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aa :amino acid(S)

bp :base pair(S)

BSA :bovine serum albumin

CBB :C00maSSie Brilliant Blue

Con A:COnCanaValin A

CRP :COmPlement regulatory protein

DMEM :Dulbeccofs modified Eagle medium

EDTA :ethylenediaminetetraacetic acid

EGF :ePidermalgrowth factor

FCS :fetal calf serum

Fuc :fucose

Gal :galactose

GIcNAc:N-aCetylglucosamine

GST :glutathione S-tranSferase

kb :kilobase pair(S)or kilobase(S)

kDa :kilodalton

Man :mannOSe

PAGE :P01yacrylamide gelelectrophoresis

PBS :Phosphate-buffered saline

PCR :P01ymerase chain reaction

PG :PrOteOglycan

PHA :Phytohemagglutinin

PNA :Peanut agglut_inin

RCAI:Ricinus cc)mmunis agglutininI

SBA :SOybean agglutinin

SDS :SOdium dodecylsulfate

Sia :Sialic acid

TBS :Tris-buffered saline

TGF-β:tranSforming growth factor-β

t-PA :tissue-tyPe Plasminogen activator

Tris :Tris(hydroxymethyl)aminomethane

WGA :Wheat germ agglutinin



第1章

緒 論

すべての細胞は糖鎖を表面に持つ細胞膜に包まれており､多細胞動物ではほ

とんどの細胞が複合糖質を含む細胞間物質に囲まれて存在している｡多細胞動

物とは､このような糖鎖に囲まれた細胞が集まり､組織､器官､そして個体が

作られることにより出来上がる生命体であり､その完全な理解のためには各組

織を構成する細胞の集合や接着の機構を分子レベルで解明することが不可欠で

あろう｡近年､細胞間認識や細胞の細胞外マトリックスヘの接着に対して糖鎖

が特に重要な働きをすることが明らかになってきており､その多様で複雑な構

造と機能の関係が多くの研究者により調べられている｡細胞表面の複合糖質は､

その糖鎖を細胞の外側に露出している｡この表面糖鎖は､その細胞に特有な表

面構造の形成や性質の獲得に寄与し､細胞間相互作用や細胞外情報認識に関与

しているとされている｡細胞の分化やがん化などに伴い､細胞表面糖鎖が質的､

量的に変化し､また､特定の糖タンパク質が出現あるいは消失することはよく

知られているが､これらの糖鎖変化の生物学的意義については不明な点が多い｡

この間題に対する解決法の1つとして､特定の糖鎖と結合する分子､すなわち

糖鎖の受容体を研究することがあげられる｡糖鎖受容体の1つに動物体内に存

在するレクチン､すなわち動物レクチンが想定されている｡レクチンは特定の

糖鎖構造を認識して結合するタンパク質であり､最初に植物で発見されたが､

その後､動物や微生物でも見いだされ､現在､｢動植物あるいは細菌で見いだ

される免疫学的産物にあらざる糖結合性タンパク質で､結合価が2価以上で､

動植物細胞を凝集し､多糖類や複合糖質を沈降させ､その結合特異性は､単糖

やオリゴ糖を用いた阻止実験で規定することができるものでなくてはならない｣

(1)と定義されている｡動物レクチンは､糖鎖の受容体として細胞の接着や細

胞間の情報伝達に関与し､発生や分化の過程で重要な役割を果たしていると考
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えられており､免疫系の細胞間接着分子であるセレクチンはその一例である｡

しかし､現在､様々な組織から次々と新しい動物レクチンが単離されてはいる

が､それらの機能は､ほとんど不明であり､研究の進展が待たれるところであ

る｡また､CDNA解析の結果から推定されたタンパク質のアミノ酸配列より､

これまでレクチンとしては研究されていなかった分子､例えば､ある種のプロ

テオグリカンのコアタンパク質に糖認識ドメインと思われるレクチン様ドメイ

ンの存在することが明らかとなっており､このような未知のレクチンの存在を

も考えると糖識別による細胞認識は､これまでに分かっている例よりもはるか

に多いことが予想されて興味深い｡今後､発生や分化における糖鎖情報の意義

を考える時､特定の糖鎖とその受容体の相互作用と役割の研究が並行して進め

られるべきであろう｡

糖識別による機構を含め､細胞認識の点から多細胞動物における発生や分化

を考える時､細胞表面の構造とともに､その周囲に存在する物質群､すなわち

細胞外マトリックス成分が注目される｡細胞外マトリックスは動物組織中の細

胞の外側に存在する安定な生体構造物で､細胞が合成､分泌し､その周囲に蓄

積した生体高分子の複雑な会合体である｡細胞外マトリックスの構成成分は､

コラーゲン､接着性糖タンパク質､そしてグリコサミノグリカンおよびプロテ

オグリカンの3つに大別される｡一般に細胞外マトリックスは組織あるいは発

生段階により構成成分の種類と存在比が異なっており､時間的､空間的に目的

に合った､それぞれに特徴のある構造を作りだし､細胞分化や形態形成を制御

していると考えられている｡これらの成分は単に混在しているのではなく､そ

れぞれの分子中に含まれている特定の機能ドメイン間の結合により有機的に形

成された高次構造体として存在する｡細胞外マトリックスは､従来､生理的に

不活性な単なる組織の構造支持体としか考えられていなかったが､最近の数多

くの研究により､細胞接着､細胞骨格の配向､細胞の形態､移動､増殖､分化､

細胞内の代謝などと深く関わっていることが分かってきた｡このように高度に

組織化された細胞外マトリックス系は､神経系や免疫系などとともに高等多細
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胞動物にしか存在しない機構であり､高等動物の生物学における重要な研究対

