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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸の生合成に関わる糖転移酵素お

よび硫酸基転移酵素をコードする遺伝子群の変異によって各糖鎖の生合成異常をきたし、骨、

皮膚、筋など結合組織を広汎に犯す一群の疾患(ラーセン症候群、脊椎骨端骨幹端異形成症、エ

ーラス・ダンロス症候群)を引き起こすことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：We have identified mutations in the genes encoding biosynthetic 
enzymes, glycosyltransferases and sulfotransferases, of the chondroitin sulfate and 
dermatan sulfate. These mutations result in the disturbance of thier polysaccharides, and 
cause bone and skin disorders including Larsen syndrome, spondyloepimetaphyseal 
dysplasia, and Ehlers-Danlos syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 
 デルマタン硫酸 (DS) の主要な硫酸化修
飾構造である N-アセチルガラクトサミン 
(GalNAc) 残基の 4-O-硫酸化に関与するデル
マタン 4-O-硫酸基転移酵素-1 (D4ST-1) の
in vitro および in vivo における機能を明ら
かにした。さらに、皮膚の脆弱性や骨異形成
を特徴とする新しいタイプのエーラス・ダン
ロス症候群 (EDS) の原因遺伝子が D4ST-1 の
変異であることを見出した。一方、ヒトの脊
椎が湾曲した特徴を有する脊椎・骨端異形成
症の原因遺伝子として、コンドロイチン硫酸
(CS)の硫酸化に関わるコンドロイチン 6-O-
硫酸基転移酵素-1 (C6ST-1)も同定した。本
疾患は、低身長、背骨の湾曲、手根骨の異形
成、進行性脊柱後側湾症・関節炎・関節拘縮・
関節脱臼を特徴とし、高齢者に多い変形性関

節症や関節リウマチの疾患と似ている部分
が多い。実際、関節炎を患っている高齢者の
数は、一千万人以上いると推定されており、
運動機能の低下によって、QOL の低下を引き
起こす。その原因は明白ではないが、コラー
ゲンやプロテオグリカンなどのマトリック
スタンパク質の減少が原因の一つであると
考えられている。しかし、発症のメカニズム
や骨における CS の役割の研究はほとんどな
されていない。 
 
２．研究の目的 
 CS は生体内で軟骨に最も豊富に存在し、関
節では水分保持やクッションの役割を担っ
ている。しかし、加齢や骨の疾病とともに CS
の合成量は低下し、スムースな運動機能に障
害を受ける。上述したように、CS の合成に関
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わる硫酸基転移酵素の遺伝子変異によって、
脊椎・骨端異形成症が引き起こされることを
見つけた。この疾患は、進行性脊柱後側湾
症・関節炎・関節拘縮・関節脱臼を特徴とし、
高齢者に多い変形性関節症や関節リウマチ
の疾患と似ている部分がある。そこで、CS の
合成異常で発症する遺伝病の脊椎・骨端異形
成症および変形性関節症の発症機序の解明
は、将来これらの疾患の治療法の開発へと繋
がると予想され、患者数も増加する高齢化社
会における波及効果は計り知れない。 
 
 
３．研究の方法 
（１）共同研究者の協力のもと、骨・皮膚に
異常をきたす遺伝性疾患の変異遺伝子を同
定し、そのコードする糖転移酵素あるいは硫
酸基転移酵素の活性を測定した。具体的には、
野生型および変異型の酵素をコードする発
現ベクターを構築し、COS-7 細胞に遺伝子導
入後、培養液中に分泌された組換え型の酵素
を粗精製し、酵素源とする。次に、試験管内
で酵素・緩衝液・糖あるいは硫酸基供与体
(UDP-グルクロン酸、UDP-ガラクトース、活
性硫酸 PAPS)・受容体基質(ガラクトース-ガ
ラクトース、ナフチル-ガラクトース、コン
ドロイチン、デルマタン等)を混合し、37˚C
で反応後、陰イオン交換、疎水性クロマト、
ゲルろ過等で解析した。 
 
