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生理活性糖鎖・硫酸化グリコサミノグリカンの生合成機構の解析
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Sulfated glycosaminoglycans including heparin/heparan sulfate and chondroitin/dermatan sulfate have been impli-
cated in numerous pathophysiological phenomena in vertebrates and invertebrates. The critical roles of glycosaminogly-
cans, especially heparan sulfate, in developmental processes involving the signaling of morphogens such as Wingless and
Hedgehog proteins, as well as of ˆbroblast growth factor, in Drosophila have recently become evident. In biosynthesis,
the tetrasaccharide sequence (GlcA-Gal-Gal-Xyl-), designated the protein linkage region, is ˆrst built on a speciˆc Ser
residue at the glycosaminoglycan attachment site of a core protein. A heparin/heparan sulfate chain is then polymerized
on this fragment by alternate additions of N-acetylglucosamine and glucuronic acid (GlcA) through the actions of
glycosyltransferases with overlapping speciˆcity encoded by the tumor suppressor EXT family genes. In contrast, a
chondroitin/dermatan sulfate chain is synthesized on the linkage region by alternate additions of N-acetylgalactosamine
and GlcA through the actions of glycosyltransferases, designated chondroitin synthases. Recent studies have achieved
puriˆcation of a few and molecular cloning of all of the glycosyltransferases responsible for these reactions and have rev-
ealed the bifunctional nature of a few of these enzymes. The availability of the cDNA probes has provided several im-
portant clues to help solve the molecular mechanisms of the biosynthetic sorting of heparin/heparan sulfate and chon-
droitin/dermatan sulfate chains, as well as of the chain elongation and polymerization of these glycosaminoglycans.
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1. はじめに

細胞が合成する糖鎖の 1種である硫酸化グリコサ

ミノグリカンは，タンパク質と結合しプロテオグリ

カンと呼ばれ，ほとんどすべての細胞の表面や細胞

外マトリックスに存在する．硫酸化グリコサミノグ

リカンは直鎖状の糖鎖で，主要な部分はアミノ糖と

ウロン酸からなる二糖が数十回繰り返される二糖繰

り返し領域から構成される．硫酸化グリコサミノグ

リカンは，構成される二糖繰り返し領域の構造から

大きく分けてコンドロイチン硫酸とデルマタン硫酸

からなる一群とヘパリンとヘパラン硫酸で構成され

る一群に分類される．前者は構成二糖単位（GlcA-

GalNAc と IdoA-GalNAc）の中にアミノ糖として

ガラクトサミンを含むのでガラクトサミノグリカン

であり，後者は構成二糖単位（GlcA-GlcNAcと Id-

oA-GlcNAc）にグルコサミンを含むのでグルコサ

ミノグリカンといえる（Fig. 1）（GlcAはグルクロ

ン酸，IdoAはイズロン酸，GalNAcは N-アセチル

ガラクトサミン，GlcNAcは N-アセチルグルコサ

ミン）．

硫酸化グリコサミノグリカンは様々な細胞増殖因

子や細胞外マトリックス成分と相互作用し，細胞接

着，移動，増殖，分化，形態形成といった細胞活動

を制御したり，炎症や癌細胞の転移などの病的な現

象にも関わっている．特に近年，ショウジョウバエ

の変異体を用いた研究からも硫酸化グリコサミノグ

リカンの重要性が明らかになってきた．例えば，シ

ョウジョウバエのヘパラン硫酸合成酵素遺伝子であ

る tout-velu (ttv）変異体，1) UDP-グルコース（Glc）

から UDP- グルクロン酸（GlcA）を合成する

UDP-グルコースデヒドロゲナーゼ遺伝子 sugarless

変異体，2)ヘパラン硫酸 N-脱アセチル化/N-硫酸基
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Fig. 1. Biosynthesis of Sulfated Glycosaminoglycans Backbone
Sulfated glycosaminoglycans are synthesized as proteoglycans, on speciˆc Ser residues in the so-called glycosaminoglycan-protein linkage region, GlcAb1-

3Galb1-3Galb1-4Xylb1-O-Ser, which is common to heparin/heparan sulfate and chondroitin sulfate/dermatan sulfate chains. The linkage region synthesis is initi-
ated by the addition of Xyl to Ser followed by the addition of two Gal residues, and is completed by the addition of GlcA, each reaction being catalyzed by a speciˆc
glycosyltransferase, i.e. xylosyltransferase (XylT), galactosyltransferase-I (GalT-I), galactosyltransferase-II (GalT-II) or glucuronyltransferase-I (GlcAT-I),
respectively. The glycosaminoglycans are built up on this linkage region by the alternating addition of N-acetylhexosamine and GlcA residues. Heparin/heparan sul-
fate is synthesized once GlcNAc is transferred to the common linkage region by N-acetylglucosaminyltransferase-I (GlcNAcT-I), whereas chondroitin sulfate/der-
matan sulfate is formed if GalNAc is ˆrst added by N-acetylgalactosaminyltransferase-I (GalNAcT-I).
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転移酵素遺伝子 sulfateless変異体3)等の解析から硫

酸化グリコサミノグリカン鎖がWingless, Decapen-

taplegic, Hedgehogのシグナル伝達に関与する分子

としてショウジョウバエの発生，分化などに深く関

わっていることが証明された．4)また，マウスにお

いてもヘパラン硫酸の糖鎖骨格の合成酵素の遺伝子

EXT1 (後述）のノックアウトマウスでは胎性致死

であり，5)ヘパラン硫酸 2-O-硫酸基転移酵素遺伝子

の変異体は，腎臓の形態形成異常や骨格の欠陥がみ

られ出生直後に致死になることが報告され，6)硫酸

化グリコサミノグリカン鎖が多くの生命現象に欠く

ことのできないものであることが明らかになってき

た．このような硫酸化グリコサミノグリカン鎖の重

要な機能の発現と調節を考えるには，生合成メカニ

ズムの解明が不可欠である．しかしながら，著者が

この分野の研究に着手した当時，硫酸化グリコサミ

ノグリカンの生合成に関与する酵素の遺伝子は全く

クローニングされておらず，生合成メカニズムには

多くの不明な点が残されていた．ここでは，著者ら

が行ってきた硫酸化グリコサミノグリカンの生合成

に関わる糖転移酵素や硫酸基転移酵素の cDNAク

ローニング7)や機能解析により明らかとなった硫酸

化グリコサミノグリカンの生合成機構を概説する．

2. グルクロン酸転移酵素 -I（GlcAT-I）による

結合領域の生合成

ヘパラン硫酸やコンドロイチン硫酸などの硫酸化

グリコサミノグリカン鎖は，コアタンパク質の特定

のセリン残基に共通の四糖構造（GlcAb1-3Galb1-

3Galb1-4Xylb1-O-Ser）を介してプロテオグリカン

として合成される（Fig. 1)．この四糖構造の合成

はキシロース（Xyl）転移酵素により，糖供与体と

して UDP-Xylを用いてコアタンパク質上のセリン

残基がキシロシル化され開始される．その後，同様

に順次ガラクトース（Gal), Gal, GlcAがそれぞれ

の転移酵素により単糖単位で転移し，結合領域と呼

ばれる四糖構造（GlcA-Gal-Gal-Xyl）が合成される．

結合領域の生合成に関わる 4つの糖転移酵素のうち

で，著者らは結合領域を完成させる GlcAT-I に着

目した．なぜなら，GlcAT-Iは細胞内での比活性が

最も低いことが報告され，GlcAT-Iの発現が硫酸化

グリコサミノグリカン鎖の発現量を制御している可

能性が考えられたからである．後述するように，グ

ルクロン酸転移酵素 -I（GlcAT-I）はヘパラン硫酸

系やコンドロイチン硫酸系多糖鎖の二糖繰り返し領

域を合成するグルクロン酸転移酵素（Fig. 1）とは

別の酵素分子である．

2-1. GlcAT-I の cDNA クローニング GlcAT-I

活性は 1969年にニワトリ胎仔の軟骨で初めて検出

され，8)その後，ニワトリの脳やマウスの肥満細胞

を酵素源として精製が試みられたが，GlcAT-Iが生

体内に微量しか存在しないこと，また，膜結合型の

酵素であるためその可溶化が困難であることなどの
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Fig. 2. Polymerase Chain Reaction (PCR) Cloning of Hu-
man GlcAT-I cDNA

