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研究成果の概要（和文）：　癌の肺転移の分子メカニズムにおけるコンドロイチン硫酸とReceptor for Advanced Glyc
ation-End product (RAGE)の役割を解明するため、RAGEノックアウトマウスを用いて解析した。その結果、RAGEおよび
コンドロイチン硫酸が、癌転移や神経突起の形成に関与していることを明らかにした。また、酵母(Pichia pastoris)
を用いた組換え型RAGEの大量発現系を確立した。さらに、コンドロイチン硫酸の生合成に関わる糖転移酵素の変異によ
って、ヒトの低身長・脊柱側彎症の遺伝病も発見した。

研究成果の概要（英文）： To understand the roles of chondroitin sulfate and Receptor for Advanced 
Glycation-End product (RAGE) in tumor metastasis, RAGE-knockout mice were utilized for the analysis. We 
revealed that RAGE and chondroitin sulfate are involved in tumor metastasis and neuritogenesis based on 
the analyses of RAGE-knockout mice. We developed the production of recombinant RAGE using Pichia 
pastoris. Furthermore, we have identified a patient with short stature and bone dysplasia caused by 
mutation in the genes encoding chondroitin sulfate-biosynthetic glycosyltransferase.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 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
もつコンドロイチン硫酸-E (CS-E)が、マウ
ス Lewis 肺癌細胞株で高発現し、その細胞の
肺への転移が、抗 CS-E ファージ抗体あるい
は CS-E 多糖鎖を予めマウスに静注で前処理
すると、癌細胞の肺への転移が著しく阻害さ
れることを見出した。そこで、CS-E と特異的
に結合する受容体が肺に存在するのではな
いかと考え、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 に結合する
タンパク質を質量分析(MALDI-TOF/MS)で同
定を試みたところ、Receptor for Advanced 
Glycation-End product (RAGE)を見つけた
(Mizumoto et al., J. Biol. Chem., 2012)。
RAGE は、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, 2000)。したが
って、肺に転移する癌細胞は、RAGE と結合す
ることで転移がおこることが強く示唆され
た。 
 
 
２．研究の目的 
 CS はプロテオグリカンの糖側鎖として、哺
乳動物のほとんどの細胞表面に発現してい
る。肺に転移する癌細胞表面上の CS と肺に
特異的に発現している RAGE が結合すること
で、癌細胞が肺へ転移することを見出した。
そこで本研究では、癌の肺転移の分子メカニ
ズムにおける CS と RAGE の役割を解明し、CS
あるいは RAGE を用いた創薬の可能性を追求
することにした。さらに、CS が関わるヒトの
遺伝病についても研究した。これら疾患の将
来的な治療法の開発へと繋げたい。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 酵母を用いた組換え型 RAGE の大量調製 
 分泌型タンパク質として培養液中に発現
させるため、ヒト RAGE の発現ベクターpPICZ
α-B/hRAGE-FLAG-myc-His を構築した。次に、
酵母 Pichia pastoris に上記の発現ベクター
を遺伝子導入し、組換え型 RAGE を安定発現
す る 酵 母 を 樹 立 し た 。 組 換 え 型
RAGE-FLAG-myc-His を含む酵母のコンディシ
ョンドメディウムを透析膜、陰イオン交換カ
ラム HiTrap SP HP カラム、HisTrap HP カラ
ム、Heparin HP カラムを用いて精製した。精
製後、SDS-PAGE およびウエスタンブロッティ
ングにより、精製した RAGE を検出した。 
 
(2) RAGE ノックアウトマウスにおける CS の
定量解析 
 生後６ヶ月齢の野生型、ヘテロ接合変異、
ホモ接合変異型マウスの脳および肺を摘出
し、常法に従い CS・DS 鎖の抽出および精製
を行い、CS を分解するコンドロイチナーゼ
AC、DS を分解するコンドロイチナーゼ Bによ

る消化をそれぞれ行った。生じた不飽和二糖
を蛍光標識後、ポリアミン結合シリカカラム
YMC-Pack PA-G を用い、陰イオン交換 HPLC で
二糖組成を分析した。 
 
(3) RAGEノックアウトマウスにおける癌転移 
 RAGE ノックアウトマウスにルイス肺癌細
胞を尾静脈から移入し、３週間後に肺に形成
された癌の数を計数し、野生型マウスと比較
した。 
 
(4) RAGEノックアウトマウス由来海馬神経細
胞の CS-E による神経突起伸長に対する影響 
 RAGE ノックアウトマウスから、海馬神経細
胞を抽出し、CS-E をコートしたカバースリッ
プ上で培養し、神経突起形成における野生型
マウスと比較した。 
 
