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研究成果の概要（和文）：細胞表面や細胞外マトリクスに存在する硫酸化糖鎖が, 受容体を介して細胞内にシグナルを
入力し, 細胞機能の制御に働く場合がある. この機能は, 硫酸化糖鎖の量・糖鎖長・硫酸化構造によって調節されるた
め, 硫酸化糖鎖の合成異常は細胞機能に影響を与え, 疾患の原因となり得る. 硫酸化糖鎖の合成異常を起こした遺伝子
欠損マウスを解析した結果, 炎症性疾患の病態が重篤に現れ, この現象がマクロファージの過剰な応答に起因する可能
性が示唆された. 本研究から, 炎症に関連する硫酸化糖鎖が合成される要因とToll-like 受容体の活性化に関わる硫酸
化糖鎖の構造的特徴が明らかになった.

研究成果の概要（英文）：GAGs (glycosaminoglycans) are abundant on the surfaces of most cells and in 
extracellular matrices as components of PGs (proteoglycans). PGs play important roles in homoeostasis at 
the cellular and tissue level because they function as cofactors in a variety of biological processes, 
including cell growth, and cell differentiation. These functions of PGs are mediated by interactions 
between GAG chains and bioactive proteins. In addition, diverse protein ligands recognize the specific 
saccharide sequences of the GAG side chains. Thus abnormal GAG biosynthesis causes disordered cellular 
function and various disease conditions. EXTL2 (exostosin-like 2) is one of a regulator to regulate in 
vivo GAG biosynthesis. Thus, loss of EXTL2 causes a change in amount and structure of GAGs, and the 
resulting aberrant GAGs are linked to pathological conditions. In this study, we have demonstrated that 
abnormal GAGs produced in the absence of EXTL2 induce inflammatory response and how they do so.

研究分野： glycobiology

キーワード： proteoglycan　glycosaminoglycan
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１．研究開始当初の背景 
硫酸化糖鎖が FGF2 などの増殖因子の補
受容体として機能することは広く認識され
ているが, 最近になり, 硫酸化糖鎖が受容
体に直接認識され, 細胞内にシグナルを入
力する例が報告されており, 申請者らは, 
硫酸化糖鎖は実質的な情報をもつシグナル
分子として働いているという考えを提案し
ている. これまでに, 申請者らは, 硫酸化
糖鎖の本質的な機能を理解するために, 細
胞内シグナル経路を調節する硫酸化糖鎖構
造を明らかにし (Nadanaka, S. et al., 
(2008) J. Biol. Chem. 283, 27333; 
Nadanaka, S. et al., (2011) J. Biol. Chem. 
286, 4199), その生合成機構について調べ
てきた (Nadanaka, S. and Kitagawa, H. 
(2008) J. Biochem. 144, 7; Okada, M., 
Nadanaka, S. et al., (2010) Biochem. J. 
428, 463; Kitagawa, H., Tsutsumi, K., 
Ikegami-Kuzuhara, A., Nadanaka, S., et 
al. (2008) J. Biol. Chem. 283, 27438). 現
在は, 硫酸化糖鎖の合成異常が疾患の背景
を形成することを明らかにすべく研究を進
めている. 申請者が所属する研究室では, 
硫酸化糖鎖の生合成に関与する複数の遺伝
子のクローニングに成功しており, そのう
ちの一つに EXTL2 遺伝子がある. この遺
伝子は, がん抑制遺伝子に分類され, 硫酸
化糖鎖の生合成酵素遺伝子と高い相同性を
示すことが明らかになっていたが, 生体内
での役割が全く解明されていなかった. そ
こで, この遺伝子の機能を調べるために,  
EXTL2遺伝子欠損マウス（以下, ノックア
ウトマウス）を作製し解析した結果, 硫酸
化糖鎖の合成量が増加しており, EXTL2は
硫酸化糖鎖の生合成を負に制御する調節因
子であることが判明した(Nadanaka, S., et 
al. (2013) J. Biol. Chem. 288, 9321-9333). 
この制御機構を調べたところ, EXTL2は合
成中の糖鎖に N-アセチルグルコサミン残
基を付加し, 糖鎖伸長を一時停止させてい
ることがわかった(Nadanaka, S., et al. 
(2013) J. Biol. Chem. 288, 9321-9333). 
EXTL2 による硫酸化糖鎖の合成調節機構
の生理的重要性を明らかにしようと研究を
進めていく過程で, 炎症を誘導すると野生
型よりノックアウトマウスで重篤な症状が
現れることを発見した(Nadanaka, S., et 
al. (2013) Biochem. J. 454, 133-145; 
Nadanaka, S. and Kitagawa, H. (2014) 
Matrix Biol. 35, 18-24). また, 炎症による
損傷から治癒に向かう過程で, 野生型マウ
スの硫酸化糖鎖の合成量は増加後, 減少し
定常レベルに戻るが, ノックアウトマウス
では硫酸化糖鎖量が増加したまま減少しな
いことがわかった(Nadanaka, S., et al. 
(2013) Biochem. J. 454, 133-145; 
Nadanaka, S. and Kitagawa, H. (2014) 
Matrix Biol. 35, 18-24). これらの結果か
ら, EXTL2による硫酸化糖鎖の合成調節が

炎症状態を決める一因である可能性を考え
た. そこで,硫酸化糖鎖と炎症の直接的な
関連を示す報告例を調べた. 硫酸化糖鎖は
コアタンパク質に付加した“プロテオグリ
カン”として生体内で存在するが, ある種
のプロテオグリカンが炎症時に血中に放出
され,“Endogenous Danger Signal”とし
て Toll-like 受容体や P2X7 受容体に認識
されることが報告されていた (Schaefer, 
L. et al. (2005) J. Clin. Invest. 115, 2223; 
Babelova, A. et al. (2009) J. Biol. Chem. 
284, 24035). しかしながら, 硫酸化糖鎖の
合成異常が炎症受容体の認識を変化させ,  
炎症シグナルを増強し, 炎症の病態に重篤
な影響を与える報告はない. 本研究では, 
ノックアウトマウスを用いて, 硫酸化糖鎖
が炎症に関する情報をもったシグナル分子
として働き, その合成異常がマクロファー
ジの炎症シグナルに影響を与え, 炎症性疾
患の病態に関与することを明らかにする. 
 