The alignment of the amino acid sequence of rat GlcAT-P with those of
the corresponding putative proteins in Caenorhabditis elegans and Schistoso-
ma mansoni revealed the presence of four highly conserved motifs (I-IV) in
the large catalytic region. Accordingly, we ˆrst designed degenerate
oligonucleotide primers to the conserved regions found in the motifs II and
III for a PCR-based approach to clone new members of this gene family.
With human placenta cDNA as the template, the PCR using degenerate
primers resulted in the ampliˆcation of a novel cDNA. To clone the complete
coding sequence of the novel cDNA, the cloning strategy of rapid ampliˆca-
tion of cDNA ends (RACE) was employed. The revealed sequence of the
overlapping cDNA fragments indicated a single open reading frame of
1005-bp coding for a protein of 335 amino acids.
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理由から均一にまでは精製されていなかった．そこ

で我々は，酵素を精製するという手法ではなく，他

のグルクロン酸転移酵素との相同性によるクローニ

ングを試みた．GlcAT-Iはコンドロイチン硫酸/デ

ルマタン硫酸，ヘパリン/ヘパラン硫酸に共通のグ

リコサミノグリカン - タンパク質結合領域 Galb1-

3Galb1-4Xyl残基に，UDP-GlcAを糖供与体として

b1-3結合で GlcAを転移させる酵素である．これに

対し，当時既にクローニングされていた HNK

（human natural killer)-1 糖鎖抗原（GlcA(3-O-sul-

fate)b1-3Galb1-4GlcNAcb1-O-R, Rは N-結合型糖

鎖）の生合成に関与するグルクロン酸転移酵素

（GlcAT-P）は，末端に Galb1-4 GlcNAc という構

造を持つ糖タンパク質をアクセプターとし，UDP-

GlcAを糖供与体として b1-3結合で GlcAを転移さ

せる酵素である．9)我々は，GlcAT-Iと GlcAT-Pの

酵素反応類似性から，両酵素の触媒部位の一次構造

は類似していると考え，GlcAT-P の塩基配列をも

とに GlcAT-I cDNA のクローニングを以下のよう

に行った．ラット GlcAT-Pと相同性を示すタンパ

ク質が C. elegans, S. mansoniに存在し，そのアミ

ノ酸配列を比較することにより保存された 4つのド

メインが見出されていた（Fig. 2).9)その中で最も

よく保存された部分のアミノ酸配列を利用して縮重

プライマーを合成し，硫酸化グリコサミノグリカン

が豊富に存在し，しかも GlcAT-Pが発現していな

いヒト胎盤由来 cDNAを用いて Polymerase Chain

Reaction (PCR）法により GlcAT-Iの検索を行った

（Fig. 2）．その結果，335アミノ酸からなる II型膜

貫通タンパク質をコードする 1種の新規グルクロン

酸転移酵素候補遺伝子が得られた（Fig. 2）ので，

組換え型として発現させ GlcAT-I 活性を持つかど

うかを調べた．その際，発現に用いる細胞自身が合

成する内在性の GlcAT-I の混入を避けるために，

筆者が他の転移酵素の発現に用いていた可溶型とし

て発現させる系を使用した．10)可溶性のタンパク質

として発現させるためにインシュリンのシグナル

シークエンスと，発現したタンパク質を IgG-

Sepharose を用いて精製可能にするため proteinA

の IgG-結合ドメインとが，新規グルクロン酸転移

酵素候補遺伝子のコードするタンパク質の膜貫通ド

メインを含む N- 末端側から 43 個のアミノ酸と入

れ換わるような発現ベクターを構築し，これを

COS細胞に導入して可溶型の融合タンパク質を得

た．発現された組換え型タンパク質を IgG-

Sepharoseを用いて精製し，内在性の GlcAT-Iを除

去後，グリコサミノグリカン -タンパク質結合領域

の Galb1-3Galb1-4Xylb1-O-Ser と UDP-GlcA を用

いて活性を調べた結果，得られた新規グルクロン酸

転移酵素候補遺伝子は GlcAT-I をコードすること

が明らかになった．11) GlcAT-I は GlcAT-P とアミ

ノ酸レベルで 43％の相同性があり，さらに各ドメ

イン中には非常によく保存された部位が見られた

（Fig. 2）．11) GlcAT-I は，硫酸化グリコサミノグリ

カン生合成に関与する糖転移酵素の中で最初に

cDNAクローニングされたものとなった．

2-2. GlcAT-Iの組織発現 RT (Reverse Tran-

scription)-PCR 法によりヒト GlcAT-I mRNA の発

現部位，発現量を調べた結果，前立腺，膵臓，脳

（胎児）などにおいて強い発現が見られた．また，

組織により発現量は異なっていたが胎児を含め調べ

たすべての組織に発現が認められた（Fig. 3）．12)こ

れは，硫酸化グリコサミノグリカンがすべての組織

で発現しているという知見に一致しており，今回ク

ローニングした GlcAT-I が硫酸化グリコサミノグ

リカン鎖生合成に関与していることを示唆している



hon p.4 [100%]

438

Fig. 3. DiŠerential Expression of the GlcAT-I Gene in Various Human Tissues
The arrow indicates the expected position for a PCR product.

Table 1. Comparison of the Acceptor Speciˆcity of GlcAT-I
and GlcAT-P Secreted into the Culture Medium by Trans-
fected COS-1 Cells

Acceptor
Enzyme activityb)

GlcAT-I GlcAT-P

pmol/ml
medium/h

pmol/ml
medium/h

Galb1-3Galb1-4Xyl 14.2 0.5

Chondroitin
(GalNAcb1-4GlcA)n

NDc) 1.2

Lactose (Galb1-4Glc) ND ND

N-Acetyllactosamine
(Galb1-4GlcNAc)

ND 14.9

Asialoorosomucoid
(Galb1-4GlcNAc-R)a)

ND 71.6

Galb1-4GlcNAcb1-O-
naphthalenemethanol

ND 83.3

Galb1-3GlcNAc ND ND

Galb1-3GalNAc 0.2 ND

a) R represents the remainder of the N-linked oligosaccharide chain.
b) The values represent the averages of two independent experiments.
c) ND, not detected (＜0.1 pmol/ml medium/h).
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と考えられる．GlcAT-I欠損 CHO細胞株（ヘパラ

