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研究成果の概要（和文）：　以前我々は、コンドロイチン硫酸(CS)が肺に存在するReceptor for Advanced Glycation 
End-products (RAGE)に結合することで、癌細胞の肺転移が開始することを見出した。そこで本研究では、RAGEとCS鎖
の相互作用阻害を示すオリゴ糖調製や合成低分子による創薬シーズの開発を目的とする。癌転移の阻害をするCS-Eを非
酵素的に、低分子化する調製法を確立した。さらに、RAGE-CS相互作用の阻害を指標にしたCSオリゴ糖のスクリーニン
グ法を開発した。これらの成果を含め国際誌に原著論文４報、総説２報を発表し、国内・国際学会での発表を5回行っ
た。

研究成果の概要（英文）： Previously, we demonstrated that pulmonary metastasis is initiated by 
interaction of CS chain on tumor cells with Receptor for Advanced Glycation End-products (RAGE) on lung. 
The aim of this study was to develop the seeds of new drugs, oligosaccharides, and small molecular 
compounds. It was established the preparation of oligosaccharides by the hydrolysis of CS-E with a 
subcritical water microreaction system, and the screening methodology for effective oligosaccharides by 
inhibition of the interaction of CS-E with RAGE. These observations will provide the seeds of new 
anti-cancer drug.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヘパラン硫酸(HS)の構造をミミックした
低分子化合物が癌の増殖に欠かせない血管
内皮増殖因子(VEGF)、ヘパリン結合性上皮
細胞成長因子 (HB-EGF)、腫瘍壊死因子
(TNF-α)と結合し、抗癌性を示すことを見出
し た (Basappa et al. Bioorganic & 
Medicinal Chemistry, 17, 4928, 2009; 
Basappa et al. Cancer Letters, 297, 231, 
2010; Basappa et al. PLoS One, 7, e39444, 
2012)。一方、HS と同様にプロテオグリカン
の糖側鎖であるコンドロイチン硫酸(CS)は
軟骨に豊富に存在し、骨の分化や発達に関わ
るが、我々は、N-アセチルガラクトサミン
(GalNAc)4,6-ジ硫酸構造を含む E 二糖単位
をもつ CS-E が、Lewis 肺癌細胞株表面に高
発現し、抗 CS-E ファージ抗体あるいは CS-E
多糖鎖をマウスに静注で前投与すると、肺転
移が著しく阻害されることを示した(Li et al. 
Journal of Biological Chemistry, 283, 
34294, 2008)。そこで、CS-E と特異的に結
合する受容体を肺に想定し、CS-E を固相化
したアフィニティカラムで、肺の抽出物から
CS-E 結合タンパク質を精製し、質量分析で、
RAGE を同定した(Mizumoto et al. Journal 
of Biological Chemistry, 287, 18985, 2012)。
我々は、RAGE が HS とも強く結合すること
も示した。本発見は Nature Publishing 
GroupのScience-Business eXchange (2012, 
05, 03)に取り上げられ、肺癌転移阻害薬開発
の期待が高まっている。RAGE は正常組織で
は肺に特異的に発現し(Buckley & Ehrhardt, 
Journal of Biomedicine and Biotechnology, 
e917108, 2010)、もともとは、非酵素的に糖
尿病などで生成する最終糖化タンパク質•
Advanced Glycation End-products (AGE)の
受容体として発見され、がん・アルツハイマ
ー病・糖尿病・肺線維症・老化など様々な疾
患に関与している(Taguchi et al. Nature, 
405, 354, 2000)。これらを考慮すれば、RAGE
と CS および HS 多糖鎖の相互作用がこれら
の疾病に深く関与していることを示唆する。 
 本研究では、肺癌転移阻害を指標とし、
RAGE と CS 鎖の構造類似体を網羅的にスク
リーニングするが、候補分子は、癌だけでは
なく、アルツハイマー病・糖尿病・肺線維症・
老化などの創薬のシーズを広く発掘できる
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 我々は肺癌細胞やメラノーマ細胞の肺転
移の分子メカニズムの重要な側面を解明し
た（Mizumoto et al. Journal of Biological 
Chemistry, 2012）。即ち、癌細胞表面に発現
している硫酸化グリコサミノグリカン
（GAG）多糖鎖の構造に癌性変化が生じ、肺
に 存 在 す る Receptor for Advanced 
Glycation End-products (RAGE)と呼ばれる
免疫グロブリンスーパーファミリーメンバ
ーに補足され、転移が開始することを世界に