象であると思われる｡

細胞外マトリックスを構成する分子として古くから研究されてきた成分の1

つにグリコサミノグリカンがある｡この一群の硫酸化酸性多糖の特徴は､へキ

ソサミン(グルコサミンまたはガラクトサミン)とウロン酸(またはガラクトー

ス)から成る二糖単位の繰り返し構造および硫酸基(ヒアルロン酸を除く)とカ

ルポキシル基による多量の負電荷であり､これらは主に構成糖の種類によりヒ

アルロン酸､コンドロイテン硫酸/デルマタン硫酸､ケラタン硫酸およびへパ

ラン硫酸/ヘパリンに分けられる(Fig.ト1)｡ヒアルロン酸を除き､グリコサ

ミノグリカンは生体内では一般にタンパク質(コアタンパク質と呼ばれる)の

セリン残基に共有結合したプロテオグリカンの形で存在する｡コアタンパク質

の種類や選択的スプライシング､および結合するグリコサミノグリカン鎖の種

類､鎖長､結合位置､本数などにより様々な構造のプロテオグリカンが存在す

る｡また､グリコサミノグリカン鎖部分では結合する硫酸基の位置や数､ある

いはウロン酸の異性化などにより､さらに複雑な多様性が生じている｡しかし､

その不均一性は決して無秩序ではなく､細胞分化や発現部位などに対応してい

る例も数多く知られている｡プロテオグリカンのコアタンパク質とグリコサミ

ノグリカン鎖は､それぞれ特定の細胞外マトリックス成分､細胞表面分子ある

いは成長因子と結合する能力があり､プロテオグリカンの構造的な多様性と不

均一性は､これらの結合活性を調節している可能性がある｡この多様な構造を

持ち､かつ多機能な分子であるプロテオグリカンの存在は､生命の多様性､特

に発生､分化､個体差などを含めた多細胞動物の多様性を考える上でとても興

味深い｡

軟骨のプロテオグリカンであるアグリカンは現在､最も研究が進んでいるプ

ロテオグリカンの1つであり､軟骨に特徴的に含まれ､その組織乾燥重量の約

50%を占める｡アグリカンに結合している多数のコンドロイチン硫酸鎖などが

大量の水を吸収しゲルを形成する｡これにより軟骨は圧縮に耐えるという特有

(3)



二糖繰り返し単位

A B
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Fig.卜1.Structuresofglycosaminoglycans(2).
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の性質を与えられる｡アグリカンのコアタンパク質は､他の細胞外マトリック

ス分子と同様に周囲のマトリックス成分と結合する性質を持つ｡すなわち､ア

ミノ末端側の球状ドメインでリンクタンパク質とともにヒアルロン酸と結合す

ることが示されており､また､カルポキシル末端側の球状ドメインは､コラー

ゲンの持つガラクトース残基など､様々な分子の糖残基と結合する可能性が示

唆されている｡このようにアグリカンは､そのコアタンパク質で他の周囲の分

子と結合し､軟骨に特有な細胞外マトリックスを構成する｡生体内にはコンド

ロイテン硫酸鎖を持つプロテオグリカンは他にもたくさん存在するが､コアタ

ンパク質の結合活性が異なるため､アグリカンのように軟骨のプロテオグリカ

ンとしては機能できないと思われる｡各組織はそれぞれ異なる細胞外マトリッ

クスを持っており､その構成分子と結合することのできるコアタンパク質を持

つプロテオグリカンだけが特定の場所の細胞外マトリックス構成分子となれる

のだろう｡グリコサミノグリカン鎖の種類は同じでもコアタンパク質が異なる

様々なプロテオグリカンが存在するのはこの理由によると考えられる｡プロテ

オグリカンの機能をこのように考える時､グリコサミノグリカン鎖の活性と同

時にコアタンパク質の性質にも注目する必要があり､近年､主にcDNAクロー

ニングにより進められるコアタンパク質の解析の意義の1つはここにある｡

一般に組織の細胞は､それぞれに特有の細胞外マトリックスに囲まれ､その

機能を調節されているが､細胞外マトリックス分子の中にはその発現が場所的､

時間的に制御されているものがある｡それらは特に発生､分化において重要な

働きをしていると考えられ､多くの研究者の注目の的になっている｡そのよう

な分子の例としてプロテオグリカンーM(PG-M)とプロテオグリカンーIb(PG-

Lb)があげられる｡両分子の特異的な発現パターンから､これらの軟骨分化へ

の関与が示唆されている｡

四肢の発生系はパターン形成の機構を研究するのに最も適した実験系の1つ

である｡四肢は肢芽とよばれる前後2対の間充織のふくらみから形成される｡

脊椎動物の四足類では四肢のパタレン形成は基本的に同じあるが､実験が容易

(5)