ン硫酸もコンドロイチン硫酸も合成できない）にお

ける硫酸化グリコサミノグリカン合成が GlcAT-I

cDNA の導入によって回復できることから，13)

GlcAT-Iがコンドロイチン硫酸系多糖鎖とヘパラン

硫酸系多糖鎖の両方の結合領域を合成する唯一のグ

ルクロン酸転移酵素であると考えられる．

2-3. GlcAT-I高発現細胞における糖鎖発現

GlcAT-Iによって硫酸化グリコサミノグリカン鎖合

成量の制御が行われているかどうか調べるために，

GlcAT-I cDNA を COS-1 細胞に強制発現させた結

果，コンドロイチン硫酸及びヘパラン硫酸発現量が

増大した．14)また，GlcAT-P cDNA を COS-1 細胞

に導入すると HNK-1糖鎖抗原が発現することが知

られているが，9)前述のように GlcAT-Iは GlcAT-P

とアミノ酸レベルで 43％という高い相同性を示し

たことから GlcAT-Iによる HNK-1糖鎖抗原合成活

性についても調べた．その結果，GlcAT-P cDNA

を導入したときに比べると弱いものの GlcAT-I に

よっても HNK-1糖鎖抗原が発現することを見出し

た．14) Esko らのグループが最近発現クローニング

法を用いてハムスター GlcAT-I をクローニング

し，ヒト GlcAT-Iとアミノ酸レベルで 95％の相同

性を示すことを報告したが，15)彼らもハムスター

GlcAT-I cDNAを COS-7細胞に導入すると HNK-1

糖鎖抗原が発現することを見出している．15)したが

って，GlcAT-I と GlcAT-P の基質特異性が一部

オーバーラップしている可能性が予想されたので，

我々は両酵素の基質特異性を詳しく調べた．

2-4. 組換え型 GlcAT-I と GlcAT-P の基質特異

性の比較14) 非還元末端に Gal残基を持つ Table

1に示した 8種の基質を用いて GlcA転移量を測定

した結果，組換え型ヒト GlcAT-I は結合領域三糖

（Galb1-3Galb1-4Xyl）にのみ GlcA 転移活性を示

したことから，少なくとも GlcAT-I は結合領域三

糖の非還元末端から 2 番目の Gal までを認識して

いると考えられた．このことは，最近の GlcAT-I

の X線結晶構造解析結果によっても支持されてい

る（後述）．また，以前から示唆されていたように

GlcAT-Iはグリコサミノグリカン -タンパク質結合

領域には GlcAを転移するが，コンドロイチンの二

糖繰り返し領域には GlcAを転移しなかったことか

ら，コンドロイチン硫酸/デルマタン硫酸の伸長に

関与するグルクロン酸転移酵素 -II（GlcAT-II）と
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は明らかに性質の異なる酵素であることも証明され

た．一方，組換え型ラット GlcAT-P は Galb1-

4GlcNAcb1-O-naphthalenemethanol とアシアロオ

ロソムコイドを基質としたときに高い GlcA転移活

性を示したことから，GlcAT-Pは主に N-アセチル

ラクトサミン構造を認識していると考えられた．こ

れらの結果から，GlcAT-I と GlcAT-P の in vitro

での基質特異性は全くオーバーラップしていないと

考えられたが，前項で述べた GlcAT-I による

HNK-1糖鎖抗原合成活性はどのように説明できる

のであろうか？ HNK-1 糖鎖抗原生合成に関与す

る未知の基質が存在するのであろうか？ GlcAT-I

がすべての組織で発現しているにも関わらず，生体

内での HNK-1糖鎖抗原の発現が脳，神経系に限ら

れていることや，遺伝子導入していない COS-1細

胞では内在性の GlcAT-I が発現しているにも関わ

らず HNK-1糖鎖抗原が発現していないことなどを

考えれば，通常の生体内においては，GlcAT-I が

HNK-1糖鎖抗原の合成に関わっている可能性は低

いと考えられる．しかし，癌細胞などで GlcAT-I

が高発現された状態が存在すれば，その際には

HNK-1糖鎖抗原の合成に関わっているのかもしれ

ない．実際，数種の癌細胞株において GlcAT-I が

高発現し，HNK-1糖鎖抗原も陽性を示す細胞を見

出している（未発表）．

2-5. GlcAT-Iの遺伝子構造と発現制御機構

したがって，GlcAT-Iの発現が硫酸化グリコサミノ

グリカン鎖の合成量ばかりでなく，癌細胞における

HNK-1糖鎖抗原の発現をも制御している可能性が

考えられたので，GlcAT-Iの遺伝子構造と発現制御

機構を調べた．その結果，ヒト GlcAT-Iは 11番染

色体の長腕 12.2に位置し，全長約 7 kbで 5つのエ

キソンから構成されていることが判明した．12)また，

1種の偽遺伝子が 3番染色体に存在することも明ら

かとなった．12)さらに，本遺伝子の 5′上流領域の構

造並びに転写開始部位の決定を行い，数種の癌細胞

株を用いて GlcAT-I プロモーター活性を調べた．

いずれの癌細胞においても，GlcAT-Iプロモーター

は SV40のプロモーターと同程度，若しくはそれ以

上の強い転写活性を示した．12)また，GlcAT-Iのプ

ロモーター領域を様々な長さに欠失させることによ

り，－303から－153 bpの間に強いエンハンサーエ

レメントが存在することを明らかにした．12)現在，

その転写因子を同定し，詳しい解析を行っている．

2-6. GlcAT-Iの結晶構造解析 最近，NIHの

M. Negishi らのグループによってヒト GlcAT-I が

結晶化されたが，これはグリコサミノグリカン合成

に関わる糖転移酵素の最初の結晶化の例となるとと

もに，著者らとの共同研究によって，ドナー基質

UDP-GlcAの反応生成物 UDP及びアクセプター基

質 Galb1-3Galb1-4Xylとの三者複合体が X 線結晶

構造解析された糖転移酵素の最初の例にもなっ

た．16)この研究の結果，酵素分子は二量体を形成し

ているらしいこと，糖転移酵素に共通の DXD モ

チーフは UDP-GlcA の UDP 部分のリボース，酵

素の触媒作用に不可欠のマンガンイオン，及び水分

子と相互作用していることが示され，2つの Gal残

基を認識する複数のアミノ酸残基，GlcAを受け取

る Gal残基の 3 位の水酸基を認識し，触媒塩基と

して機能するグルタミン酸残基などが原子レベルで

同定され，詳細な酵素反応機構も明らかになった．

さらに重要な点は，これらの cofactors（ドナーと

アクセプター）と相互作用し，触媒作用に関わって

いると推定されるアミノ酸残基が色々な他の糖転移

酵素でもよく保存されている点である．それらの酵

素には，後述するヘパラン硫酸ポリメラーゼや

GlcNAcT-I（いずれも癌抑制遺伝子 EXT ファミ

リーメンバーによってコードされている）も含ま

れ，これらの糖転移酵素の触媒部位がよく似た三次

元構造を有していると考えられる．今後，X 線結

晶構造解析による構造生物学的アプローチによって

も，グリコサミノグリカン鎖の生合成メカニズムの

解明に深いメスが入ることが期待される．

3. コンドロイチン硫酸/デルマタン硫酸とヘパ

リン/ヘパラン硫酸の仕分け合成機構

GlcAT-Iにより結合領域四糖が完成した後，この

四糖構造に GalNAcと GlcAが交互に転移されると

コンドロイチン硫酸/デルマタン硫酸が，GlcNAc

と GlcA が交互に転移されるとヘパリン/ヘパラン

硫酸が合成される（Fig. 1）．その後はこれら二糖

繰り返し領域が様々に硫酸化され，生物活性を持っ

たドメイン構造が形成される．したがって，結合領

域四糖にコンドロイチン硫酸/デルマタン硫酸が付

加されるか，ヘパリン/ヘパラン硫酸が付加される

のかは，プロテオグリカン分子の機能を大きく変え

ることになるため，この付加機構は厳密に制御され
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Fig. 4. Is a-GalNAc Transferase Involved in the Glycosaminoglycan Biosynthesis?
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ていると考えられる．しかしながら，コンドロイチ