(5) CS合成に関わる糖転移酵素の変異による
ヒトの骨形成異常症の解析 
 脊柱側彎症・低身長などの骨格異常を呈す
る患者をインドネシアのニアス島で発見し、
共同研究者である Nünberg 博士らによって、
CS とコアタンパク質とを橋渡しする共通の
四糖結合領域の４番目のグルクロン酸
(GlcA)残基を付加するグルクロン酸転移酵
素-I (GlcAT-I)をコードする遺伝子に変異
(c.419C>T, Pro140Leu)を発見した。そこで、
野生型および P140L 変異型の GlcAT-I の酵素
活性および CS の定量解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 酵母を用いた組換え型 RAGE の大量調製 
 酵母で組換え型 RAGE を発現させ、種々の
カラムを用いて精製後、SDS-PAGE および銀染
色により検出することで、精製度を調べた。
その結果、不純物のタンパク質のバンドがほ
とんど検出されず、高純度の RAGE が精製で
きたことが分かった (図 1)。 

 

 

(2) RAGE ノックアウトマウスにおける CS の
定量解析 
 RAGE ノックアウトマウスの脳の CS および
DS の定量および硫酸化修飾構造について調
べた (図 2)。その結果、RAGE ノックアウト
マウスと野生型マウスの脳および肺の CS の
含有量および二糖組成に顕著な差はなかっ
た。一方、肺の DS は野生型マウスでは検出
されなかったが、RAGE ノックアウトマウスに
おいて検出された (結果は示さず)。RAGE ノ

図 1 精製した組換え型ヒト RAGE
の SDS-PAGE 
酵 母 で 発 現 さ せ た
hRAGE-FLAG-myc-His を陰イオン交
換カラムおよびヘパリンカラムで精
製した。最終精製産物を SDS-PAGE
で分離し、銀染色によって、精製し
た組換え型ヒト RAGEを検出した。 



ックアウトマウスは、肺の線維化に寄与して
いる可能性が示唆された。 
 
 

 
図 2 RAGE KO マウスおよびそのコントロー
ルマウスの脳に存在する CS/DS 由来の不飽和
二糖の代表的な陰イオン交換クロマトグラム  
 縦軸は蛍光強度、横軸は保持時間を示す。A, 
ヘテロ変異型マウス由来 ;  B  ホモ変異型マウ
ス由来の脳。 1 ,  ∆HexUA -GalNAc;  2 ,  
∆HexUA-GalNAc(6S) ;  3 ,  ∆HexUA -GalNAc(4S) ;  4 ,  
∆HexUA(2S) -GalNAc(6S) ;  5 ,  ∆HexUA(2S) -GalNAc 
(4S) ;  6 ,  ∆HexUA -GalNAc(4S,6S) ;  7 ,  ∆HexUA(2S) -  
GalNAc(4S,6S) .  * ,  ∆HexUA -GlcNAc.  
 
(3) RAGEノックアウトマウスにおける癌転移
(4) 神経突起伸長に対する影響 
 RAGE ノックアウスを用いた癌転移と神経
突起に対する影響の結果は、論文未発表のた
め、詳細なデータは省略するが、RAGE ノック
アウトマウスでは、癌の転移が有意に抑制さ
れた。また、神経突起形成には、抑制傾向が
観察された。したがって、RAGE は CS と協調
的に癌の転移や神経突起の形成に関わって
いることが示唆された。 
 
(5) CS合成に関わる糖転移酵素の変異による
ヒトの骨形成異常症の解析 
 健常人または患者由来のリンパ芽球細胞
のホモジェネートを酵素源として、GlcAT-I
酵素活性を測定したところ、患者では GlcA
転移活性が有意に低下していた(図 3)。次に
CS 鎖の定量解析を行ったところ、健常人由来
のリンパ芽球細胞と比較して、患者由来の細
胞では CS、DS 鎖の合成本数および総量が顕
著に低下していた(結果は示さず)。したがっ
て、この GlcAT-I の変異が、CS、DS 鎖の合成
不全が軟骨や骨の形成を広汎に乱す一群の
「グリコサミノグリカン結合領域病」を引き
起こすことが判明した。 
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図 3 GlcAT-I 変異患者由
来細胞の GlcAT-I活性測定 
 細胞のライセートを酵
素源として、 in vitro で
GlcAT-I 活性を測定した。
縦軸は GlcA 転移活性、横
軸は、健常人および患者由
来の細胞を表す。 
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