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研究成果の概要：

硫酸化グリコサミノグリカン（GAG）は細胞増殖因子など様々な生理活性タンパク質と特
異的に相互作用し、それらの活性を調節する。また、ウィルス感染の過程においても極めて
重要な役割を果たしている。本研究では、再生期間の異なる再生肝より GAG を精製し、そ
の構造変化と機能変化を解析した。また、様々な GAG について、C 型肝炎ウィルスの感染
への影響を検討した。さらに GAG の構造解析を行うための新規の技術や酵素を開発した。
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１．研究開始当初の背景
肝臓は体内の基礎代謝のかなりの部分を

担い、毒物の解毒なども行う生体内で最も重
要な臓器の一つである。従って、肝炎、肝硬
変、肝臓癌などの肝臓疾患は、生命を脅かす
危険性があり、これらの治療のためにも、肝
臓に関する研究は、基礎医療分野で最も重要
な領域であるといえる。

肝再生における液性因子の研究は非常に
進んでおり、その作用機構も明らかにされつ
つある。しかし、肝臓の再生には、それらの
液性因子だけでは十分ではなく、足場となる
マトリックスも無視できない。グリコサミノ

グリカン（GAG）は細胞外マトリックスの主
要な成分であり、GAG も肝再生において不可
欠であると思われる。GAG は非常に複雑な構
造を持った硫酸化多糖であり、その多様な機
能を効果的に発揮するために、必要に応じて
その微細構造を、時間的空間的に、大きく変
化させている。肝再生過程においても、GAG
がその構造を変化させ、対応するタンパク質
因子の種類や結合能を変えることによって機
能調節を行っていると考えられる。従って、
肝臓の再生期における硫酸化 GAG の構造的
機能的変化を知ることは、肝再生のメカニズ
ムを理解し、これを医療応用する上で極めて
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重要な情報となる。
近年、細胞表面に存在する硫酸化 GAGが、

細菌やウィルスの感染ターゲットとなってい
るとの報告が後を絶たない。すなわち、硫酸
化 GAG は、ウィルス感染の過程においても
極めて重要な役割を果たしていることが証明
されている。特に、社会的に大きな問題とな
っている C型肝炎の病原ウィルスである C型
肝炎ウィルスについて、感染初期に宿主細胞
表面のヘパラン硫酸がターゲットとなってい
ることが明らかになっている。他のウィルス
の場合で徐々に明らかになりつつあるが、ウ
ィルス感染においては細胞表面のヘパラン硫
酸のみならずコンドロイチン硫酸もそのター
ゲットとなりうるため、硫酸化 GAG を全般
的に検証する必要がある。GAG を介した C
型肝炎ウィルスの感染メカニズムの解明は非
常に興味深く、感染防御法の開発につながる
可能性がある。

２．研究の目的
肝臓の再生期における硫酸化 GAG の構造

的機能的変化を知ることは、肝再生のメカニ
ズムを理解し、これを医療応用する上で極め
て重要な情報となる。そこで、肝再生過程に
おける GAG を、再生の様々なステップで精製
し、その量的変化、分子量の変化、構成二糖
組成の変化、各種細胞増殖•分化因子との結合
能力の変化を探る。また、GAG 関連生合成酵
素群の遺伝子発現の変化も関連させて調べる。
肝再生過程における GAG の役割が解明され
れば、組織再生医療への応用が期待される。

また、肝炎ウィルスに関連する実験では、
ウィルス感染ヘの各種硫酸化GAGの効果を解
明し、その活性に必要な構造上の特徴（硫酸
化部位、結合に必要な最小サイズなど）を解
明する。さらに、GAGと直接相互作用する可
能性のあるウィルスタンパク質を大量に発現
•精製して、硫酸化GAGとの直接の結合を示し、
結合に必要なGAG上の構造を明らかにする。
可能ならば、結合に必要な糖鎖配列のシーク
エンシングを行う。そのような糖鎖配列に基
づいて、C型肝炎ウィルスの細胞への結合を特
異的に阻害する物質を検索し、C型肝炎ウィル
ス感染阻害物質の人工合成のための手がかり
を得る。