に行えることからこの研究は主にニワトリ胚の肢の発生系で行われてきた｡四

肢のパターンは､最初に軟骨のパターンとして出現する｡この軟骨が後に骨に

なることから､四肢のパターン形成の理解のためには､まず第一に軟骨分化の､

特に分子レベルでの理解が必要であると考えられる｡

肢芽は中胚葉の細胞から構成されており､ニワトリ肢芽は､翼では発生段階

16､脚では発生段階17において出現する｡その後､肢芽は伸長増大し､長さ

と幅がほぼ同じになる発生段階23(保温4日目)において肢芽間充織の中央部に

細胞密度の高い領域が現れる(Fig.1-2)｡これが間充織凝集であり､この部位

の細胞が後に軟骨へと分化することから､この細胞凝集は軟骨分化にとって非

常に重要な現象であると考えられている｡軟骨分化の過程で発現されるプロテ

オグリカンを調べたところ､軟骨が形成される前の肢芽では軟骨のプロテオグ

リカンであるアグリカンとは明らかに異なるコアタンパク質を持つ大型コンド

ロイテン硫酸プロテオグリカンが存在することが明らかになった｡これがPG-

Mであり､フィブロネクチン､Ⅰ型コラーゲン､ヒアルロン酸などとともに､

この段階の肢芽間充織の主要な細胞外マトリックス成分である｡抗PG-M抗体

を用いた免疫組織学的研究から､PG-Mは肢芽の間充織凝集部位に特異的に発

現し､軟骨の成熟とともに消失することが明らかとなった｡このように凝集部

位において一過性に発現する細胞外マトリックス分子は大変珍しく､間充織凝

集および軟骨分化へのPG-Mの関与が示唆される(4)｡また､実際に精製PG-

Mは血v九mにおける肢芽間充繊細胞の軟骨分化を促進する(5)｡これにはPG-

Mのコンドロイチン硫酸鎖の細胞接着阻害活性が関与していると考えられてい

るが､同時にこの活性にはコアタンパク質の存在が不可欠であることも明らか

になっている(6)｡間充繊細胞から分化した軟骨は､次いで四肢の基部一先端

部方向に沿って全体が棒状形態をとり､形態的に異なる細胞から成る3種類の

細胞層がその両端に現れる(Fig.1-2)｡先端に近い､丸く小さい細胞の層

(ゾーン1)では､細胞は活発に増殖し､軟骨は長軸方向に伸びていく｡中心部

の大きく肥大した細胞の層(ゾーン3)では骨化が進み､やがて両端の軟骨を

(6)



発生段階 保温期間

I l
17 (52～64時間)

20 (3～3.5日)

23 (4日)

24 (4.5日)

25 (4.5←5日)

28 (5.5～6日)
●ニ.;-.;

Fig.卜2.Cartilagedevelopmentinchicklilllbbuds(3).
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残して全体が骨へと置き換わる｡これらの間の細胞層(ゾーン2)は扁平な細

胞から成るが､この領域には小型デルマタン硫酸プロテオグリカンであるPG-

Lbが特異的に発現しており､特に細胞形態および軟骨分化との関連が示唆さ

れている(7)｡PG一山のコアタンパク質はロイシンリッチプロテインファミリー

に属し､特にその中でオステオグリシンと相同性が高い(8)｡オステオグリシ

ンは最初にウシの骨から単離された糖タンパク質であるが､ヒトとウシで

cDNAクローニングが行われているだけであり､また､生物学的機能､生体内

分布などについては全くわかっておらず､研究の進展が待たれるところである｡

TGF-βは軟骨分化に関与しているとされ､また､TGトβファミリーに属する

アクチビンやbonemorphogeneticprotein(BMP)は軟骨分化において間充

織細胞の凝集を促進することが知られている｡このようにTGF-βファミリー

の成長因子は間充織凝集と軟骨形成に必要な因子と考えられる(9)｡TGF-βは

いくつかのプロテオグリカンのコアタンパク質に結合することが知られており､

それらにはデコリン､バイグリカンおよびフィブロモジュリンのコアタンパク

質が含まれる(10)｡これらのコアタンパク質はオステオグリシンと同様にロ

イシンリッチプロテインであり､正確なTGトβ結合部位はまだ決定されてい

ないが､TGトβがオステオグリシンと結合する可能性は充分にある｡この結

合がTGF-βによる軟骨分化の促進を制御していることも考えられ､また､

PG-Lbとの分子構造の類似性からオステオグリシンが直接に軟骨分化に関与

していることも予想される｡

本研究では軟骨分化に関与すると考えられるPG-Mおよびオステオグリシン

の構造と機能に関する研究を行った｡肢芽のプロテオグリカンであるPG-Mの

コアタンパク質の活性に注目し､そのカルポキシル末端領域に存在するレクチ

ン様ドメインの糖結合活性を調べるとともに､この結合に対する肢芽内のリガ

ンドの探索を行った｡その上でPG-Mコアタンパク質の軟骨分化への関与､特

にカルポキシル末端領域のレクチン活性の間充織凝集への寄与について考察し

た｡オステオグリシンについては､今後の研究のための基礎データを蓄積する

(8)



