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研究成果の概要（和文）：マウス肝臓には高硫酸化DS（DS-E）が結合したデコリンまたはビグリカンが存在する。DS-E
欠損マウス（GalNAc4S-6ST KOマウス）を用いて、CCl4による肝傷害に果たすDS-Eの役割を調べた。CCl4によるALT、AP
の増加はWTよりもKOの方が高かった。CCl4注射後のコラーゲン量は、6週以降WTよりもKOの方が高かった。コラーゲン
分解に関与するMMPのなかで、MMP-9遺伝子の発現と活性はWTよりもKOで低下していた。これらの結果はDS-Eの消失は、
CCl4による肝臓の傷害を強くし、修復過程を遅らせることを示している。
CS-E欠損は骨芽細胞分化異常により骨密度が低下させた。

研究成果の概要（英文）：GalNAc4S-6ST transfers sulfate to position 6 of GalNAc(4SO4) in chondroitin 
sulfate (CS) or dermatan sulfate (DS) to yield GalNAc(4,6-SO4) residues. We found previously that highly 
sulfated DS (DS-E) containing GalNAc(4,6-SO4) are present in the mouse liver as GAG chains of decorin 
and/or biglycan. To determine if DS-E plays a role in liver fibrosis, we compared liver fibrosis induced 
by CCl4 between GalNAc4S-6ST KO mice (DS-E deficient) and WT mice. ALT and AP activities after injection 
of CCl4 were higher in KO mice than in WT mice. The amount of collagen was higher in KO mice than in WT 
mice on 6 week and later after cessation of CCl4 injection. Among MMPs, expressions MMP-9 (both mRNA and 
enzyme activity) were lower in KO mice than in WT mice. These results suggest that in the absence of 
DS-E, liver fibrosis induced by CCl4 was more severe and the healing process was delayed.
Deficient in CS-E caused decrease in bone density through abnormal differentiation of osteoblasts.

研究分野： 生化学
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１．	 研究開始当初の背景 
 
コンドロイチン/デルマタン硫酸の繰り返し
二糖単位に GlcA(IdoA)-GalNAc(4,6-SO4)（E
単位）を含む高硫酸化 CS/DS（CS-E, DS-E）
は、神経細胞の軸索突起形成阻害、トロンビ
ンの活性阻害、ヘパリンコファクターIIの活
性化、ルイス肺ガン細胞の転移、肺ガン細胞
の移動阻害、間充織細胞から骨細胞への分化
誘導、アストロ細胞腫瘍の促進、ES 細胞の
分化促進、抗原投与による関節炎の阻害など
の種々の機能を持つことが報告されている。
これらの研究の多くは培養細胞を利用した
実験系か、CS-Eとして市販のイカ軟骨 CS-E
を利用している。市販のイカ軟骨 CS-Eは二
糖単位当たりの E単位含量が約 70%であり、
ヒトやマウスの組織に含まれる CS-Eよりも
かなり高い。さらにイカ軟骨 CS-Eにはグル
コースやフコースの分枝構造も知られてお
り、哺乳動物 CS-Eの機能をどの程度反映す
るか不確かさが残る。また培養細胞で得られ
た結果が生体にどの程度当てはまるかは、in 
vivoの実験と比較しなくては判明しない。In 
vivoにおける CS-E, DS-Eの機能を解明する
には、これらの分子を合成する酵素の遺伝子
KOが最も確実である。私たちは CS-E, DS-E
の合成に働く硫酸転移酵素 GalNAc4S-6ST
の均一精製、遺伝子クローニング、KO マウ
スの作製を世界で初めて行った。現時点でも、
GalNAc4S-6ST KO マウスは世界的にも私
た ち が 作 製 し た 系 統 の み で あ る 。
GalNAc4S-6ST KO マウスでは CS-E, DS-E
が完全に欠損しており、CS-E, DS-E の機能
を調べるための極めて優れた実験系となっ
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 
私たちはマウスの肝臓に E 単位を約 40%含
む高硫酸化 DSがデコリンまたはビグリカン
の糖鎖として存在することを発見した。一方
デコリンは肝繊維化で著明に発現が増加す
ることが知られている。本研究の第一の目的
は、GalNAc4S-6ST KO マウスを用いて、肝
繊維化に及ぼす高硫酸化 DS-Eの機能を解明
することである。第二の目的は、骨形成に及
ぼす CS-Eの役割を明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
	 