ン硫酸/デルマタン硫酸とヘパリン/ヘパラン硫酸の

仕分け合成の鍵となる最初の GalNAc又は GlcNAc

をそれぞれ b位，a位で転移する酵素と，繰り返し

領域の GalNAc 又は GlcNAc をそれぞれ b 位，a

位で転移する酵素は別のものであると考えられてい

たが，17,18)これらの最初のアミノ糖の転移酵素はク

ローニングされておらず，活性発現の調節メカニズ

ムは不明であった．

3-1. a-GalNAc 転移酵素の発見 そこで著者

らは，様々な糖転移酵素が分泌されていることが知

られるウシ胎仔血清と，ヘパリンとコンドロイチン

硫酸合成能を持つマウス肥満細胞腫ミクロソーム画

分を酵素源として用い，化学合成された結合領域四

糖セリン（GlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser）を基質として，

コンドロイチン硫酸/デルマタン硫酸とヘパリン/ヘ

パラン硫酸の仕分け合成の鍵となる結合領域へ最初

の GalNAc又は GlcNAcをそれぞれ b位，a位で転

移する酵素活性を調べたが，両酵素活性とも検出さ

れなかった．しかしながら意外にも，GalNAcを a

位で転移する新規の酵素（a-GalNAc転移酵素）活

性を検出することができた．19,20)さらに，この反応

生成物の構造は，1H-NMR 解析により GalNAc が

a1-4 結合で GlcA に結合した GalNAca1-4GlcAb1-

3Galb1-3Galb1-4Xylb1-O-Ser であることを明らか

にした．21)興味深いことに，Fig. 4に示すように a-

GalNAc転移酵素の反応生成物は，ちょうどヘパリ

ン/ヘパラン硫酸とコンドロイチン硫酸/デルマタン

硫酸の生合成において最初のヘキソサミンが転移さ

れ た 構 造 （ GlcNAca1-4GlcA-Gal-Gal-Xyl ） と

（GalNAcb1-4GlcA-Gal-Gal-Xyl）の中間的構造を

している．しかしながら，この反応生成物が天然の

グリコサミノグリカン中に見出されていないことか

ら，a-GalNAc転移酵素がグリコサミノグリカンの

生合成においてどのような役割を担うのかについて

は不明であった．

3-2. a-GalNAc転移酵素の精製とその遺伝子の

同定 そこで著者らは，a-GalNAc転移酵素を精

製し，さらに詳しくこの酵素の性質について調べて

みることにした．本酵素がウシ胎仔血清中に見出さ

れたことから，19)生体内である細胞が a-GalNAc転

移酵素を活発に分泌しているのではないかと考え，

様々な癌細胞の培養上清中に含まれる a-GalNAc転

移酵素活性を測定したところ，ヒトの繊維性組織球

腫細胞株（MFH-7）の無血清培養培地中に活発に

分泌されることを見出した．21)この培地中に分泌さ

れる a-GalNAc転移酵素の比活性は，ウシ胎仔血清

中のその比活性に比べ約 100倍程度高かったので，

この無血清培養培地を酵素源として phenyl-

Sepharose，ヘパリン -Sepharose, UDP-hexanola-

mine-agaroseを用い，a-GalNAc転移酵素をほぼ均

一にまで精製した．特に，最後の UDP-hexanola-

mine-agaroseに a-GalNAc転移酵素がマンガンイオ

ン依存的に結合することを見出したことにより，精

製倍率を飛躍的に上昇させることができた．この精

製酵素は SDS-PAGE 上で分子量約 38-kDa の大き

さを示し，N-末端から 30残基のアミノ酸配列を調

べると，癌抑制遺伝子の 1つとして知られる遺伝性

多発性外骨腫（hereditary multiple exostoses）の原

因遺伝子 EXTと高い相同性を示す遺伝子として単
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Fig. 5. Comparison of the Amino Terminal Amino Acid Sequence of the Puriˆed a-GalNAc Transferase with the Corresponding
EXTL2 Sequence

X represents an unidentiˆed amino acid residue which is most likely glycosylated and one potential N-glycosylation site is marked by an asterisk.

Fig. 6. Comparison of the Five Cloned Members of the EXT Gene Family
Highly conserved regions are indicated by bars. The EXTL2 composed of 330 amino acids is approximately half the size of the other EXT family members that

have 676―919 amino acids. The variation in size is due to diŠerences in the length of the amino terminal side of the protein. The protein shows signiˆcant homology
with the carboxy termini of the other members of the family.
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離された EXTL2 (EXT-like gene 2）のコードする

タンパク質の 54―83番目のアミノ酸配列と完全に

一致した（Fig. 5）．22) EXTL2 のコードするタンパ

ク質は 330アミノ酸からなり，他の多くの糖転移酵

素に特徴的な type IIトポロジーを形成する膜貫通

タンパク質である（Fig. 6）．したがって，精製し

た a-GalNAc転移酵素は，EXTL2 のコードするタ

ンパク質の膜貫通ドメインを含む N-末端側から 53

個のアミノ酸を欠くことにより，細胞外へ分泌され

たものであると考えられた．

3-3. 組換え型 a-GalNAc転移酵素の発現と基質

特異性 次に，EXTL2のコードするタンパク質

が実際に a-GalNAc転移酵素であるということと，

本酵素の基質特異性を調べるために，EXTL2タン

パク質を前述の GlcAT-I と同様に可溶型として細

胞で発現させた．発現された組換え型タンパク質を

IgG-Sepharose を用いて精製し，内在性の a-Gal-

NAc 転移酵素を除去後，結合領域四糖セリン

（GlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser），その類似体である N- ア

セチルコンドロシン（GlcA-GalNAc）や化学合成

された結合領域末端二糖 GlcAb1-3Galb-O-naph-

thalenemethanol を基質に用いて a-GalNAc 転移酵

素活性を測定したところ，すべて a-GalNAc転移酵

素の基質となった（Table 2）．22)さらに，反応生成

物を同定することにより，EXTL2のコードするタ

ンパク質は確かに a1-4GalNAc転移酵素をコードす
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Table 2. Acceptor Speciˆcity of the a1,4-N-Acetylhex-
osaminyltransferase Secreted into the Culture Medium by
Transfected COS-1 Cells

Acceptor
a-GalNAcT

activitya)
GlcNAcT-I
activitya)

pmol/ml
medium/h

pmol/ml
medium/h

GlcAb1-3Galb1-O-
naphthalenemethanol

109 31

GlcAb1-3Galb1-
3Galb1-4Xylb1-O-Ser

50 NDb)

GlcAb1-3GalNAc 117 ―c)

a) The values represent the averages of two independent experiments.
b) ND, not detected (＜0.1 pmol/ml medium/h). c) ―, not determined.
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ることが明らかとなった．また，この結果より a-