目的でマウスのオステオグリシンのcDNAクローニングを行い､また､その組

織分布について検討した｡
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第2章

プロテオグリカンーM(PG-M)のカルポキシル末端街域に

存在するレクチン様ドメインの糖結合活性

序 論

PG-Mは､ニワトリ肢芽の間充織凝集部位において特異的に発現し､軟骨の

形成とともに減少することが示されている大型コンドロイチン硫酸プロテオグ

リカンである(1,2,3)｡このような時間的､空間的に制御されたPG-Mの発現

は､この分子が間充織凝集部位において一時的に形成される特殊な細胞外マト

リックスの構築に関与し､軟骨分化において重要な役割を担っていることを示

唆する｡ニワトリPG-Mのコアタンパク質のcDNA解析の結果から推定される

アミノ酸配列より､そのアミノ末端領域にはヒアルロン酸結合領域､そしてカ

ルポキシル末端領域には2つの上皮成長因子(EGF)様ドメイン､1つのC型

レクチン様ドメインおよび1つの補体制御タンパク質(CRP)様ドメインの存

在することが明らかとなった(4)｡これらのドメインはヒト繊維芽細胞の大型

コンドロイチン硫酸プロテオグリカンであるバーシカンの対応するドメインに

それぞれ非常に高い相同性を示す(5)｡PG-Mにはコンドロイチン硫酸付着領

域における選択的スプライシングによりコアタンパク質の長さが異なるいくつ

かの分子型の存在することが知られており､バーシカンはその一例であると考

えられる｡つまり､ニワトリのPG-Mの両末端領域に存在する各ドメインのア

ミノ酸配列は､ヒトのバーシカンとの間でよく保存されているが､コンドロイ

テン硫酸付着部位の配列は相同性が低く､選択的スプライシングにより変化す

る｡このように進化の過程でよく保存された領域は､PG-Mの持つ生物学的機

能にとって非常に重要であると予想される｡特にC型レクチン様ドメインと

CRP様ドメインでは､ヒトとニワトリの間でアミノ酸配列の相同性がそれぞれ
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96%および93%と極めて高く､注目に値する｡これまでの研究により､ニワト

リおよびヒトのPG-Mについてアミノ末端領域のヒアルロン酸結合能が確めら

れている(2および6)｡しかしながら､PG-Mのカルポキシル末端領域の機能は

現在までのところ全くわかっていない｡

軟骨の主要なプロテオグリカンであるアグリカンのカルポキシル末端領域に

もEGF様ドメイン､C型レクチン様ドメインおよびCRP様ドメインのセットが

見いだされる｡そして､止=ノイrro発現系により発現させたラットのアグリカン

のカルポキシル末端領域は糖結合能を有することが認められた(7,8)｡また､

糖認識によりリンパ球や白血球の細胞接着に関与する膜タンパク質であるセレ

クチン類(L-､P-およびE-セレクチン)もこれらのドメインのセットを有して

いる｡ただし､セレクチンではPG一丸･iやアグリカンと異なり､レクチン様ドメ

インはアミノ末端側に位置し､これにEGF様ドメインとCRP様ドメインが続

く構造になっている(9-13)｡これまでに各セレクチンに対する様々な糖鎖リ

ガンドが同定されている｡さらに､L-およびP-セレクチンはスルファチドに

結合し(14,15)､L-セレクチンはある種の硫酸化糖鎖リガンドを認識すること

が示されている(16-18)｡これらの結果から､PG-Mコアタンパク質のカルポ

キシル末端領域はレクチン活性を示し､硫酸基を持つ糖にも親和性を有するこ

とが予想された｡最近の研究によりL一セレクチンがカルシウム依存的にヘパ

リンと結合することが見いだされた(19)｡そこで今回､固相化された糖およ

び硫酸化グリコサミノグリカンに対するPG-Mのカルポキシル末端領域の結合

活性をグルタチオン5-トランスフエラーゼ(GST)融合タンパク質発現系を用

いて調べてみた｡
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実験材料および実験方法

発現プラスミドの構築

PG-Mコアタンパク質のカルポキシル末端側の307アミノ酸残基(EGF-

EGF-1ectinpCRP)をコードするBamHI-Dl?IcDNA断片(1.2kb)(4)を末端

を平滑末端としてGST融合タンパク質発現ベクターであるpGEX-3X

(PharmaciaBiotechInc.)のSmaI部位に挿入した｡この組換えプラスミドを

大腸菌JMlO9株に導入することにより得られる形質転換細胞のうち､上記の

1.2kbのcDNA断片をプローブとして用いるコロニーハイプリグイゼーション

および発現される融合タンパク質の大きさを調べることにより目的のクローン

を選択した(20)｡上記と同様な方法で､BamHトHIndIIcDNA断片(207ア

ミノ酸残基､EGF-EGF-1ectin)あるいは抽〕dIトD173IcDNA断片(99アミノ

酸残基､CRP)(4)をpGEX-3Xに組み込み､目的とする形質転換細胞を得た｡

また､PG-Mのレクチン様ドメインだけをコードするcDNA断片(128アミノ酸

残基､位置3330-3457､1ectin)(4)をPCRにより調製し､上記と同様に形質

転換細胞を得た｡CDNA断片が挿入されていないpGEX-3Xを持つ形質転換細

胞も同時に得た｡

融合タンパク質の調製

得られた形質転換細胞(組換えpGEX-3Ⅹプラスミドを持つ大腸菌几4109株)

を30nュ1のLB/アンピシリン培地中で培養した(37℃､12時間)｡これを1リッ

トルのLB/アンピシリン培地に加え､37℃で培養液のA6｡｡の値が0.6-0.7にな

るまで培養した｡そして0.1nュMのイソプロピルートチオーβ-D-ガラクトピラノ

シドを添加して融合タンパク質の発現を誘導した｡さらに37℃で4時間培養し

た後､遠心分離により菌体を回収した｡この菌体を冷PBS(137mMNaCl,

2.7mMKCl,1.5mMIくH2PO4,8.1mMNa2HPO4,pH7･4)/1%(w/v)

TritonX-100に懸濁して超音波処理を行った｡これを遠心分離し(10,000×
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g,4℃,10分間)､上清からグルタチオンーセファロース4Bカラムを用いて