先駆けて示した。RAGE は、癌以外にも、ア
ルツハイマー病、糖尿病、動脈硬化、炎症、
肺線維症など多くの疾患の発症や病態と関
連する。本研究では、RAGE と糖鎖の相互作
用阻害を分子基盤とした、従来に無い、抗が
ん剤以外にも応用の可能性がある、オリゴ糖
や合成低分子による革新的な創薬シーズを
開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 低分子化合物ライブラリーの構築： 申
請者の研究室でポスドク（2005-2008）だっ
た Basappa 博士 (インド Bangalore 大学
Assistant Prof.)を研究協力者として加え、
有機化学合成によって、新規へテロ環低分子
化合物を合成した。 
 
(2) 転移阻害活性をもつ CS 由来オリゴ糖画
分の大量調製: 硫酸化 GAG オリゴ糖から
RAGE-CS 多糖鎖相互作用を阻害するオリゴ糖
を調製する。大量生産には、イカ軟骨由来の
コンドロイチン硫酸Eタイプを最近開発した、
マイクロケミカルプロセス法（菅原ら, 特願
2012-035546）で低分子化し、ゲル濾過クロ
マトグラフィーで分画し精製することで調
製した。 
 
(3) RAGE-CS-E 相互作用の阻害を指標にした
低分子化合物と CS オリゴ糖のスクリーニン
グ: 転移阻害の指標となる評価系では、
CS-E の糖鎖還元末端をビオチンヒドラジド
と EDC でビオチン化し、それをストレプトア
ビジンでコートした 96 穴のプラスチックプ
レートに固相化した後、そこに免疫グロブリ
ンの Fc ドメインのタグを結合させた組み換
え体 RAGE を結合させる。RAGE の CS-E への結
合の検出はアルカリフォスファターゼとプ
ロテイン A の融合タンパク質を 96 穴中で Fc
ドメインに結合させ、最終的にアルカリフォ
スファターゼの発色基質の分解を比色定量
した。 
 
(4) 癌細胞を用いた低分子化合物および
CS-E オリゴ糖のスクリーニング: 癌細胞と
しては、転移能の高いルイス肺癌細胞(LLC)、
B16 メラノーマ細胞等を用い、浸潤能の測定
は、BioCoat Matrigel invasion chamber を
用いて、cell culture insert（インサート）
の上部に細胞懸濁液および被検物質を加え、
26 時間後、インサートの下面に移動した細胞
を染色し、浸潤した細胞数を数えた。また、
肺癌細胞をマウスから尾静脈注射し、オリゴ
糖鎖や低分子化合物が肺への転移を阻害す
るかを調べた。 
 
(5) 低分子化合物および CS-E オリゴ糖の癌
細胞転移阻害効果およびアミロイドβ—RAGE
阻害活性の評価: 癌細胞としては、肺に転
移するマウス由来のルイス肺癌細胞(LLC)、
B16 メラノーマ細胞を用いる。マウスに予め、



被検物質を投与し、その 30 分後に癌細胞を
静脈注射し、３週間後に開腹し、肺を調べ、
転移能の抑制効果を評価する。また、本研究
で発掘する RAGE-GAG 結合阻害活性を有する
低分子化合物に関してアミロイドβ—RAGE 阻
害活性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 40種類余りの新規へテロ環低分子化合物
を合成した。 
 
(2) 大量の CS-E をマイクロケミカルプロセ
ス法により、水と高温・高圧の条件下で部分
分解し、様々なサイズの異なるオリゴ糖鎖を
生成した。さらに、ゲルろ過クロマトグラフ
ィーによって、分画・精製した。 
 
(3) 上記で精製した CS-E オリゴ糖鎖を用い
て、RAGE-CSE の結合を阻害する assay 系を確
立した。また、RAGE と CS-E との結合を阻害
する鎖長は、８〜１０糖であることが分かっ
た。 
 
(4) CS-E由来オリゴ糖が肺癌細胞株の転移と
浸潤を阻害することを見出した。 
 
(5) CS 鎖を分解する新規 CS 分解酵素と脱硫
酸化酵素を海洋生物から発見し、同定を行っ
た（論文③・④）。 
 
(6) CS-プロテオグリカンの一つである受容
体型チロシンホスファターゼが癌の増殖に
関わる血管内皮増殖因子の受容体になって
いることを見出した（論文②）。 
 
(7) 低身長・脊柱側彎症・短腕症・などの骨
格異常を示す患者が CS を含むグリコサミノ
グリカンの橋渡しする四糖結合領域の合成
に関わるグルクロン酸転移酵素-I の変異に
よって発症することを発見した（論文①）。 
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