GalNAc転移酵素は結合領域末端の二糖（GlcAb1-

3Gal）を強く認識することが判明した．

4. EXT ファミリーメンバーとヘパラン硫酸の

生合成

4-1. 遺伝性多発性外骨腫とヘパラン硫酸生合成

前述のように EXTL2は，遺伝性多発性外骨腫の原

因遺伝子 EXTファミリーメンバーの 1つである．

遺伝性多発性外骨腫は常染色体優性に遺伝し，ヒト

の四肢長管骨の骨端に軟骨帽を持つ良性の骨腫瘍が

多発する疾患である．23)発症頻度は約 5万人に 1人

で骨格の変形や低身長を伴い，約 2％の患者の腫瘍

は悪性転化する．23,24)連鎖解析により多発性外骨腫

の原因遺伝子は，ヒトの染色体上に EXT1（ヒト染

色体 8q24.1），EXT2（同 11p11-13），EXT3（同

19p）の 3 種存在することが報告され，そのうち

EXT1と EXT2はクローニングされている．25―27)そ

の後，この EXT 遺伝子ファミリーは，EXT1 と

EXT2 との配列の相同性により，さらに 3 種

EXTL1 (EXT-like gene 1）, EXTL2, EXTL3が同定

されクローニングされているが，これら 3種の遺伝

子の多発性外骨腫発症との連鎖は報告されていな

い．28―31)クローニングされている 5種の EXTファ

ミリーメンバーはすべて type IIトポロジーを形成

する膜貫通タンパク質であり，そのうち EXTL2の

コードするタンパク質は 330アミノ酸と，他のメン

バーがコードするタンパク質（676―919アミノ酸）

の約半分の大きさである．これらの大きさの違いは

主に N-末端側の違いによるものであり，C-末端側

の相同性はかなり高い（Fig. 6）．悪性軟骨肉腫の

EXT1や EXT2遺伝子のヘテロ接合性の喪失が検出

されているので，これらは癌抑制遺伝子と考えられ

たが，その機能は遺伝子の同定後 3年程不明であっ

た．1998年，カナダの Tufaroらは 1型単純ヘルペ

スウイルスが細胞に感染する際に細胞表面のヘパラ

ン硫酸に結合することを利用した発現クローニング

法により，EXT1が細胞表面のヘパラン硫酸合成に

関与する遺伝子であること，32)また，スウェーデン

の Lindahlらはヘパラン硫酸の糖鎖伸長に関与する

糖転移酵素を精製することにより，EXT1と EXT2

はヘパラン硫酸の二糖繰り返し領域の生合成に関与

するヘパラン硫酸ポリメラーゼ（GlcA/GlcNAc転

移酵素：Fig. 1参照）をコードしていることをそれ

ぞれ見出した．33)さらに，Lindahlらは著者らとの

共同研究により，EXT1と EXT2は細胞内でヘテロ

複合体を形成してゴルジ体に存在し，複合体を形成

しない場合と比較して，著しく糖転移活性が上昇す

ることを報告した．34)以上の結果から，他の EXT

ファミリーメンバーもヘパラン硫酸の生合成に関与

している可能性が示唆されていた．

4-2. EXTL2 はヘパラン硫酸生合成の開始を司

る GlcNAc 転移酵素 -I もコードする そこで，

著者らは a-GalNAc転移酵素の反応生成物が天然の

グリコサミノグリカン中に見出されていないことと，

EXTL2が EXT1や EXT2と構造上相同性を有する

ことから，a-GalNAc 転移酵素として同定した

EXTL2がヘパラン硫酸の生合成に関与する可能性

を検討した．a-GalNAc転移酵素は上記のようにグ

リコサミノグリカン―タンパク質結合領域の末端二

糖（GlcAb1-3Gal）に高い親和性を示すことか

ら，19―21) EXTL2がヘパラン硫酸合成への鍵を握る

結合領域に a1-4 結合で GlcNAc を転移する

GlcNAc転移酵素 -I（GlcNAcT-I）（Fig. 1）である

可能性を検討した．GlcNAcT-I の基質として知ら

れる化学合成された GlcAb1-3Galb-O-naphthal-

enemethanol と，前述のように GlcNAcT-I の基質

とならないと報告されている結合領域四糖セリン

（GlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser)20)をそれぞれ基質として用

いると，組換え型 EXTL2 タンパク質は GlcAb1-

3Galb-O-naphthalenemethanol を 用 い た 時 の み

GlcNAc 転移酵素活性を示した（Table 2）．23)さら

に，この反応生成物を同定することにより，著者ら

の見出した新規 a-GalNAc転移酵素は，ヘパラン硫

酸合成への鍵を握る結合領域に a1-4 結合で
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Fig. 7. DiŠerential Expression of the a1,4-N-Acetylhexosaminyltransferase Gene in Various Human Tissues
The arrow indicates the expected position for a PCR product.

Table 3. Summary of Glycosyltransferase Activities Detected
in EXT Family Member

EXT1 EXT2 EXTL1 EXTL2 EXTL3

GlcNAcT-I － － － ＋ ＋

GlcNAcT-II ＋ ＋ ＋ － ＋

HS-GlcAT-IIa) ＋ ＋ － － －

a-GalNAcT － － － ＋ －

a) Heparan sulfate GlcAT-II.
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GlcNAc を転移する GlcNAcT-I17) 活性をも示すこ