GST融合タンパク質あるいはGSTを精製した｡溶出液を25mMTris-HCl,pH

7.5に対して透析した後､アフィニティークロマトグラフィーに使用した｡

SDS-PAGEおよびイムノブロッテイング

精製GST融合タンパク質およびGSTのSDS-PAGE後(21)､CBB染色あるい

はニトロセルロース膜へのブロツティングを行った(22)｡ブロツティング後

の膜をPG-Mレクチン様ドメインを認識するポリクローナル抗体である抗レク

チン様ドメイン抗体で染色した(4)｡

アフィニティークロマトグラフィーー

糖-セファロース(マンノビオースーセファロース､ラクトースーセファロー

ス､フコースーセファロレスおよびキトオリゴーセファロース(HonenCorp.,

Tokyo,Japan)､各1ml)あるいはヘパリンーセファロース(Pharmacia

BiotechInc.)(1ml)のカラムを使ってGST融合タンパク質およびGST(0.5

ml;125mMNaCl,10mMCaC12,25mMTris-HCl,PH7･5)のアフィニ

ティークロマトグラフィーを行った｡カラムは開始バッファー(125mM

NaCl,10mMCaCl2,25nlMTris-HCl,PH7.5)で平衡化し､また､阻害実験

では単糖類あるいはグリコサミノグリカンを開始バッファーと試料に添加した｡

試料溶液をアプライした後､カラムを2.51111の開始バッファーで洗浄し､次い

で溶出バッファー(125mMNaCl,2.5mMEDTA,25mMTris-HCl,PH7.5)

で溶出を行った｡各画分(0.5ml)を回収し､それらの一部をSDS-PAGEと銀

染色により分析した｡VIDASビデオデンシトメーター(CarlZeiss,

Oberkochen,Germany)を使ってそれぞれのバンドを解析した｡

グリコサミノグリカンが､その還元末端でゲルに結合しているグリコサミノ

グリカンーセファロース(23,24)を用い､上記と同様の方法で融合タンパク質

の結合活性を調べた｡ただし､この場合のアフィニティークロマトグラフィー
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は0.02%(＼八′′v)′rritorlX-100存在下で行った｡
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結 果

PG-Mのカルポキシル末端領域を含むGST融合タンパク質の調製

PG-Mのカルポキシル末端領域の異なるドメイン構造を含むGST-PG-M橘虫

合タンパク質を大腸菌内で発現させ､可溶性の融合タンパク質として精製した｡

その結果､GSTTEELCおよびGST-EEL(Fig.2-1参照)だけが可溶性タンパク

質として回収された｡これらのSDS-PAGEおよびイムノブロッテイングの結

果をFig.2-2に示す｡CBB染色により､これらの精製融合タンパク質が予想さ

れる大きさであることが示された(Fig.2-2A)｡また､抗レクチン様ドメイン

抗体と反応することから､この2種の融合タンパク質がPG-Mのレクチン様ド

メインを含んでいることが確認された(Fig.2-2B)｡CRP様ドメインだけ

(GST-C)､あるいはレクチン様ドメインだけ(GST-L)を含む融合タンパク質

はどちらも可溶性タンパク質として回収されなかった(結果は示していない)｡

PG-Mのカルポキシル末端領域の糖結合活性

精製GST-PG-M融合タンパク質(GST-EELCおよびGST-EEIJ)の糖結合活

性を糖-セファロース(マンノビオースーセファロース､ラクトースーセファロー

ス､フコースーセファロースおよびキトオリゴーセファロース)を用いたアフィ

ニティークロマトグラフィーにより調べた｡カルシウム存在下で糖-セファロー

スに結合したタンパク質をEDTAの添加により溶出した｡非結合画分および結

合画分のタンパク質をSDS-PAGEおよび銀染色により分析したところ､GST-

EELCは各種糖-セファロけスに対し､カルシウム依存的な結合を示すことが

判明した(Fig.2-3,A-D)｡デンシトメーターーを用いて染色されたタンパク質

バンドの量を測定した結果､GST,EELCはフコースーセファロースあるいはキ

トオリゴーセファロースよりもマンノビオースーセファロースおよびラクトース

ーセファロースに対し､より高い親和性を示すことが明らかとなった(Tbble

2-1)｡これは単糖類を用いた結合阻害実験によっても証明された｡すなわち､

(15)



0 3000 3562

aminoacids

卑ppG･M画
GST

GST.EELC

GST.EEL

Fig.2-1.SchematicstructuresofPG-Mcorepl-Otein(top)andexpressed

fragments(bottom).TheclomainorganizationofPG-Mcoreproteinisindicatedby

boxesasfouows;hyalul･Onan-bindingregion(HABR),epi(lermalgrowthfactor-1ike

(EGF),lectin-Like(LECTIN),an(lconlplementregし1latoryprotein-1ike(CRP)domains･

GAGandGSTrepresenttheglycosalllinoglycan-attaChmentregionandglutathioneS-

tl-anSferase,reSpeCtrively.ThenumberofanlinoacicIsisin〔1icatedatthetop･Thetwo

GSTfusionproteins,inclucling(luI〕1icateEGトIike,1ectin-1ike,andCRP-1ikedomains

(EELC)an(l(luI)1icateEGトIikean〔Llectin-1ike(loITlains(EEL),areShownatthe

bottonl.
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Flg.2-2.ExpressionandpurificationofGST-PG-Mfusionproteins.Thetwo

glutathione-SepharoseLPUrifie⊂1GST-PG-Mfusionproteins(GSTrEELCandGSTEEL,

seeFig.2-1)andGSTwereelectrophorescdonalO%(laneslan(12)or12%(1ane3)

