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コンドロイチン硫酸の代謝に関わる酵素のin vitroでの生化学的研究 

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻 髙島 惇 

指導教員: 江口 正 

 

論文要約 

コンドロイチン硫酸（CS）は、D-グルクロン酸(GlcA)と N-アセチルガラクトサミン(GalNAc)が繰り返し

結合した硫酸化多糖である。CSは、硫酸基の位置や数の違いによって異なる生物学的機能を有する。本研

究では CSの代謝に関わる酵素の in vitroでの生化学的研究を行った。 

まず、CSの生合成において、コンドロイチンの GalNAcの 4位への硫酸基転移反応を触媒する酵素であ

る Chondroitin 4 -O- sulfotransferase 1 (C4ST-1)の in vitroにおける生化学的な研究に取り組んだ。真核生物の

多くの硫酸基転移酵素と同様に、C4ST-1は N型糖鎖を有する。その糖鎖が C4ST-1の活性と安定性に重要

な役割を果たす。大腸菌発現 C4ST-1 は糖鎖未修飾体であるために活性が弱く、C4ST-1 の発現は糖鎖修飾

可能な発現系（哺乳動物細胞、昆虫細胞、酵母 等）が用いられてきた。本研究では、高活性な糖鎖未修飾

C4ST-1の取得を目指し、大腸菌発現系での C4ST-1発現検討とその特性解析に取り組んだ。初めに、C4ST-

1の大腸菌発現を低温培養条件下で検討したが、活性を有する C4ST-1を取得することはできなかった。そ

こで、タンパク質のフォールディング形成を担うシャペロンタンパク質である trigger factor と融合させた

C4ST-1（TF-C4ST-1）の発現を行った。その結果、TF-C4ST-1 が活性を有することが分かった。次に、TF-

C4ST-1の至適反応条件を検討し、TF-C4ST-1の至適 pHが糖鎖修飾体の C4ST-1とほぼ一致すること、至適

温度は 25ºC～30ºC であり糖鎖修飾体の C4ST-1よりも低いことを明らかにした。酵素反応速度論的解析の

結果、TF-C4ST-1の kcat/Kmは、糖鎖修飾体の C4ST-1のそれの約 60%であった。TF-C4ST-1を用いて、コン

ドロイチンを基質とした酵素反応を 10 mgスケールにて行った結果、GalNAcの 4位がほぼ 100%硫酸化さ

れた Chondroitin 4-O-sulfate (C4S)が生成した。これらの結果から、TFは糖鎖の代わりに C4ST-1の活性と安

定性に寄与していること、TF-C4ST-1が C4Sの製造に足る十分な活性を有することを明らかにした。 

次に、CSの代謝において分解反応を触媒する Chondroitin sulfate ABC endolyase (cABC-I)の基質特異性の

解明に取り組んだ。cABC-I は、Proteus vulgaris が生産する酵素であり、CS が有するグリコシド結合を β-

脱離反応によって切断する。本研究では、cABC-Iの基質特異性を明らかにするために構造均一性が高い基

質を用いた反応解析および cABC-Iと反応生成物の複合体の結晶構造解析に取り組んだ。P. vulgarisから精

製した cABC-Iを用いて、分子量が 8～64 kDaの Chondroitin 6-O-sulfate (C6S) を基質とした酵素反応を行っ

た結果、C6S の分子量の増加に伴って酵素反応速度が低下した。そこで、分子量を同等に調整した硫酸化

構造が異なる CSを用いて cABC-Iの反応性を比較した。その結果、反応性は C4S > C6S > Chondroitin 4,6-

O-sulfate ≈ Chondroitin 2,6-O-sulfateであることが明らかとなった。また、各 CSの反応生成物の解析を行っ

た結果、C4Sまたは C6Sの分解物である ΔDi-4Sおよび ΔDi-6Sが主要生成物であることが分かった。さら

に、構造均一性が高い CS分子として C4Sユニットまたは C6Sユニットを約 90%、非硫酸化ユニットを約

10%含む CS（hC4S、hC6S）を酵素合成し、酵素反応速度論的解析を行った。その結果、hC4S と hC6S の

kcat/Kmは、それぞれ 964 μM-1 ･ sec-1と 599 μM-1 ･ sec-1であった。次に、cABC-Iと酵素反応生成物（ΔDi-

4S、ΔDi-6S、ΔDi-0S）との複合体の結晶構造解析を行った。その結果、Arg500が ΔDi-4Sまたは ΔD-6Sの



硫酸基と塩橋を形成すること、ΔDi-4S の硫酸基の方が ΔDi-6S の硫酸基よりも Arg500 と近接しているこ

と、が明らかとなった。さらに、ドッキング解析を行ったところ、サブサイト-1 の GalNAc の 4 位硫酸基

は His561によって、GalNAcの 6位硫酸基は Arg560と His561によって認識されること、サブサイト-1ま

たはサブサイト+2の GalNAcの 6位硫酸基が酸性のアミノ酸残基である Asp490または Asp658と静電的反

発を起こすこと、が示唆された。以上の実験結果から、cABC-Iは C4Sに対する特異性が最も高いと考えら

れる。 

以上、本研究では C4ST-1の in vitroでの生化学的研究を通して、シャペロンを活用した高活性な糖鎖未

修飾 C4ST-1の調製法を開発し、その特性を明らかにした。また、cABC-Iの in vitroでの生化学的研究によ

って古くから未解明であった cABC-I の基質認識機構を明らかにした。本研究によって得られた成果は、

CSの生体内における機能を理解する上で重要な知見となる。 