とが判明し，EXTL2 は a1-4-N- アセチルヘキソサ

ミン転移酵素をコードすることが明らかとなっ

た．23) GlcNAcT-Iが結合領域四糖セリンに GlcNAc

を転移することができない原因は，すでに指摘され

ていたように，GlcNAcT-I がコアタンパク質のヘ

パラン硫酸付加部位周辺のアミノ酸配列を認識する

ためと考えられる．17)また，GlcAb1-3Galb-O-

naphthalenemethanolのような人工合成基質のアグ

リコン部分は，そのようなアミノ酸配列の疎水的な

性質を模倣しているため，GlcNAcT-I の基質とな

ったものと考えられる．

4-3. EXTファミリーメンバーの組織での発現

ヘパラン硫酸はほとんどすべての細胞の表面や細胞

外マトリックスに存在する．そこで，EXTL2遺伝

子（a1-4-N-アセチルヘキソサミン転移酵素遺伝子）

がどのような組織で発現しているのかを RT-PCR

法を用いて調べたところ，その発現量には差が見ら

れるが調べた限りすべてのヒトの組織（成人組織

18 種，胎児組織 8 種）で EXTL2 遺伝子の発現が

見られた（Fig. 7）．23)また，比較のために，現在ま

でにクローニングされているヒトの 5種の EXT遺

伝子ファミリーメンバーの発現パターンを Fig. 6

にまとめた．このように，EXTL1遺伝子を除く他

の EXT ファミリーの遺伝子は，EXTL2 遺伝子同

様その発現量には差が見られるが，ヒトやマウスの

組織において ubiquitous に発現していることが報

告されている．

4-4. EXTL1と EXTL3のヘパラン硫酸生合成へ

の関与 最近著者らは，ヒト EXTL1 と EXTL3

もヘパラン硫酸の生合成に関与する GlcNAc転移酵

素をコードすることを明らかにした（Fig. 1）．35)発

現させた組換え体 EXTL1は GlcAb1-(4GlcNAca1-

4GlcAb1)nに GlcNAcを a1-4結合で転移し，ヘパ

ラン硫酸の糖鎖伸長に関与する可能性が示唆され

た．一方，EXTL3 は，同じ活性の他に，さらに

EXTL2と同様，グリコサミノグリカン―タンパク

質結合領域四糖に相当する人工疑似基質 GlcAb1-

3Galb-O-naphthalenemethanol にも a1-4GlcNAc 残

基を転移する GlcNAcT-I活性をも有し，ヘパラン

硫酸の糖鎖骨格の開始と伸長に関わる可能性が示さ

れた．このように， 3 種の EXTLs はすべて

GlcNAc転移酵素活性を有するが，それらの基質特

異性はすべて異なり，EXT1 や EXT2 とも異なる

（Table 3）．特に EXTL1は，他の EXTファミリー

がすべての組織に発現しているのと対照的に骨格筋

や脳などの組織に特異的に発現している上に（Fig.

6），EXTL1 は GlcNAcT-II 活性しか示さない．し

たがって，EXTL1が生体内でどのようにヘパラン

硫酸の生合成に関わっているのかは今のところ不明

である．それに対し EXTL3は，他の EXTファミ

リー同様すべての組織に発現し，EXTL2と同様に

ヘパラン硫酸の仕分け合成に関わる酵素として機能
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Fig. 8. Two Glycoforms of Thrombomodulin
Thrombomodulin, a cell surface glycoprotein, is a critical mediator of endothelial anticoagulant defenses occurring both as a chondroitin sulfate proteoglycan

(b-thrombomodulin) and a protein (a-thrombomodulin) unsubstituted by chondroitin sulfate chain, hence its description as a ``part-time'' proteoglycan. We
demonstrated that a-thrombomodulin bore the truncated linkage tetrasaccharide, GlcAb1-3Galb1-3Galb1-4Xyl, and we suggested that the critical determining step
for the proteoglycan biosynthesis may be the transfer of the ˆfth sugar residue, the ˆrst GalNAc.
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しているものと推定される（Fig. 1）．最近著者ら

は，線虫にコンドロイチンやヘパラン硫酸が存在

し，36) EXTL3のオーソログが線虫やショウジョウ

バエにも存在することを見出した．さらに，

EXTL3 のオーソログである rib-2（線虫）と

DEXT3（ショウジョウバエ）がそれぞれ，ヒトの

EXTL3同様共にヘパラン硫酸の糖鎖骨格の開始と

伸長に関わる GlcNAc転移酵素をコードすることを

明らかにした．37,38)興味深いことに，線虫やショウ

ジョウバエの EXT ファミリーは，EXTL2 のオー

ソログが存在しないため，rib-2 と DEXT3 がそれ

ぞれヘパラン硫酸の開始を担う唯一の遺伝子と考え

られる．実際，DEXT3の変異体は，ヘパラン硫酸

が必須である Hedgehog 及び Wingless のシグナル

伝達が働かず，致死になることが報告されている．

5. a-GalNAc転移酵素の機能

前述のように，我々の発見した a-GalNAc転移酵

素は EXTL2によりコードされ，ヘパラン硫酸の糖

鎖骨格の開始に関与する GlcNAcT-I活性をも保持

していることが明らかになった．しかし，a-Gal-

NAc転移酵素活性は GlcNAcT-I活性よりも強かっ

たので（Table 2），22) a-GalNAc 転移活性も何か生

体内で機能している可能性が考えられる．

5-1. パートタイムプロテオグリカンの生合成

筆者らは，この a1-4GalNAc 転移反応の生成物

(GalNAca1-4GlcAb1-3Galb1-3Galb1-4Xylb1-O-Ser)

が，コンドロイチン硫酸やヘパラン硫酸の重合に関

与するグルクロン酸転移酵素の基質にならないこ

と39)から，a-GalNAcの転移はグリコサミノグリカ

ン鎖合成の停止シグナルとなる仮説をたて，グリコ

サミノグリカン鎖の合成が停止している例として

パートタイムプロテオグリカンを考えた．パートタ

イムプロテオグリカンとは，グリコサミノグリカン

鎖による修飾を受けプロテオグリカンの形態を持つ

分子と，修飾を受けずコアタンパク質のみで存在す

る分子の 2種の分子型が存在するタンパク質に対す

る総称である．筆者らは，パートタイムプロテオグ

リカンとして知られるトロンボモジュリンを例にと

って上記の仮説の検討を行った．トロンボモジュリ

ンは抗血液凝固活性を持ったコンドロイチン硫酸プ

ロテオグリカンであり，コンドロイチン硫酸による

修飾を受けた活性の強い b-トロンボモジュリンと

修飾を受けていない活性の弱い a-トロンボモジュ

リンの 2 種の分子型が存在する．a- トロンボモジ

ュリン上に存在する O-結合型糖鎖の構造解析を行

ったところ，残念ながら a-GalNAcを非還元末端に

持った結合領域五糖は存在しなかったが，糖鎖の伸

長が途中で停止したグリコサミノグリカン―タンパ

ク質結合領域四糖構造である GlcAb1-3Galb1-

3Galb1-4Xylが見つかった（Fig. 8）．40)したがって，

a-GalNAc構造はパートタイムプロテオグリカンの

生合成に関与している可能性は低いと考えられた．

これまでは，タンパク質がグリコサミノグリカン鎖

による修飾を受けるかどうかを決定するのは最初の

糖転移反応に関わるキシロース転移酵素であると考

えられていた．しかし，著者らの結果はこの通説と

異なり，結合領域四糖への N-アセチルヘキソサミ

ンの転移は仕分け合成の鍵となるばかりでなく，グ

リコサミノグリカン鎖が伸長するかどうかを決定す

る重要な制御ステップでもあることを示している．

5-2. HNK-1 糖鎖抗原の発現制御 現在のと

ころ，天然のグリコサミノグリカン鎖中には a-
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Fig. 9. Possible Function of a-GalNAc Transferase
a-GalNAc transferase may play an important role in the regulation of

the expression of the HNK-1 carbohydrate epitope.
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GalNAc 転移酵素の反応生成物が見出されていな