SDSrpolyaerylami⊂1egelandthenstainedwithCBB(却ortransferredtoa

nitroceuuloselllembl･ane.ThenlembrEuleWaSStainedwi[hantiLlectin-1ikedomaln

ant,it)Ody,pOlycloIlalanLiL)OdiesLoapel)ti(lcencodedinPG-McDNA(amlnoacid

residues3395-3414)(4)(B).1_且nel,GST-EELC;1ane2,GST-EEL;1ane3,GST.The
bandsat62and51kDacorrespondtoGST-EELCandGST-EEL,reSpeCtively.¶ュe

bandat27kDacorrespon(lstoGST.Theotherbandsarefl-OmCOntaminants･

Molecularmassmal･kersareshowntotheLeftofeachal~rOW.
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Flg.2-3.AffinitychronlatOgl･aPhyofGST-PG-Mfusionproteinonlmmobllized

cartx)hydrates.PurifiedGST-PGJufusionpl-Oteln(GST-EELC,SeeFlg.2-1)was

appliedtothec01しImnSCOntainingval-10uSCarbohydrate-immobluzedgeLs(Ar功･After

awashwithloadingbuffer(10111MCa2+,fractions2-6),thecolumnswereelutedwith

elutionbuffer(2.5nlMEDTA,fr･aCtions7-11).FractionswereanalyzedbySDSrPAGE
inlO%aclγ1amide.Proteinsweredetectedbysilverstaining･Competingsugarswere

presentattlleindicaterlconcentl･ationsinthesanlPleandloadingbuffer.Affinity

chromatograr)h〉･Of[heghltathionerSepharose-Pし1rifiedGSTwaspel●formedas

describedabove(E).Frac[ionsヽ＼′el･eana】yze亡IbySDS-PAGEin12%acrylamide･

ProteinsweredetectedbyCBBs【ailling.Thesameresul[swereobtainedwithfour

differentcarbohydl･ate-immol)ilize(LSel)harosegelsteste〔1,
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Tablc2-1

BindingorGST-PG-MfusionproLeintoimmobilizedcarbohydrates

Bindingof'GST-EELCfusionproLcin(SeeFig.2-1)tovarioussugaトSepharoses

wasdeterminedasdescribedunder"MalCrialsandMethods.‖Resultsshownrepresent

themeanofduplicatedeterminal′ionsandareexpressedaspercentageoftotalrecovered

PrOtein･
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マンノビオースーセファローースあるいはラクトースーセファロースに対する

GST-EELCの結合を完全に阻害するには500mMのD-マンノースあるいはD-

ガラクトースの添加が必要であったが(Fig.2-3,AおよびB)､フコースーセファ

ロースあるいはキトオリゴーセファロースヘの結合を阻害するには200mMの

単糖類の添加で充分であった(結果は示していない)｡また､これらの阻害実験

の結果はGST-EELCの根上セファロースヘの結合がセファロース部分ではなく

糖部分に依存したものであるということを示している｡

今回の結合実験に用いた融合タンパク質の中のPG一入′′Ⅰのカルポキシル末端領

域以外の部分､すなわちG-S′r部分の結合活性も同様のアフィニティークロマト

グラフィーにより調べた｡その結果､GS′I｢は､これらの糖-セファロースには

全く結合しないということが明らかとなり(Fig.2-3E)､観察されたGST-

EELCの糖結合活性はPG-Mコアタンパク質のカルポキシル末端領域の部分に

よるものであることが判明した｡

I:セレクチンのCRP様ドメインはレクチン活性に関与していることが見い

だされているので(25)､PG-Mについてもカルポキシル末端領域の糖結合活性

におけるCRP様ドメインの役割について調べた｡このために､CRP様ドメイ

ンを欠く融合タンパク質であるGST-EElノのアフィニテイ､一クロマトグラ

フィーーをGSTrEEl,(二の場合と同様に行ったところ､GST,EELには糖結合能は

全く認められなかった(r:ig.2-4)｡よって､PG一人/1のCRP様ドメインはカルポ

キシル末端領域の糖結合活性に重要な役割を担っていると考えられる｡しかし､

ラットのアグリカンではレクチン様ドメインだけでも弱いながらカルシウム依

存性の糖結合活性を示すことが報告されている(8)｡この違いが何に起因する

のかは現在までのところまだよくわかっていない｡

PG--Mのカルポキシル末端領域のヘパリンおよびへパラン硫酸結合能

PG一人.･4のカルポキシル末端領域のヘパリン結合能を､まず市販のヘパリンー

セファロースを用いたアフィニテイ､一クロマトグラフィーで調べた｡GST-
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Sugar･Sepharose

Ca2十 EDm

Flg.2-4.EffectofCRP-1ike〔･lomail10rPGAMoncarl:氾hydrate-blndirlgaCtlvity･

Affinitychl･0111atOgraphyofpul･ifie⊂lGSTEELfusionprotein(seeFig･2-1)was

performedasdescril貨dinFig･2-3･Thearrowindlca亡esthemigratior)pOSitionofthe

GST-EELfusionprofein.TheoHlerbandsarefr0111COntaminants.Thesameresults

wereobtaine〔1withfoLll･(liffel･entCarbohy⊂lratevirnmob11lzedSepharosegelstested

(mannobioseLSepharose,lactose-Sephar･OSe.fucose-Sepharose,andchit∝〉ligo-

Sepharose).
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EELCは糖-セファローースの場合と同じ条件でカルシウム依存的にヘパリンーセ