（２）患者由来の細胞もしくは尿から CS お
よび DS を抽出精製し、定量した。具体的に
は、培養細胞から常法に従い、CS/DS を抽出
精製した。一方、培養液中に分泌された CS/DS
は完全無血清培地(COSMEDIUM H001)で３日間
培養し、コンディションドメディウムを回収
した。限外ろ過膜を利用した遠心濃縮カラム
(AmiconUltra-4, 3K あるいは10k)で濃縮し、
次に細菌由来のコンドロチナーゼ ABC、コン
ドロチナーゼ AC、コンドロイチナーゼ Bで消
化後、消化物の陰イオン交換 HPLC で各二糖
組成の分析と CS および DS鎖の定量を行った。 
 
（３）CS と特異的に結合するタンパク質を同
定するために、まず 6-O-硫酸構造を豊富に有
するサメ軟骨由来CSあるいは4-O-,6-O-ジ硫
酸構造を豊富に有するイカ軟骨由来の CS を
アミノセルロース樹脂に共有結合させ、アフ
ィニティーカラムを作製した。次いで、ヒト
の軟骨腫細胞の培養液もしくはマウス・ラッ
トの脊椎軟骨、マウス肺から可溶性タンパク
質を抽出し、上記の CS カラムに供じた。得
られた結合画分について、SDS-PAGE を行い、
トリプシンでゲル内消化後、ペプチド断片を
LC-ESI-MSあるいはMALDI-TOF-MSを用いた質
量分析によって、CS と結合するタンパク質を
同定した。 

 
 
４．研究成果 
（１）グルクロン酸転移酵素-I(GlcAT-I)の
変異によって引き起こされる新規ラーセン
様症候群：  
 CS、DS、ヘパラン硫酸(HS)などのグリコサ
ミノグリカンは、これらの糖鎖をプロテオグ
リカンのコアタンパク質のセリン残基へ橋
渡しする結合領域四糖[グルクロン酸-ガラ
ク ト ー ス - ガ ラ ク ト ー ス - キ シ ロ ー
ス](GlcA-Gal-Gal-Xyl)を介して、コアタン
パク質上のセリン残基に共有結合している。
この結合領域四糖の生合成に関わるグルク
ロン酸転移酵素-I (GlcAT-I)の変異が、ラー
セン病に特徴的な先天性の脱臼症と心臓弁
の形成不全を引き起こすことをドイツのマ
ックスプランク研究所の katrin Hoffman 博
士らが見出した (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.ラーセン症候群患者. 肘が湾曲している。 

 
 野生型および変異型(R277Q)の GlcAT-I タ
ンパク質を COS-7 細胞で発現させ精製後、酵
素源とし、GlcAT 活性を測定した（図２）。そ
の結果、野生型と比較して変異型 GlcAT-I は
有意に活性低下が観察された（図２）。 
 さらに、患者および健常人由来の繊維芽細
胞のホモジェネートを酵素源、UDP-GlcA を糖
供与体、ガラクトース-ガラクトース-O-メチ
ルを受容体基質として反応させ、GlcAT-I 活
性を測定したところ、健常人の酵素活性と比
較し、患者ではその活性が劇的に減少してい
た（図３）。したがって、CS、DS、HS の生合
成に影響していることが予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２.患者の細胞の GlcAT-I の酵素活性.Control：健常

人、Patient：患者. 
 



 
 
 
 
 
 