い．そこで次に著者らは，a-GalNAc転移酵素がグ

リコサミノグリカン鎖以外の糖タンパク質や糖脂質

の糖鎖の生合成に関与している可能性を考えた．a-

GalNAc 転移酵素は上記のように GlcAb1-3Gal と

いう二糖に高い親和性を示すことから，19―22)天然

に存在するこの二糖を末端に持つ糖鎖を検索した．

すると，GlcAT-Iの項で前述した，ヒト・ナチュラ

ルキラー細胞を含む一部のリンパ球や神経系の細胞

表面に特異的に発現され，細胞接着や神経突起伸展

に関与することが知られる HNK-1糖鎖抗原［GlcA

( 3-O-sulfate ) b1-3Galb1-4GlcNAcb1-］の前駆体

（GlcAb1-3Galb1-4GlcNAcb1-）がこの二糖を末端

に持っていた．そこで著者らは，HNK-1糖鎖抗原

の前駆体に a-GalNAc 転移酵素が作用すれば，a-

GalNAc 転移酵素と 3-O- 硫酸基転移酵素がこの前

駆体を奪い合うことになり，a-GalNAc転移酵素が

HNK-1糖鎖抗原の発現を制御する可能性を考えた

（Fig. 9）．そこで，HNK-1糖鎖抗原の前駆体である

glucuronylneolactotetraosylceramide (GlcA b1-3Galb1

-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb1-1Cer）と HNK-1 糖鎖

抗原である sulfoglucuronylneolactotetraosylceramide

［GlcA(3-O-sulfate) b1-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-

4Glcb1-1Cer］が a-GalNAc転移酵素の基質になる

かどうか調べたところ，HNK-1糖鎖抗原前駆体の

み基質となった．21)この結果は，a-GalNAc 転移酵

素の発現が HNK-1糖鎖抗原の発現を制御しうるこ

とを示唆したが，実際に生体内で起こっていること

を証明するには，天然からこの反応生成物である

GalNAca1-4GlcAb1-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-

4Glcb1-1Cerを単離しなくてはいけない．現在，著

者らは a-GalNAc転移酵素を過剰発現するトランス

ジェニックマウスを作成したので，このマウスを解

析することにより a-GalNAc転移酵素の機能が明ら

かになるものと期待している．

6. コンドロイチン硫酸の生合成

6-1. コンドロイチン硫酸生合成の開始を司る

GalNAc転移酵素 -I 一方，コンドロイチン硫酸

/デルマタン硫酸の生合成は，前述のようにグリコ

サミノグリカン―タンパク質結合領域の四糖構造の

非還元末端の GlcA 残基に，GalNAc 転移酵素 -I

（GalNAcT-I）の作用によって，まず GalNAc が

b1-4結合で転移され始まる．しかしながら最近ま

で，コンドロイチン硫酸の開始と仕分けに関わる

GalNAcT-I に関しては，ほとんど情報がなかった．

K. Rohrmann らは先駆的な研究によって，18)熱安

定性の異なる 2種類の bGalNAc転移酵素が存在す

ることを報告した．それ以来，コンドロイチンの二

糖繰り返し領域の合成に関わる GalNAc 転移酵素

-II（GalNAcT-II）以外に，GalNAcT-Iが存在する

と信じられてきた．しかし，熱に安定とされてきた

GalNAcT-I が，実は上記の a-GalNAc 転移酵素と

同一であるらしいことが著者らの研究により判明し

た．19)その後，著者らは，前述のパートタイムプロ

テオグリカンの一種である a-トロンボモジュリン

（Fig. 8）をアクセプター基質として， bGalNAc残

基を a-トロンボモジュリン上の結合領域四糖に転

移する真の GalNAcT-I活性を，ヒトメラノーマ細

胞の培養上清中に初めて確認した．41)メラノーマ細

胞の酵素は，a-トロンボモジュリンの四糖の非還

元末端の GlcA残基に， b1-4GalNAc残基を転移す

ることができた．41)このことは，GalNAcT-Iがコア

タンパク質のアミノ酸配列を認識していることを強

く示唆しており，ヘパラン硫酸系多糖鎖の付加決定

の場合同様，コンドロイチン硫酸系多糖鎖の付加決

定のメカニズムにも，コアタンパク質上のアミノ酸

配列情報が重要な役割を果たしていると思われる．

6-2. コンドロイチン硫酸の二糖繰り返し領域の

生合成 一旦，結合領域四糖に b1-4GalNAc 残

基が転移されると，コンドロイチン硫酸あるいはデ

ルマタン硫酸の二糖繰り返し単位である -3Gal-

NAcb1-4GlcAb1- という構造が，コンドロイチン

糖鎖伸長のための GlcAT-II と GalNAcT-II の 2 種

類の酵素の協調作用によって繰り返し付加されるも
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Fig. 10. Comparison of the Two Cloned Members of Chondroitin Synthase Gene Family
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のと考えられてきた．1997 年，G. Sugumaran ら

は，ニワトリの複数の組織から 80-kDaの GlcAT-II

を部分精製した．42)著者らは，ウシ血清中に

GlcAT-II活性と GalNAcT-II活性を同定し，43)両酵

素活性がマウスやニワトリの発生過程で劇的に変動

すること44)やアクセプターの硫酸化のパターンの違

いにより制御されること39,45)を見出した．さらに，

著者らは，GlcAT-II 活性と GalNAcT-II 活性がゲ

ルろ過クロマトグラフィーにおいて 160-kDa の位

置に共に溶出され，両活性は様々なクロマトグラフ

ィーでも相互分離できないことを報告した．46)すな

わち，両活性は単一のタンパク質上に存在するか，

あるいは両酵素が複合体を形成している可能性が考

えられた．しかし，両活性を数万倍にまで精製した

が，均一な酵素を得るまでには至らなかった．

6-3. コンドロイチン合成酵素（ ChSy）の

cDNAクローニング そこで，著者らは GlcAT-

II活性と GalNAcT-II活性を合わせ持つコンドロイ

チン合成酵素（GlcA/GalNAc転移酵素：Fig. 1参

照）が存在すると予想し，我々が精製を行って得た

様々な情報を基に，現在飛躍的に充実してきたデー

タベースからその cDNA をクローニングすること

にした．上記の結果から，コンドロイチン合成酵素

は少なくとも 80-kDa以上の大きさと考えられたの

で，ヒトの 50-kDa以上のタンパク質をコードする

遺伝子の cDNAが登録されている Human Uniden-

tiˆed Gene-Encoded Large Protein (HUGE）データ

ベースを検索した．その際，以下の 2つの情報を用

いた．1）コンドロイチン合成酵素は，ゴルジに局

在する他の糖転移酵素に一般的に見られる type II

トポロジーを持つ膜貫通タンパク質と考えられた．

2）GalNAcT-IIは b1-4で GalNAcを転移させる酵

素であるが，pfam に登録されている b1-4Gal転移

酵素ファミリーは b1-4で Galを転移させる酵素で

あるので，この反応類似性より GalNAcT-IIも b1-

4Gal転移酵素ファミリーに属する可能性が考えら

れた．そこで，“1 つの膜貫通ドメイン”と“b1-

4Gal 転移酵素”をキーワードに用いて，HUGE

データベースを検索したところ，1つの候補遺伝子

を見つけた．候補遺伝子タンパク質は 802個のアミ

ノ酸から構成され，N末端側から膜貫通ドメイン，

b1-3Gal転移酵素ファミリー及び b1-4Gal転移酵素

ファミリーに特徴的なドメインを持っていた（Fig.