ファロースに結合したが､GST-EELおよびGSTは結合しなかった(Fig.2-5,

A,D,およびE)｡GST-EELCのヘパリンーセファロースヘの結合は5mg/mlの

ヘパリンの添加により阻害されたが(Fig.2-5B)､500汀1入′ヰの単糖類の添加

(Fig.2-5C)あるいは5mg/1111のコンドロイチン硫酸や5mg/mlのデキストラ

ン硫酸の添加(結果は示していない)ではほとんど阻害されなかった｡

ヘパリン､へパラン硫酸あるいはコンドロイテン硫酸が､その還元末端でセ

ファロースビーズに結合している:う種類のグリコサミノグリカンーセファロー

スを使ってアフィニティークロマトグラフィーを行い､GST-EELCのグリコ

サミノグリカンに対する親和性を調べた｡GST-EELCはヘパリンおよびへパ

ラン硫酸に対し､はぼ同じ親和性でカルシウム依存的な結合を示したが､コン

ドロイテン硫酸にはほとんど結合しなかった(Fig.2-6)｡GST-EELおよび

GSrrはこれらのグリコサミノグリカンーセファローースには結合しなかった(結

果は示していない)｡

(22)



A (;Sl･.EELC

EDn

Heparin･Sepbarose

BGST･EELC(◆5m如川eparin)

Cさ2◆ mm

CGST.EELC(.500mMMan｡,Gall

C■2◆ ED℡A

2 ヨ 4 5 6 7 8 91011 2 3 4 5 6 7 8 91011 2 3 4 5 6 7 8 91011

D GST.EEL

EDm

GST

Ca2◆ EDm

ーt■-

Flg.2-5.Affi】1itychronlatOgral)11yOfGST-PG-MfusioIIPl-Oteinsonheparin-

Sepharose,Purifie(LGSTbEELCfusionprotein(seeFig.2-1)wasappuedtoheparln-

SepharoseL4-C).Aft.era､VaShw汀hloadingl)Llffer(10mMCa2',fractions2-6),the

columnswereelute(1withelut10nbuffer(2.5mMEDTA,fractlons7-11).Fractions

wereanalyzedbySDSLPAGEinlO%acrylami⊂1e.Proteinsweredetectedbysliver

staining.1nBandC.5mg/mlher)arinand500mMmonosaccharideswerepresentb

thesamplearldloadingbuffel▲,reSpeCtively.FractionsinBwereanalyzedbySDS-

PAGEafterprecipltationwithtrichloroaceticacid.Affinitychromatographyofpurlfled

GSTrEELprotein(seeFig.2-1)an(1r仙･ifiedGSTwasper[ormedasdescribedabove(か

an(lE,reSI光e[i＼′el〉･･).FraぐしioHSWel-CanalyzedbySDS-PAGEinlO%(D)or12%(E)

acrylamLde.Proteinswere(letecLedl〕ySil＼′erStailling(D)0Ⅰ一CBBstalning(8･The

arrowindicatesthemigratio)lpOSitionof【heGST-EELl)L･Otein.Theotherbandsare

fromcontaminants.

(23)



A

HS-Sepharose

Ca2◆ Eロ℡且

Heparin･Sepharose

Ca2◆ m℡A

CS･Sepharose

Ca2◆ EDTA

Flg.2L6.Affini(_yChrollla〔OgraPhyofGST-PG-Mfusionpro仁einon

glycosaminoglycaI十COlljしIgate〔LSeI)harosegels.Pし1rifiedGST-EELCfusionproteln

(seeFig.2-1)wasappliedtothecolulllnS(1ml)ofheparansulfate(HS)-,heparln-,and

chondroitinsし11fate(CS)LCOl刃ugate〔1Sephal-OSe6Bgelswhichwel･epreparedbythe

methoddescril二杷dulr(ler"Matel-ialsan(lMetho⊂Ls.‖Afterawashwithloadhgbuffer

(10111MCa2+,fl･aCtions2L6),thecolum)lS＼Vereelutedwithelutionbuffer(2.5mM

EDTA,fractions7-11).AllthesoIu[ionsillCludedO.02%(w/v)TritonX-100･Fractlons

wereanalyze(1bySDSrPAGEinlO%acIYlamide,Prot･einsweredetectedbysilver

Staining.

(2∠1)



