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研究成果の概要（和文）：K4CPおよび硫酸転移酵素を用いて、糖鎖長ならびに硫酸化位置・割合が異なる多様な人工コ
ンドロイチン硫酸（CS）を合成し、高硫酸化CS糖鎖ライブラリーを構築した。ビオチン標識CSライブラリーを用いて、
ELISAやBiacore分析を行い、CS結合性生理活性分子との親和性を解析した。昆虫に感染するバキュロウイルス由来の新
奇CS分解酵素（ODV-E66）を見出し、宿主であるカイコ幼虫の組織にCSが存在することを生化学的・組織化学的に実証
した。特に中腸上皮を防御する囲食膜にCSが存在することから、ウイルスCS分解酵素ODV-E66がバキュロウイルス感染
の初期段階に影響していることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：A large variety of artificial chondroitin sulfate (CS) chains with various molecul
ar sizes, sulfation positions and sulfation ratios was synthesized with chondroitin polymerase from E. col
i strain K4 (K4CP) and some kinds of sulfotransferases, and a high sulfated CS library was constructed wit
h defined structures. Affinity of CS-binding physiological active molecules was investigated using the bio
tin-labeled CS library by ELISA and Biacore assay. A novel chondroitinase (ODV-E66) from insect-pathogenic
 baculovirus was found, and CS in tissues of silkworm that is host of baculovirus BmNPV was shown by bioch
emical and histochemical analyses. Presence of CS in peritrophic membrane protecting the midgut epithelium
 of the insect was especially suggested that ODV-E66 facilitates the primary infection of the virus by dig
esting of the CS.
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１．研究開始当初の背景 
 コンドロイチン硫酸（CS）は、組織の形態
形成や維持・発生・分化・再生などの生命活
動に関与し，癌や感染などの疾患に重要な役
割を担っている多糖体である。生体内ではプ
ロテオグリカンとしてコア蛋白質に結合し
た状態で存在している。CS はグルクロン酸
(GlcA) と N- ア セ チ ルガ ラ ク ト サ ミ ン
（GalNAc）の二糖繰り返し構造を基本骨格と
し、その糖鎖骨格に硫酸基が結合して多様な
二糖構造（O, A, C, D, E, T 構造等）が並ん
だ直鎖多糖体である。生体内の CS 鎖は、動
物種・組織・加齢・病態などにより、その糖
鎖長や硫酸化の位置・割合および数量が変化
する。CS 糖鎖が持つ様々な生理機能には、特
有の高硫酸化 CS 構造が対応すると考えられ
ているが，それら CS 構造の詳細は未だ特定
されていない。 
 複雑で不均一な天然由来 CS から、生理機
能を特定できるような均一な構造の CS 鎖を
量的に分離・精製することはきわめて困難で
あり、精密な構造活性相関を解析するには天
然 CS では限界がある。 
 
２．研究の目的 
 近年、CS を合成する酵素遺伝子が明らか
にされ、その活性酵素が組換え技術で得られ
るようになった。それら CS 合成酵素群を用
いて、構造が明確な人工 CS 糖鎖ライブラリ
ーを構築することが可能であり、これら人工
糖鎖の生理活性を測定することで、特有の生
理機能をもつ CS 構造を特定できると考えた。 
 CS の生理活性に注目し、世界に先駆けて
CS の化学修飾体を合成・解析し、CS 合成関
連酵素を同定・解析してきた本申請者のこれ
までの研究を、本研究によってさらに発展さ
せるものである。遺伝子操作で高発現させた
CS合成関連酵素を使用して高硫酸化CS糖鎖
を調製する。そして、多彩な生理機能を有す
る CS の高硫酸化活性ドメインを同定するた
めに、それらの生理活性を解析して、CS の
生体内機能を解明することが本研究の目的
である。 
 
３．研究の方法 
(1) CS 合成酵素の確保：目的の高硫酸化 CS
糖鎖ライブラリーを構築するためには、GlcA
と GalNAc の二糖繰り返し糖鎖を伸長する酵
素と、特異的に硫酸基を結合させる複数の硫
酸転移酵素が大量に必要である。当研究室が
同定した大腸菌由来の伸長酵素コンドロイ
チンポリメラーゼ（K4CP）とヒト遺伝子由来
の 硫 酸 転 移 酵 素 群 （ C4ST-1, C6ST-1, 
GalNAc4S-6T, UA2ST）の高活性組換え酵素を
大量に発現する培養系を開発し、さらに容易
に発現酵素を調製できる精製方法を確立し
た。 
 
(2) 高硫酸化 CS 糖鎖ライブラリーの調製：
大腸菌由来コンドロイチン糖鎖伸長酵素

（K4CP）を用いて、糖鎖長が異なるコンドロ
イチンオリゴ糖（八糖、十二糖など）および
コンドロイチンポリマー（平均分子量 4 千、
１万、３万、10 万など）を調製した。それら
コンドロイチン糖鎖を材料にして、各種組換
え硫酸転移酵素を用いて、多様な硫酸基修飾
を受けた高硫酸化 CS 糖鎖ライブラリーを構
築した。 
 親和性解析に使用するため、それら CS 糖
鎖の還元末端にヘキサメチレンジアミンや
ビオチン基を修飾した CS 糖鎖ライブラリー
や、微量解析のために蛍光標識した CS 糖鎖
ライブラリーも調製した。 
 