上記の目標を達成するため、より高感度で
有用なGAGの構造解析法、機能解析法の開発
を目指す。

３．研究の方法
(1) 肝再生に関する実験
①マウスの肝臓の３分の２程度を切除し、１
週間から10日程度飼育を続ける。手術後の飼
育期間が異なるマウスより、再生途中あるい
は再生後の肝臓を摘出する。肝臓組織から
GAGを単離、精製する。精製した各硫酸化

GAGについて、その総量、組成、構成二糖単
位の割合、糖鎖長等を決定し、構造に関する
情報を得る。
②精製した各硫酸化GAGについて、相互作用
解析装置BIAcoreを用いて、繊維芽細胞増殖因
子や肝細胞増殖因子などの各種細胞増殖分化
因子との結合能の変化を観察する。
③再生肝臓の組織からmRNAを精製し、リア
ルタイムRT-PCRを行って、GAG生合成酵素
群、コアタンパク質の主要なものなどGAG関
連遺伝子群について、mRNAの発現量の変化
を調べる。
④肝臓の再生に深く関与しているタンパク質
因子の中で、特にGAGとの相互作用が確認で
きたものについては、ウシの肝臓から大量に
調製したGAGを用いて、結合に必要な糖鎖配
列を解明する。
⑤再生研究のモデル生物であるヒドラについ
ても、GAGを単離、精製する。精製した各硫
酸化GAGについて、その総量、組成、構成二
糖単位の割合、糖鎖長等を決定し、構造に関
する情報を得る。
⑥発生研究のモデル生物であるアフリカツメ
ガエルのGAGについても、発生時期の異なる
胚より単離し、その総量、組成、構成二糖単
位の割合、糖鎖長等を決定し、構造に関する
情報を得る。また、発生段階の異なる胚から
精製したGAGと各種増殖因子との相互作用を
BIAcoreを用いて解析し、発生に伴う結合能の
変化を観察する。

(2) C型肝炎ウィルスに関する実験
①様々なGAGを使って、C型肝炎ウィルスの
感染阻害能を検討する。また、ウィルスの感
染に効果を示すGAGの最小サイズを知るため
に、高硫酸化コンドロイチン硫酸由来のオリ
ゴ糖を用いて感染阻害実験を行う。
②C型肝炎ウィルスの表面タンパク質のE1、
E2タンパク質と、GAG、特に高硫酸化コンド
ロイチン硫酸との相互作用を調べる。E1及び
E2タンパク質の遺伝子をPCRで増幅後、発現
ベクターに組み込む。さらにそれを培養細胞
にトランスフェクションし、タンパク質を発
現させる。タグを利用して発現したタンパク
質の精製を行う。また、タグに対する抗体を
利用して、発現を確認する。タンパク質の発
現量が十分でない場合には、昆虫細胞を利用
して、あるいは安定トランスフェクタントを
作成して、大量に調製する。
③大量に発現、精製できたE1、E2タンパク質
を用い、高硫酸化コンドロイチン硫酸との直
接の相互作用をELISA実験によって調べる。
つまり、糖鎖をビオチン化し、それらを固定
したプレートを用いて行う。また、この実験
系に、ビオチン化していない多糖や様々なサ
イズのオリゴ糖を加えて阻害実験を行うこと
により、相互作用に必要な構造の特徴を推定



し、結合に必要なオリゴ糖の最小サイズを知
る。
④C型肝炎ウィルス感染性の細胞である肝ガ
ン由来培養細胞株HepG2細胞へのE1、E2タン
パク質の結合を、免疫組織染色、フローサイ
トメーターを用いて解析する。さらに、この
実験系に、様々な多糖やオリゴ糖を加えて阻
害実験を行う。
⑤C型肝炎ウィルスの肝臓における受容体の
１つに、繊維芽細胞増殖因子（FGF）の受容
体が推定されているので、FGFをGAGと同時
に添加したときの、E1、E2タンパク質への結
合能や感染への影響を調べる。
⑥E1、E2タンパク質と特異的に結合するオリ
ゴ糖の糖鎖配列を決定する。

(3) イカの肝臓のコンドロイチン硫酸に関す
る実験
①イカの肝臓のコンドロイチン硫酸を単離、
精製する。精製したコンドロイチン硫酸につ
いて、その総量、組成、構成二糖単位の割合、
糖鎖長等を決定し、構造に関する情報を得る。
②精製したコンドロイチン硫酸と各種増殖因
子との相互作用をBIAcoreを用いて解析する。
③神経突起伸長促進活性等の生理活性を測定
する。