10）．47)そこで，候補遺伝子タンパク質を前述と同

様に可溶型として細胞で発現させた．発現した組換

え型タンパク質を IgG-Sepharoseを用いて精製し，

内在性のコンドロイチン合成酵素を除去後，コンド

ロイチンを用いて GalNAcT-II 活性や GlcAT-II 活

性を測定したところ，両活性とも検出することがで

き，候補遺伝子はコンドロイチン合成酵素（ChSy）

をコードすることが明らかとなった（Fig. 1）．47)し

かしながら，結合領域四糖構造を持つ a-トロンボ

モジュリン（Fig. 8）は ChSyの基質にはならなか

ったことから，クローニングした ChSy は Gal-

NAcT-I活性を持っていないことが明らかとなった．

6-4. コンドロイチン GalNAc転移酵素（ChGn）

の cDNAクローニング したがって，ChSy以外

に GalNAcT-Iをコードしている遺伝子が存在する

と考えられる．著者らは，GalNAcT-I は ChSy 同

様 GalNAc 転移酵素活性を持ち，転移される糖の

結合様式（ b1-4）と用いる糖供与体（UDP-Gal-

NAc）が同じであるので，相同性があると考えた．

そこで，ChSy のアミノ酸配列を用いて BLAST

サーチを行った結果，ChSy に 27％の相同性を持

つ候補遺伝子を見つけた．候補遺伝子産物は 532個

のアミノ酸から構成され，N 末端側から膜貫通ド

メイン，ChSy に相同性を示すドメイン（ b1-4Gal

転移酵素ファミリードメイン）を持っていた（Fig.
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Fig. 11. Northern Blot Analysis of Chondroitin GalNAcT
(ChGn) and Chondroitin Synthase (ChSy) in Human Tis-
sues

Northern blots with RNA from various human tissues were hybridized
with a probe for ChGn (upper panel) or for ChSy (lower panel).
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10）．48)そこで，候補遺伝子産物の膜貫通ドメイン

以降の配列を前述の分泌型発現ベクターに組み込

み，可溶性タンパクとして COS 細胞で発現させ

た．発現した組換え型タンパク質を IgG-Sepharose

を用いて精製し，内在性の糖転移酵素を除去後，a-

トロンボモジュリン（Fig. 8）及びコンドロイチン

を糖転移活性測定用受容体として用いた時，いずれ

も GalNAc転移活性が検出された．48)したがって，

候補遺伝子産物は GalNAcT-I 及び GalNAcT-II 活

性を合わせ持つ事が明らかになったので，候補遺伝

子産物をコンドロイチン GalNAc転移酵素（ChGn）

と名付けた（Fig. 1）．48)

6-5. ChSy と ChGn の組織での発現 コンド

ロイチン硫酸は，ヘパラン硫酸同様ほとんどすべて

の細胞の表面や細胞外マトリックスに存在する．そ

こで，ChSy遺伝子や ChGn遺伝子がどのような組

織で発現しているのかを Northern blotting 等を用

いて調べたところ，両遺伝子ともその発現量には差

が見られるが調べた限りすべてのヒトの組織で

ChSy 遺伝子及び ChGn 遺伝子の発現が見られた

（Fig. 11）．48)興味深いことに，ChSy及び ChGnが

非常によく似た発現パターンを示す事がわかった．

この事から ChSy及び ChGnが共同でコンドロイチ

ン硫酸の生合成に関与している可能性が示唆され

た．現在，この両遺伝子の発現制御機構を解析して

いる．

6-6. コンドロイチン硫酸の硫酸化の制御機構

コンドロイチンの二糖繰り返し領域の伸長反応が開

始されるとすぐに硫酸化をはじめとする修飾反応も

起こると考えられている．コンドロイチン硫酸もヘ

パラン硫酸同様，硫酸基の結合位置とその組合わせ

により多様構造を形成し，特定の多様構造が生物学

的機能の発現に重要であると考えられている．著者

らは ,コンドロイチン硫酸の GalNAc残基の 4位と

6位の硫酸化の割合が，ニワトリの脳の発生におい

て劇的に変化し，この変化は GalNAc 残基の 4 位

や 6位の硫酸化を担うコンドロイチン 4-O-硫酸基

転移酵素とコンドロイチン 6-O-硫酸基転移酵素の

活性変動と相関することを証明した．49)この結果

は，特定の硫酸基転移酵素の発現様式を人為的に変

化させることによりコンドロイチン硫酸の硫酸化構

造を変化させ，機能改変をすることが可能であるこ

とを強く示唆した．そこで著者らは，コンドロイチ

ン硫酸の機能を探る目的で，GalNAc残基の 6位の

硫酸化を担う 3種のコンドロイチン 6-O-硫酸基転

移酵素の cDNAを，他の 6-O-硫酸基転移酵素との

相同性を利用して EST（expressed sequence tags）

データベースよりクローニングした．50,51)この 3種

の遺伝子がコードするタンパク質は，すべて type

II トポロジーを示す膜貫通タンパク質であったの

で，前述と同様に可溶型として COS細胞で発現さ

せた．発現した組換え型タンパク質をそれぞれ Ig-

G-Sepharoseを用いて精製し，内在性の硫酸基転移

酵素を除去後，コンドロイチンを用いて硫酸基転移

酵素活性を測定したところ，3 種とも 6-O-硫酸基

転移酵素活性を検出した．現在，このうち 1種の硫

酸基転移酵素（コンドロイチン 6-O-硫酸基転移酵

素 -I）を高発現させることにより硫酸化構造を変化

させたトランスジェニックマウスを作製し，コンド

ロイチン硫酸の特定の硫酸化構造の生物学的意義の

解明を試みている．

7. おわりに

以上著者らは，硫酸化グリコサミノグリカン鎖の

生合成に関与する 10種類以上の糖転移酵素や硫酸

基転移酵素の同定や cDNA クローニングを行い，

その性質を調べることにより，硫酸化グリコサミノ

グリカン鎖の生合成機構を解明してきた．他の研究
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者による成果を合わせると，グリコサミノグリカン

鎖の生合成に関与するほぼすべての糖転移酵素や硫

酸基転移酵素の cDNAクローニングが終了した．

現在は，クローニングされた酵素の X 線結晶構造

解析，発現制御機構解析，相互作用解析，そしてこ

れら酵素遺伝子を過剰発現させたり欠損させた動物

を用いた機能解析が進んでいる．また，我々は癌抑

制遺伝子 EXTファミリーメンバーのすべてがヘパ

ラン硫酸の生合成に関与する糖転移酵素をコードす

ることを明らかにした．本文中でも述べたが，

EXTファミリーメンバーは線虫やショウジョウバ

エにも存在し，ショウジョウバエの EXT1 遺伝子

の相同遺伝子 tout-velu (ttv）の変異体を調べるこ

とにより，ヘパラン硫酸は Hedgehogを長距離拡散

させ，組織のパターン形成を制御していることが判

明している．1)興味深いことに，この ttv の変異体

では同様にヘパラン硫酸を必要とする FGF や

Wingless のシグナル伝達には全く影響がないこと

が報告されている．52)それに対し，同じショウジョ

ウバエの EXTL3 遺伝子の相同遺伝子 DEXT3

(brother of ttv; botv）の変異体は，Hedgehogばか

りでなく FGFやWinglessのシグナル伝達にも異常

が生じることが最近報告された．このことは同じヘ

パラン硫酸でもその量や質（硫酸化のパターンなど）

の違いによって，シグナル伝達における役割が制御

されていることを示唆するものである．また，ヒト

の EXT1 や EXT2 の欠損によるヘパラン硫酸の合

成異常を伴う発癌メカニズムについては不明である

が，ttv の変異体の結果とインディアン Hedgehog

の骨形成における役割を考えると，EXT ファミ

リーメンバーは細胞表面のヘパラン硫酸の量や質を

変化させることにより，Hedgehogの拡散を制御し

て正常な骨形成を維持しているのかもしれない．今

後，それぞれの EXTファミリーメンバーのヘパラ

ン硫酸鎖生合成における役割や発現制御機構がさら

に解明され，糖転移酵素の機能不全による多発性外

骨腫発症のメカニズムの解明が進むものと思われる．
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