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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸鎖は、コアタンパク質に共有結合し、コンドロイチン硫酸プロテ
オグリカンとしてあらゆる組織の細胞表面や細胞外マトリックスに存在する。コンドロイチン硫酸プロテオグリ
カンは、細胞増殖や分化、形態形成をはじめとする様々な生命現象を司ることが報告されているが、その機能の
多くは、糖鎖部分であるコンドロイチン硫酸鎖の性質に依存することが知られている。以前我々は、コンドロイ
チン硫酸鎖の欠損胚は多核割球が形成され致死に至ることを報告した。本研究から、加齢によるコンドロイチン
硫酸鎖の減少が卵胞の成熟に対し抑制的に働く可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Chondroitin sulfate, a long linear polysaccharide that is covalently bound 
to specific core proteins to form chondroitin sulfate proteoglycans, is distributed on the cell 
surfaces and in the extracellular matrix. To date, chondroitin sulfate proteoglycans have been 
reported to play important roles in physiological processes, such as cell-cell interactions, cell 
proliferation, differentiation, and morphogenesis. Many of the physiological roles are attributed to
 the chondroitin sulfate side chains. We previously reported that mutant mice completely lacking 
chondroitin sulfate side chains result in embryonic lethality before the 8-cell stage due to 
incomplete cytokinesis and that chondroitin sulfate side chains are indispensable for embryonic cell
 division. In this study, we showed that the decreased amount of chondroitin sulfate with age might 
lead to suppression of follicular maturation.

研究分野：生化学・分子生物学・糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 コンドロイチン硫酸鎖は、コアタンパク質
の Ser残基に共有結合し、コンドロイチン硫
酸プロテオグリカンとしてあらゆる組織の
細胞表面や細胞外マトリックスに存在する。
コンドロイチン硫酸プロテオグリカンは、細
胞増殖や分化をはじめとする様々な生命現
象を司ることが報告されているが、その機能
の多くは、糖鎖部分であるコンドロイチン硫
酸鎖の性質に依存することが知られている。
実際、コンドロイチン硫酸鎖の性質は、その
生合成及び分解システムのバランスにより
厳密に制御されており、これらのバランスの
破綻は、発生異常や病態発現機序の原因とな
りうることが我々のグループをはじめとす
るいくつかのグループより報告されていた。
その好例として、初期胚の発生過程が挙げら
れ、コンドロイチン硫酸鎖の発現が十分確保
できない胚では、一度分裂した細胞が再度融
合し、多核となって死に至る細胞質分裂異常
が観察される。このことは、初期胚の細胞分
裂が正常に進行する上で一定レベルのコン
ドロイチン硫酸鎖の発現が必要不可欠であ
ることを意味する。 
 一方、高齢の不妊患者の生殖補助医療（人
工授精など）によって得られた着床前胚では、
多核割球が高頻度に形成され、流産率が高く
なり、妊娠率が低下することが知られていた。
多核割球の形成機序を解明することは、不妊
患者の軽減に貢献し、妊娠出産率の向上につ
ながると思われた。 
 
２．研究の目的 
 コンドロイチン硫酸鎖の欠損胚(結合領域
四糖の合成完了に関わるグルクロン酸転移
酵素-I (GlcAT-I) 欠損マウス由来)は、多核割
球が形成され致死に至る。また、加齢に伴う
コンドロイチン硫酸鎖の減少は、変形性関節
症や骨粗鬆症などの加齢疾患の原因となる。
本研究では、加齢による卵巣のコンドロイチ
ン硫酸鎖の減少が多核割球形成(不妊)の原
因となるという仮説を検証しようとした。 
 
３．研究の方法 
 GlcAT-I ヘテロ変異マウスから過排卵処
理により得られた 2 細胞期胚を採取し 24 時
間培養した後 PCR 法を用い着床前胚の遺伝
子型判定を行った。 
 過排卵処理を行った 6週齢の野生型マウス、
GlcAT-I ヘテロ変異マウスをそれぞれ 4％パ
ラフォルムアルデヒドで灌流固定後、卵巣を
摘出し、パラフィンに包埋した。パラフィン

ブロックから30μm毎に5μm厚で卵巣の薄
切切片を作製し、脱パラフィン処理後、ヘマ
トキシリン/エオシン染色を行った。顕微鏡下
において、卵胞成熟段階（一次卵胞、二次卵
胞、胞状卵胞、排卵前胞状卵胞）を区別して
カウントを行った。 
 卵胞刺激ホルモンで刺激を行った 4週齢の
マウスから卵巣を摘出し、顆粒膜細胞を単離
した。得られた顆粒膜細胞を卵胞刺激ホルモ
ン及び IGF-1存在下で培養し RNA抽出後エ
ストラジオール合成酵素であるアロマター
ゼ（Cyp19a1）の遺伝子発現量をリアルタイ
ム PCR法によって解析した。 
 