(4) コンドロイチン硫酸の新規解析法の開発
に関する実験
①オリゴ糖マイクロアレイの手法を用いて、
複数の抗コンドロイチン硫酸抗体のエピトー
プを解析する。
②1H NMRを用いてコンドロイチン硫酸中の
ウロン酸のタイプを定量する方法を開発する。
③質量分析装置を用いて、コンドロイチン硫
酸中のグルクロン酸3硫酸という稀な構造を
検出、定量する方法を開発する。
④新規のエンド型コンドロイチン加水分解酵
素を探索し、その基質特異性を解明し、コン
ドロイチン硫酸の構造解析を行うためのツー
ルの一つとして利用する。

４．研究成果
(1) 再生期間の異なる再生肝より GAG を精
製し、その構造の特徴、再生過程における構
造変化を解析した。また、肝細胞増殖因子な
ど肝再生に関わる増殖因子との相互作用につ
いても解析した。さらに、再生期間の異なる
再生肝より mRNA を単離し、GAG の生合成
に関わる酵素群の発現レベルの変化について
も調べた。この研究成果については、現在論
文作成中である。一方、再生研究のモデル生
物であるヒドラの GAG の構造を初めて明ら
かにし、発生研究のモデル生物であるアフリ
カツメガエルの GAG についても、発生時期
の異なる胚より単離し、構造と増殖因子との
相互作用能の変化を解明した。これらは、肝

再生における GAG の構造・機能の変化を解
明する上で、非常に良いモデルになると考え
られる。ヒドラとアフリカツメガエルの GAG
に関する研究成果については、それぞれ国際
学術誌に論文として報告した。

(2) 大阪大学微生物病研究所の松浦善治教授
らとの共同研究により、様々な GAG を用い
て、C 型肝炎ウィルスの感染への影響を検討
した。その結果、ある特定の構造を持った高
硫酸化コンドロイチン硫酸の添加が、C 型肝
炎ウィルスの宿主細胞への感染を促進するこ
とを見いだした。この結果は感染に対し阻害
的に働くヘパリンの作用とは正反対の結果で
あり、この感染メカニズムの解明は非常に興
味深い。そこで、C 型肝炎ウィルスの表面タ
ンパク質の E1、E2 タンパク質と様々な GAG
との相互作用解析を試みた。解析を行うにあ
たり、E1、E2 タンパク質を昆虫細胞を用い
て大量に調製した。特に C 型肝炎ウィルスの
感染に影響を及ぼすことが明らかになった高
硫酸化コンドロイチン硫酸 E について、E1、
E2 タンパク質との相互作用を調べた。また、
ウシの肝臓から単離した GAG についても、
E1、E2 タンパク質との相互作用を調べ、相
互作用に必要な GAG 鎖上の構造的特徴を解
明した。感染促進のメカニズムについては、
現在も引き続き解析中である。これまで得ら
れている研究成果については学会発表してお
り、現在論文作成中である。

(3) イカの肝臓のコンドロイチン硫酸につい
ても、その構造および生理活性を調べた。イ
カは無脊椎動物であるにも関わらず、哺乳動
物の肝臓と同様に高硫酸化コンドロイチン硫
酸に富んでいること、また強い生理活性をも
つことを明らかにした。この性質は、肝臓の
GAG に普遍的に見られるものであるのかも
知れない。この研究成果については学会発表
しており、国際学術誌に論文としても報告し
た。

(4) コンドロイチン硫酸の解析をより効果的
に行うことを目的として、以下の実験を行っ
た。①複数の抗コンドロイチン硫酸抗体のエ
ピトープをオリゴ糖マイクロアレイの手法を
用いて決定した。②1H NMR を用いてコンド
ロイチン硫酸中のウロン酸のタイプを定量す
る方法を開発した。③コンドロイチン硫酸中
のグルクロン酸 3 硫酸という稀な構造を検出、
定量する方法を開発した。④コンドロイチン
硫酸の構造解析を行うためのツールの一つと
して、新規のエンド型コンドロイチン加水分
解酵素を発見し、その特異性を解明した。こ
れらの研究成果については、既に学会発表を
行っており、国際学術誌に論文として掲載さ
れている。
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