 
図３.組換え型GlcAT-Iの酵素活性.WT：野生型GlcAT-I、

R277Q：GlcAT-I の 277 番目のアルギニンがグルタミンに

変異した酵素を表す。 

 
 そこで次に、CS および HS に対する抗体を
患者由来の繊維芽細胞と反応させ、フローサ
イトメトリーを用いて両糖鎖を定量したと
ころ、健常人由来の細胞と比べて、その合成
量が顕著に低下していた（結果は示さず）。
さらに、DS-プロテオグリカンのひとつであ
るデコリンの western blot 解析を行ったと
ころ、DS 鎖が付加していないデコリンが検出
された（図４）。以上のことから、GlcAT-I の
変異によって、CS/DS/HS 鎖の部分的な合成不
全が起こり、結果として骨の脱臼症や心臓の
弁の形成異常など多様な症状を示すことが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ガラクトース転移酵素-II(GalT-II)の
変異によって引き起こされる関節弛緩を伴
う脊椎骨端骨幹端異形成症 I 型（SEMD-JL1）： 
関節弛緩を伴う脊椎骨端骨幹端異形成症 I型
（ SEMD-JL1 ） が 四 糖 結 合 領 域
(GlcA-Gal-Gal-Xyl-)の２番目の Gal 残基の
生合成に関わる GalT-II (B3GALT6)の変異に
よって発症することを見出した。SEMD-JL1 は、
脊柱の変形や関節の脱臼などの重度の骨格
異常を起こす遺伝性難治疾患である。全エキ
ソーム解析の手法を基盤として、計７家系の
患者の遺伝子変異を検索した所、患者はすべ
て SB3GALT6 遺伝子の複合ヘテロ接合性変異
を持っていることが、理研の池川博士らのグ
ループによって同定された。そこで、変異型
の組換えタンパク質 (S65G, P67L, D156N, 
R232C, C300S)を発現させ、Gal 転移活性を測
定したところ、野生型のタンパク質の酵素活
性と比較して、これらの変異タンパク質では
有意にその活性が低下していた（図５）。さ
らに、特徴的な顔貌、皮膚過伸展、筋緊張の
低下を特徴とするエーラス・ダンロス症候群
（早老型）患者においても、SEMD-JL1 と同様
に B3GALT6遺伝子の複合ヘテロ接合性変異を

見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図５.組換え型 GalT-II の酵素活性.  
 
（３）デルマタン硫酸エピメラーゼ(DSE)の
変異によって引き起こされるエーラス・ダン
ロス症候群（musculocontractural タイプ）： 
 DS の生合成は、グルクロン酸-N-アゼチル
ガラクトサミン(GlcA-GalNAc)のコンドロイ
チン骨格の二糖繰り返し領域が合成された
後、DSE が GlcA のカルボキシ基を異性化する
ことで生合成される。その DSE をコードする
遺伝子の変異によって、エーラス・ダンロス
症候群が引き起こされることが、オーストリ
アのインスブリック医科大学の Andreas 
Janecke 博士らによって発見された。そこで、
野生型および変異型(S268L)の組換え型 DSE
を COS-7 細胞で発現させ、酵素活性を測定し
た。その結果、野生型 DSE と比較して、
S268L-DSE では顕著な酵素活性の低下が観察
された（図６）。さらに、患者の皮膚の線維
芽細胞から DS を抽出精製し、定量したとこ
ろ、その合成量が有意に低下していた（結果
は示さず）。したがって、患者では、DSE の変
異が DS の合成量の低下を引き起こし、結果
としてエーラス・ダンロス症候群を引き起こ
すことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図６.組換え型 DSE の酵素活性. 
 
 
（４）CS と結合する Receptor for Advanced 
Glycation End Products (RAGE)の同定： 
 CS-E を固相化したアフィニティカラムで
マウス肺抽出物を分画し、SDS-PAGE で分離後、
タンパク質のバンドをトリプシンでゲル内
消化した。得られた消化物のペプチド断片を
peptide mass fingerprint 法により同定した
（図７）。マウスの肺から CS-E 結合タンパク
質として、Receptor for Advanced Glycation 

図４.デコリンのウエスタ

ンブロッティン

グ.Control：健常人、

Patient：患者由来のデコ

リンを表す。46kDa 付近の

バンドが DS フリーのデコ

リン。 



End products (RAGE)を同定した。RAGE は肺
に特異的に発現し、肺繊維症、がん、糖尿病
に関与しているが、最近、軟骨の分化や骨の
代謝に関わることが報告されている。したが
って、今後 CS と RAGE の軟骨および骨の発
生・形成にどのように関わるかを調べる必要
がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７.CS-E と結合するタンパク質の同定.A) CS-E と結合

するマウス肺由来のタンパク質。バンド a：モエシン、

バンド b および c：RAGE。 B) バンド c をトリプシンで

ゲル内消化を行い、その消化物を質量分析器で質量数を

求めた。得られたマススペクトル(1〜5)を基に、データ

ベース(MASCOT)検索を行い、RAGE を同定した。*はトリ

プシン由来のピークを表す。 
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