫酸化
されたコンドロイチン硫酸鎖と結合が見ら
れた。実際、コンドロイチン硫酸鎖を欠く
ES 細胞に CS-A もしくは CS-E を加えると、
胚葉体の形成能の回復および分化が誘導さ
れたが、その回復は E-カドヘリンの機能中和
抗体を加えると阻害された。さらに、コンド
ロイチン硫酸鎖を欠く ES 細胞に CS-A もし
くは CS-E を加え、E-カドヘリンあるいはコ
ンドロイチン硫酸鎖による制御が報告され
ている分化シグナルである Rho/Rock、
MAPK や SMAD シグナル経路の変化を解析
したところ、活性化 RhoA のレベルが野生型
と同程度にまで回復していた。従って、ES
細胞で発現している E-カドヘリンとコンド
ロイチン硫酸鎖の結合が、細胞接着および分
化誘導に必須であることが明らかになった。 
 
（２）コンドロイチン硫酸鎖の結合領域四糖
中のキシロース残基の脱リン酸化酵素の同
定 
 コンドロイチン硫酸鎖の合成はキシロー
スがコアタンパク質に転移されることによ
り開始され、四糖からなる結合領域が合成さ
れた後、二糖単位が繰り返される領域の合成
が開始される。我々が以前同定した FAM20B
による一過的なキシロース残基のリン酸化
は、結合領域の合成を促進するが、結合領域
四糖の合成完了とともに速やかに脱リン酸
化され、二糖単位が繰り返される領域の合成
が開始される。今回我々は、データーベース
を検索することにより、この脱リン酸化酵素
の同定に成功した。この脱リン酸化酵素は、
上述の GlcAT-I と相互作用することにより、
GlcA の転移による結合領域四糖の合成完了
に伴う速やかな脱リン酸化を可能にしてい
る事が明らかになった。 
 
（３）エストロゲンによる骨芽細胞分化にお
けるコンドロイチン硫酸鎖の役割 
 女性ホルモンの一つであるエストロゲン
は、破骨細胞分化を抑制し、破骨細胞のアポ
トーシスを促したりパラトルモンの分泌抑
制およびカルシトニンの分泌を促進するこ
とで破骨細胞の機能を抑制する。一方、エス
トロゲンは骨芽細胞分化を亢進させること

が知られるが、詳しいメカニズムはよく分か
っていない。我々は以前、CS-E と呼ばれる
特定の硫酸化修飾構造をもつコンドロイチ
ン硫酸鎖が、骨芽細胞上に存在する細胞接着
分子である N-cadherin や cadherin-11 に結
合することにより、ERK や Smad シグナル
伝達を調節し、骨芽細胞分化を促進すること
を報告した。そこで、コンドロイチン硫酸鎖
が加齢とともに減少していくこと、そして血
中のエストロゲンも閉経あるいは加齢によ
って減少していくことから、骨芽細胞におけ
るコンドロイチン硫酸鎖の生合成にエスト
ロゲンが関与している可能性を想定し研究
を行った。まず、エストロゲンによる骨芽細
胞分化の亢進に、コンドロイチン硫酸鎖が関
与しているかを MC3T3-E1 細胞およびマウ
スの骨髄間質細胞を用いて調べた結果、エス
トロゲンによって、コンドロイチン硫酸鎖の
総量およびAユニットとEユニットと呼ばれ
る２糖が増加することが明らかとなった。逆
に、骨粗鬆症のモデルとして使われている卵
巣摘出マウスから骨髄間質細胞を採取しコ
ンドロイチン硫酸鎖を解析すると、コントロ
ールマウスに比べAユニットとEユニットお
よび総量が激減していた。そこで、E ユニッ
トを合成する酵素を欠損するノックアウト
マウスの脛骨を解析すると、卵巣摘出マウス
と同程度に皮質骨量も海綿骨量も減り、骨芽
細胞分化が障害されることにより骨粗鬆症
を発症していることが判明した。これらの結
果は、E ユニットを含むコンドロイチン硫酸
を増加させる方法が、新しいタイプの有望な
骨粗鬆症治療薬になりうることを示唆して
いる。 
 
（４）線虫コンドロイチン硫酸鎖の発見とそ
の機能 
 以前我々は、線虫やマウスの初期胚におい
て、コンドロイチン/コンドロイチン硫酸は、
細胞質分裂に必須の役割を担っていること
を報告してきた。また、コンドロイチン/コン
ドロイチン硫酸の生合成機構は、線虫からヒ
トに至るまで、極めて類似していることも明
らかにしてきた。しかしながら、線虫におい
て、硫酸化されたコンドロイチンの存在は、
報告されていなかった。今回、線虫のデータ
ーベースを検索することにより、ヒトのコン
ドロイチン４-O-硫酸基転移酵素と相同性を
もつ遺伝子 C41C4.1 を見出した。そこで、線
虫からグリコサミノグリカン鎖を抽出し、コ
ンドロイチナーゼ ABC により消化後、その
分解物を解析した。その結果、硫酸化されて
いないコンドロイチン二糖の 0.5%程度では
あったが、N-アセチルガラクトサミンの４位
が硫酸化されたコンドロイチン二糖が検出
された。次に、C41C4.1 を動物細胞で発現さ
せたところ、そのタンパク質は、コンドロイ
チン４-O-硫酸基転移酵素活性を保持してい
た。また、C41C4.1 を欠損した線虫の変異体
からグリコサミノグリカン鎖を抽出し、解析



すると、野生型に比べて４位が硫酸化された
コンドロイチン二糖がほとんど検出されず、
逆にヘパラン硫酸の硫酸化の程度が上昇し
ていた。さらに、C41C4.1 を欠損した線虫は、
酸化ストレスに脆弱であることも判明した。
したがって、線虫にもほ乳類同様に N-アセチ
ルガラクトサミンの４位が硫酸化されたコ
ンドロイチンが存在し、その硫酸化は線虫を
酸化ストレスから守る役割を果たしている
ものと考えられた。 
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