４．研究成果 
（１）加齢マウス(12 ヶ月齢)及び若齢マウス
(3 ヶ月齢)の卵巣組織におけるコンドロイチ
ン硫酸量を定量すると、卵巣のコンドロイチ
ン硫酸は加齢に伴って減少していた。コンド
ロイチン硫酸鎖に対する抗体を用いた免疫
組織化学的解析により、マウスの卵巣では、
卵細胞や顆粒膜細胞でコンドロイチン硫酸
が強く発現していることが判明した。また、
加齢マウスでは若齢マウスと比較して、コン
ドロイチン硫酸鎖に対する抗体の反応性が
卵細胞や顆粒膜細胞で顕著に減少していた
ことから、加齢に伴って卵巣のコンドロイチ
ン硫酸鎖が減少することが明らかとなった。 
 そこで、加齢によるコンドロイチン硫酸鎖
減少の原因がコアタンパク質の減少による
のではないかと考え、主に卵巣組織に発現し
ているコンドロイチン硫酸プロテオグリカ
ンとして知られている Bamacan, Versican, 
Decorin の発現量を解析したが、加齢マウス
と若齢マウスの卵巣では有意な差は認めら
れなかった。次に、コンドロイチン硫酸鎖を
合成する酵素として知られている、コンドロ
イチン合成酵素（ChSy-1, -2, -3）やコンドロ
イチン重合化因子（ChPF）、コンドロイチン
N- アセチルガラクトサミン転移酵素
（ChGn-1, -2）の発現量を解析したが、加齢
に伴った変化は見られなかった。しかしなが
ら、コンドロイチン硫酸鎖の結合領域の合成
開始に係るキシロースをセリン残基に転移
する酵素(XylT-1, -2)について解析したとこ
ろ、XylT-2の遺伝子発現量に有意な差は見ら
れなかったが、XylT-1では加齢マウスで発現
量が顕著に低下していた。 
 
（２）卵胞内の細胞外基質にはヒアルロン酸
やコラーゲンと共にコンドロイチン硫酸プ
ロテオグリカンが多く含まれている。しかし



ながら、卵胞成熟過程におけるコンドロイチ
ン硫酸鎖の機能は不明である。そこで卵胞の
成熟過程に着目した。GlcAT-I ヘテロ変異マ
ウスから過排卵処理により得られた2細胞期
胚を採取し24時間培養した後 PCR法を用い
着床前胚の遺伝子型判定を行ったところ、過
排卵処理によってヘテロ変異体の着床前胚
の数が野生型のものに比べ著しく減少する
ことが明らかとなった（ホモ変異体の多くは
多核割球が形成され致死に至る）。このこと
は、卵巣内において GlcAT-I欠損によってコ
ンドロイチン硫酸鎖が減少したことが排卵
に影響を与えた事を示唆している。事実、卵
巣のコンドロイチン硫酸鎖の二糖組成解析
を行ったところ、野生型に比較して GlcAT-I 
ヘテロ変異マウスでは約半分程度にまでコ
ンドロイチン硫酸鎖が減少していた。さらに、
過排卵処理後の卵巣において実際に排卵さ
れなかった卵胞の数をカウントすることで
排卵に与える影響を調べたところ、野生型に
比較してGlcAT-Iヘテロ変異マウスの卵巣で
は、胞状卵胞の数が増加し、排卵前胞状卵胞
は減少傾向を示したが、一次卵胞及び二次卵
胞の数に差は認められなかった。以上のこと
から、コンドロイチン硫酸鎖の減少は、卵胞
の成熟過程の最終段階である胞状卵胞から
排卵前胞状卵胞への進行を停滞させる可能
性が示唆された。 
 
（３）卵胞成熟において、卵胞刺激ホルモン
(FSH)とインスリン様成長因子(IGF)は協調
して卵胞成熟を促すことが明らかとなって
いる。野生型マウスとコンドロイチン硫酸鎖
の合成が減少しているマウスを比較すると、
FSH のみの刺激や IGF のみの刺激によって
エストラジオール合成酵素であるアロマタ
ーゼ（Cyp19a1）の遺伝子発現量に変化は見
られなかった。しかしながら、コンドロイチ
ン硫酸鎖の合成が減少しているマウスでは、
FSH 及び IGF を両方添加した場合は、有意
に Cyp19a1の発現量が減少した。 
 以上のことから、コンドロイチン硫酸鎖の
減少が顆粒膜細胞活性化時のエストラジオ
ール生合成に負の影響を及ぼすことが示唆
され、加齢によるコンドロイチン硫酸鎖の減
少が卵胞の成熟に対し抑制的に働く可能性
が示唆された。今後、ホルモンの分泌量や受
容体の発現量について詳細な解析が必要で
ある。 
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