(3) 高硫酸化 CS 糖鎖ライブラリーの構造解
析：調製した糖鎖の長さ（分子量）はゲルろ
過クロマトグラフィーおよび質量分析装置
(MLDI-TOF MS, LC-EST MS)をもちいて決定し
た。硫酸基修飾後の二糖組成は、コンドロイ
チナーゼで CS 糖鎖を二糖に分解後、ポスト
カラム蛍光二糖解析 HPLC システムにより測
定した。 
 
(4) 生理活性分子との親和性解析： CS 糖鎖
ライブラリーのビオチン標識体をストレプ
トアビジンで塗布したELISA用マイクロプレ
ートや同表面プラズモン測定用チップに固
相化した。それら CS ライブラリー固相化担
体を用いて、サイトカインや抗 CS モノクロ
ーン抗体などの CS 結合特性を、マイクロプ
レートリーダーを用いた酵素抗体測定法
(ELISA) や 表 面 プ ラ ズ モ ン 測 定 装 置
（Biacore）により熱力学的解析を行い、そ
れぞれの生理活性分子との CS 糖鎖の構造親
和性を求めた。 
 
(5) 昆虫ウイルス由来コンドロイチン分解
酵素と昆虫 CS の解析：バキュロウイルス感
染昆虫細胞培養液からコンドロイチン分解
活性分子を分離し、質量分析装置およびアミ
ノ酸配列測定装置を用いて、活性分子の同定
を行った。活性分子（酵素タンパク質）の遺
伝子をバキュロウイルスゲノムから切り出
し、発現プラスミドに組み込み、組換え酵素
タンパク質の大腸菌発現系を作製し、発現タ
ンパク質の酵素活性および基質特異性など
の特性を調査した。また、宿主昆虫の一つカ
イコ幼虫の組織に存在する CS を生化学的・
組織化学的に解析した。 
 
４．研究成果 
(1) CS 合成酵素の確保：K4CP は既に構築し
てある大腸菌 BL21 高発現株を培養・精製し
て、10,000 pmol/min/mL の高活性酵素液を得
た。硫酸転移酵素群はヒト由来遺伝子を
HEK293T 細胞に導入し、安定高発現細胞株を
樹立した。それら細胞株を培養し、発現酵素
タンパク質を精製して、 C4ST-1 1,000 
pmol/min/mL, C6ST-1 1,800 pmol/min/mL, 
GalNAc4S-6T 1,000 pmol/min/mL, UA2ST 300 



pmol/min/ｍL の高い活性を持つ酵素液を得
た。 
 
(2) 高硫酸化 CS 糖鎖ライブラリーの調製：
K4CP で調製したコンドロイチンオリゴ糖（八
糖、十二糖など）およびコンドロイチンポリ
マー（平均分子量４千、１万、３万、１０万
など）を材料にして、各種組換え硫酸転移酵
素を作用させて、硫酸化率や硫酸化位置を変
化させた CS 鎖を延べ 100 種類以上の合成を
行った。その結果、多様な硫酸化構造を持つ
高硫酸化 CS 糖鎖ライブラリーを構築した。 
 
(3) 高硫酸化 CS 糖鎖ライブラリーの構造解
析：調製した各種 CS 糖鎖の分子量や硫酸化
率と硫酸化位置を解析し、生理機能解析や構
造活性相関に必要な段階的・広範な CS ライ
ブラリーを構築したこと確認した。また、蛍
光 HPLC や質量分析機を用いることで糖鎖配
列構造を解析する手法を開発した。 
 
(4) 生理活性分子との親和性解析：構築した
ビオチン標識CS糖鎖ライブラリーを用いて、
ELISA や表面プラズモン解析により、MO225, 
CS-56, LY111,2H6 などの抗 CS モノクローン
抗体の CS 構造結合性や、ミッドカインやプ
レイオトロピンなどの神経性サイトカイン
や成長因子などとの親和性解析を行い、それ
ぞれの CS 構造に対する解離定数などの熱力
学的パラメーターを求めた。その結果、それ
ぞれの生理活性分子に親和性の高い高硫酸
化 CS 構造を特定した。 
 
5) 昆虫ウイルス由来コンドロイチン分解酵
素と昆虫 CS の解析：硫酸転移酵素の発現系
を開発する過程で、偶然にバキュロウイルス
感染昆虫細胞培養液中にコンドロイチン分
解活性が存在することを見出した。その 活
性本体はバキュロウイルスが産生するエン
ベロープタンパク質 ODV-E66 であり、それが
CS糖鎖の0Sと6S構造しか切断しない新奇な
CS 分解酵素（コンドロイチナーゼ）であるこ
とを突き止めた。また、バキュロウイルスの
宿主であるカイコ幼虫の組織中には0S,6Sを
含む CS が存在することを生化学的・組織化
学的に立証した。特に消化管中腸の腔内に存
在し、中腸上皮を防御する囲食膜に CS が高
密度に存在することから、ウイルス CS 分解
酵素ODV-E66がバキュロウイルス感染の初期
段階に強く影響していることが示唆された。 
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