２．研究の目的 
硫酸化糖鎖の合成異常が, 炎症シグナルを
直接変化させ, 炎症の病態に影響を与える
ことを示す.ノックアウトマウスにおけ
る硫酸化糖鎖の合成異常が, どのプロテオ
グリカン上の硫酸化糖鎖に起きているのか
について調べる. さらに, 硫酸化糖鎖の合
成異常に関して, 具体的にどう変化してい
るのか, 硫酸化による微細修飾構造の変化
や糖鎖長などについて検討し, 疾患に関連
した糖鎖の実体を明らかにする. ノックア
ウトマウスにおける炎症反応の亢進が, マ
クロファージの炎症シグナル経路の変化に
起因することを確認するために, ノックア
ウトマウスおよび野生型マウスより腹腔マ
クロファージを単離し, 炎症刺激に対する
性質が変化していることを示す.硫酸
化糖鎖が炎症シグナル受容体に直接認識さ
れることを示すために, 硫酸化糖鎖分解酵
素や糖鎖付加部位を潰したプロテオグリカ
ン変異体などを用いて調べる. 硫酸化糖鎖
を用いた創薬開発の可能性を検討するため, 
EXTL2 遺伝子の発現異常により現れたマ
クロファージの応答異常を, 糖鎖が付加し
ていないプロテオグリカンや硫酸化糖鎖の
添加によって正常レベルに回復できるかど
うか検討する. EXTL2遺伝子の発現を制御
する化合物を創薬へ応用する可能性を視野
に入れ, EXTL2遺伝子の発現が炎症刺激に
より変化するかどうか, その発現調節の機
構について調べる. 
 
３．研究の方法 
①炎症に関連して変化する硫酸化糖鎖の実
体解明—EXTL2 遺伝子の欠損によって影響
を受けるプロテオグリカンと硫酸化糖鎖に
ついて解析する. 
②EXTL2 遺伝子欠損マクロファージの炎症
シグナル経路についての解析—EXTL2遺伝



子の欠損で影響を受ける炎症性シグナル経
路を同定し, EXTL2 と炎症シグナルの関
係性を明確にする.  
③硫酸化糖鎖による炎症シグナル経路の調
節機構—硫酸化糖鎖が直接炎症シグナル経
路を作動させることを, NF-Bレポーター
システムなどを用いて調べる.この系を利
用して, 糖鎖によるシグナル入力を遮断す
る阻害剤を探す. 
 
４．研究成果 
細胞表面や細胞外マトリクスに存在する硫
酸化糖鎖が, 受容体を介して細胞内にシグ
ナルを入力し, 細胞機能の制御に働く場合
がある. この機能は, 硫酸化糖鎖の量・糖
鎖長・硫酸化構造によって調節されるため, 
硫酸化糖鎖の合成異常は細胞機能に影響を
与え, 疾患の原因となり得る. 硫酸化糖鎖
の合成異常を起こした遺伝子欠損マウスを
解析した結果, 炎症性疾患の病態が重篤に
現れ, この現象がマクロファージの過剰な
応答に起因する可能性が示唆された. 本研
究では, 硫酸化糖鎖の変化が, Toll-like 受
容体およびイオンチャネル型プリン(P2X)
受容体からインフラマソームの活性化を経
てサイトカインの産生を起こすマクロファ
ージの炎症シグナル経路に与える影響を検
討し, これに関連する“疾患糖鎖”を糖鎖
構造・生合成の面から明らかにすることを
目的としている. 平成２５年度は, 四塩化
炭素で誘導した急性肝炎における硫酸化糖
鎖の変化を解析し, 硫酸化糖鎖の合成異常
が急性肝炎の病態にどのような影響を与え
るかについて調べた. また, マクロファー
ジに入力される炎症シグナルが硫酸化糖鎖
の合成異常で影響を受けること, および 
Toll-like 受容体の活性化に関わる硫酸化
糖鎖の構造的特徴を明らかにした. この結
果は, 自然免疫の恒常性を乱す硫酸化糖鎖
の構造上の特徴が明らかになったことを意
味し, 炎症を基盤とした疾患の発症に関わ
る「疾患関連糖鎖」の実体を解明すること
ができる可能性を示している. 平成２６年
度は , 内因性の  Danger Signal として 
Toll-like 受容体に認識されるプロテオグ
リカン上の糖鎖に注目し, EXTL2 がプロ
テオグリカンに結合した Danger Signal 
として働く硫酸化糖鎖の合成を下方に制御
することを示した.平成２７年度は, 硫酸
化糖鎖によって活性化される炎症反応を阻
害する低分子化合物のスクリーニングを行
なったが, 阻害活性をもつ候補化合物を得
るには至らなかった. しかし, 新たに構築
した別のアッセイ系で, 硫酸化糖鎖合成酵
素遺伝子の発現を阻害する低分子化合物を
見出すことができた. 本年度の結果を基に, 
炎症を基盤とした疾患の発症に関わる「疾
患関連糖鎖」の生合成制御機構を人為的に
操作し, 炎症を抑制することができる可能

性がある. 
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