(1)	 肝繊維化における DS-E の機能	 
7 から 8 週齢の BALB/c マウスに、ミネラルオ
イル中の CCl4	 (2.0	 ml/kg)を腹腔に週 2 回、
全体で 9 回注射した。注射終了後 2日、3 週、
6 週、9 週で肝臓を摘出し、血液を採取した。
肝臓を用いて Hyp の定量、RNA 抽出、パラフ
ィン切片の作製を行った。種々の遺伝子の発
現を real	 time	 PCR で測定した。パラフィン

切片は Sirius	 Red 染色、デコリン免疫染色、
Type	 I コラーゲン免疫染色、バーシカン免疫
染色を行った。肝臓の抽出液を用いて、
Zymography を行い MMP-9 活性を調べた。血清
を用いて、ALT,	 AP 活性を測定した。	 
(2)	 骨細胞分化における CS-E の機能	 
エストラジオール投与による骨形成促進を
GalNAc4S-6ST	 KO マウスと野生型マウス
（C57BL/6 系統）比較した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 肝繊維化における DS-E の機能	 
Hydroxyproline の定量	 
CCl4注射により肝臓組織重量当たりのHypが
増加する。Hyp の量は WT では注射後 2D,	 3W,	 
6W	 9W まで増加を続ける。一方 KO では 3W 以
降は増加傾向を示さない。その結果、注射後
6Wと 9Wでは KOの方が有意に高い Hyproの値
を示した。	 

	 
Decorin,	 Versican の発現	 
高硫酸化 CS/DS のコアタンパク質である
Decorin の発現を免疫組織染色で調べた。WT
も KO も CCl4 の注射により hepatic	 lobule
の境界に発現が増加する。3W と 6W では KO の
方が強く発現した。肝臓で発現しているプロ
テオグリカンの一つある Versican について
も調べた。Versican の発現は注射後 2D の組
織の血管の周囲で最も強く発現していた。	 
	 

 

 



	 
Sirius	 Red,	 Type	 I	 collagen 染色	 
Sirius	 Red で CCl4 注射後の肝臓を染色した。
Sirius	 Redはコラーゲン繊維を染色すると考
えられている。Sirius	 red 染色は CCl4 注射
前にはほとんど観察されなかったが、注射後
2D の組織では hepatic	 lobule の境界に明瞭
な染色が見られた。中心静脈周囲はあまり染
色されなかった。WT と KO の比較では、KO の
方が強く染まっていた。染色強度を image	 
analysis により定量すると、2D,	 3W,	 6W,	 9W
で KO の方が有意に高かった。	 
Type	 I コラーゲンの免疫組織染色では、CCl4
注射後の組織の hepatic	 lobule の境界が主
に染まっていた。KO では染色が hepatic	 
lobule の境界にほぼ限定されていたが、WT
ではそれ以外の細胞周辺も染まっていた。染
色強度における有意な差は観察されなかっ
た。	 

	 
ALT.	 AP 活性	 
CCl4 の投与は肝臓に傷害を引き起こし、傷害
にともなう酵素の増加を引き起こす。高硫酸
化 CS/DS の欠損がこれらの酵素の増加に影響
を及ぼすかどうかを調べた。AP、ALT どちら
も注射後 24 時間で oil のみを注射した con
に比べて高い値を示した。24h の ALT 活性は
WT よりも KO の方が高かった。CCl4 を注射し
なくなると ALT は 3W で元の値に戻る。一方
AP は徐々に減少するが、9W でもまだ con よ
りも高い値を示している。9W でまだ残ってい
る AP 活性は KO の方が WT よりも高かった。
これらの結果は、WT に比べて KO の方が CCl4
による傷害の程度が大きいことを示唆して
いる。	 
	 
	 

コラーゲン代謝関連酵素の発現	 
CCl4 投与による GalNAc4S-6ST	 KO マウスで
Hypro、コラーゲン繊維の増加の程度が
GalNAc4S-6ST	 KO マウスの方が WT よりも大き
い理由としては、KO マウスにおけるコラーゲ
ン合成の増加、あるいはコラーゲン分解の減
少が考えられる。そこでコラーゲンの合成と
分解に関与する遺伝子の発現を Real	 time	 
RT-PCR で調べた。COL1 の発現は CCl4 投与後
2D で 10 倍以上増加し、3W 以降は急速に減少
した。増加の程度は WT と KO で差が無かった。
コラーゲンの代謝に影響を及ぼす MMP の発現
は調べた限り CCl4 注射により発現が増加し
注射を停止したあと減少するという共通の
変化を示したが、発現パターンおよび WT と
KO の比較では種類による違いが見られた。
MMP-13 と MMP-2 の発現は注射後 2D でピーク
を示すが、その後減少し、MMP-13 では 6W 後
に注射前の値に戻った。2D においてはどちら
の遺伝子発現も WT よりも KO の方が高かった。
一方 MMP-9 は注射後 3W でピークとなった。
2D と 3W では WT よりも KO の方が有意に低い
発現を示した。TIMP１と TIPM２の発現もまた
CCl4 注射で増加し注射後減少するパターン
を示したが、WT と KO には有意な差は観察さ
れなかった。MMP 類はコラーゲンまたは変性
コラーゲンの分解に直接関与するだけでな
く、他の MMP の活性化、細胞表面リセプター
の活性化などを通して細胞の遺伝子発現に
さまざまな影響を与えていることが報告さ
れており、ここで調べた MMP または TIPM が
コラーゲン代謝にどのように関与するかに
ついては、現時点でははっきりしたことは云
えない。CCl4 注射により増加したコラーゲン
が CCl4 注射の停止後減少する速度は WT より
も KO の方が大きいことを考えると、COL1 遺
伝子発現が WT と KO で差が無いので、コラー
ゲン分解が WT よりも KO で低下している可能
性がある。コラーゲン分解に直接かかわって
いる MMP があるとすれば、この MMP の発現は
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WT よりも KO で低くなることが予想される。
この予想と一致する発現パターンの変化を
示すのは、調べた限り MMP-9 だけであった。
そこで実際に MMP-9 タンパク質の発現が WT
と KO で違いがあるかを調べた	 

	 
Zymography	 
変性コラーゲン（ゼラチン）を基質とした
zymography の結果の代表的な例を示す。
Zymography で検出された２本のバンドは分
子量から判断して 95kDa と 68kDa のバンドは
肝臓で発現している主なMMPのうちproMMP-9、
MMP-2 にそれぞれ対応すると考えられる。
proMMP-9 に対応するバンドの濃さを image	 

analysis により求めた結果を下の図に示し
た。CCl4 注射後 3W と 6W では WT よりも KO で
活性が有意に低かった。この結果は MMP-9 遺
伝子の発現と一致しており、組織中で MMP-9
が活性タンパク質として働いていることを
示している。	 
	 
	 
(2)	 骨細胞分化における CS-E の機能	 
（この研究は神戸薬科大学、北川裕之教授と
の共同研究として行われた）	 
	 
16 週齢で Galnac4s6st-/-	 マウスは骨密度が
Galnac4s6st+/+マウスよりも有意に低かっ
た。	 

Galnac4s6st-/-	 マウスにおける骨減少/骨
粗しょう症的な表現形が骨同化作用の欠損
に由来するかどうかを調べるため、WT	 また
は	 Galnac4s6st-/-	 マウスの骨髄由来スト
ローマ細胞(BMSC)の骨芽細胞への分化能力
を評価した。骨芽細胞への分化と成熟は ALP
発現に始まり無機質の析出に終わる高度に
順序立てられた過程であるので、単離した
BMSCを骨細胞分化培地で培養しALPと石灰化
結節形成により染色した。ALP の発現は	 
Galnac4s6st-/-の骨髄由来ストローマ細胞
の培養で WT よりも有意に低かった(a,c)。石
灰化結節形成もまた著しく減少していた(d)。
エストラジオールを与えると、WT	 BMSC	 の培
養では ALP 発現と石灰化結節形成は有意に増
加するが、Galnac4s6st-/-	 BMSC の培養では
増加しなかった(a-d)。	 
Galnac4s6st-/-	 BMSCs	 における ALP	 mRNA の
発現は Galnac4s6st+/+BMSCs に比較して低か
ったが、CS-E の添加により有意に増加した
(e,f)。	 
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