考 察

PG-Mコアタンパク質のcDNA解析により､そのカルポキシル末端領域に2

つのEGF様ドメイン､1つのC型レクチン様ドメイン､そして1つのCRP様ド

メインの存在することが明らかにされている(4)｡類似のドメイン構造を有す

るタンパク質は他にもいくつか見いだされており､例えばセレクチン類(9-

13)､アグリカン(26,27)､ニューロカン(28)などがあげられる(Fig.2-7)｡

セレクチンとアグリカンについては､このドメイン構造がカルシウム依存的な

糖結合能を有することが示されており(7,8,16,17,29,30)､また､セレクチ

ンの中にはスルファチドや硫酸化糖鎖のような硫酸基を持つ分子に親和性を有

するものも知られている(14-19)｡今回の研究によりPG-Mコアタンパク質の

カルポキシル末端領域がカルシウム依存的に数種の糖､ヘパリンおよびへパラ

ン硫酸に結合するということを初めて明らかにした｡

PG-Mコアタンパク質のカルポキシル末端領域を含むGST融合タンパク質

(GSTEELC､Fig.2Tl参照)は､フコースや八トアセテルグルコサミンよりも

マンノースおよびガラクトースに強く結合した(Fig.2-3およびTable2-1)｡

肺表面活性物質のタンパク質であるSP28-36もC型レクチン様ドメインを有

するタンパク質であり､同様に幅広い糖結合特異性を示す(31)｡発現系､検

定法およびドメイン構造が異なるが､ラットのアグリカンではカルポキシル末

端領域はマンノースや∧トアセテルグルコサミンよりもフコースやガラクトー

スに高い親和性を示した(7,8)｡Drickamer(32)が糖認識ドメインに見られ

る配列のうちで､糖結合特異性を支配するとして報告したアミノ酸残基につい

てはPG-Mとアグリカンでは同じであるが､両者の糖結合特異性はこのように

同一ではなく､他にも重要なアミノ酸残基が存在することを示した｡

PG-Mコアタンパク質がこの糖結合能により結合する肢芽内のリガンドは今

のところ不明であるが､その実体の解明は大変興味のもたれるところである｡

フィブロネクテンや1型およびIlI型コラーーゲンも胚肢芽の間充織凝集部位の主

(25)
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要な細胞外マトリックス成分であり(33)､これらは糖タンパク質であること

が知られている｡フィブロネクテンはアスパラギン結合型糖鎖を持っており

(34-36)､コラーゲンもそのヒドロキシリシンに結合したガラクトース残基を

持っている｡これらの糖はPG-Mコアタンパク質のリガンドとして機能してい

るかもしれない｡実際に､精製したPG-MはフィブロネクテンとⅠ型コラーゲ

ンに結合する(37)｡ニワトリ肢芽の間充織凝集部位が特異的にピーナッツア

グルチニン(PNA)により染色されることが報告されており(38)､PG-Mコア

タンパク質がこのPNA結合性糖鎖とも相互作用しているかもしれない｡さら

に､ニワトリ胚から単離したβ-D-ガラクトシド結合性レクチンが止=舟行0にお

いて軟骨分化を促進するということが報告されており(39)､PG-Mコアタンパ

ク質のカルポキシル末端領域のレクチン活性が軟骨分化に関与している可能性

が示唆される｡

今回､PG一入･ヰコアタンパク質のカルポキシル末端領域がヘパリンおよびへパ

ラン硫酸にカルシウム依存的に結合することも見いだした｡最近､L-セレク

チンのヘパリンに対するカルシウム依存的な結合が報告された(19)｡PG-Mコ

アタンパク質のカルポキシル末端領域のヘパリンに対する結合はヘパリンの添

加により阻害されるが(Fig.2-5B)､コンドロイチン硫酸やデキストラン硫酸

ではほとんど阻害されない｡これらの結果は､この相互作用がヘパリンに特異

的であり､単に陰イオンの影響によるものではないことを示す｡また､この結

合はマンノースやガラクトースなどの単糖類でははとんど阻害されないことか

ら(Fig.2-5C)､PG-Mレクチン様ドメインのヘパリンに対する結合部位と単

糖類に対する結合部位は同一ではないと考えられる｡PG-Mコアタンパク質の

カルポキシル末端領域はへパラン硫酸とも同様に結合するので(Fig.2-6A)､

PG一人･4は肢芽内でへパラン硫酸プロテオグリカンとも結合しているかもしれな

い｡PG-Mがしばしば基底膜に存在することが見いだされているが(3,40)､

PG-Mは基底膜の主要成分であるⅠⅤ型コラーゲンやラミニンには結合しないた

め(37)､へパラン硫酸プロテオグリカンであるパールカンが基底膜内のPG-M

(27)



のリガンドとして機能していると考えられる｡また､フィブロネクチンは2つ

のヘパリン結合ドメインを有しているので(41)､へパラン硫酸を介してPG-M

とフィブロネクチンが結合し､3者が複合体を形成している可能性も考えられ

る｡

PG-Mでは､レクチン様ドメインと同様にCRP様ドメインもヒトとニワトリ

の間で非常に高いアミノ酸配列の相同性(93%)を示す(4,5)｡さらに､アグリ

カンのEGF様ドメインとCRP様ドメインは選択的スプライシングによる制御

を受けることが報告されているが(26)､PG-Mではこのような制御は今のとこ

ろ見いだされていない｡以上のことから､PG-MのCRP様ドメインは重要な機

能を有する欠くことのできないドメインであると予想される｡実験の結果､

CRP様ドメインを欠くGST-PG-M融合タンパク質(GST-EEL､Fig.2-1参照)

には糖､ヘパリンおよびへパラン硫酸に対する結合活性はないことが明らかに

なった(Figs.2-4および2-5D)｡今回の結果と同様に､L-セレクチンでもCRP

様ドメインの除去でレクチン活性が消失するということが報告されている

(25)｡

セレクチンではEGF様ドメインがリガンド認識や細胞接着に重要な役割を

はたしていることが報告されており(⊥12-45)､PG-MのEGF様ドメインもレク

チン活性に関与しているかもしれない｡

今回､PG--へ･Jコアタンパク質のカルポキシル末端領域に存在するC型レクチ

ン様ドメインの糖結合能を証明し､また､ヘパリンおよびへパラン硫酸への結

合を見いだした｡PG-Mは細胞接着阻害活性(46)や他の細胞外マトリックス

分子に対する結合活性(2,37)を示すことも報告されており､以上のような活

性を通してPG-Mが肢芽の間充織凝集に寄与していると考えられる｡

(28)



要 約

PG-Mはニワトリ肢芽の間充織凝集部位において一過性に発現する大型コン

ドロイテン硫酸プロテオグリカンであり､CDNA解析の結果から､そのコアタ

ンパク質のカルポキシル末端領域にはEGF様､C型レクチン様およびCRP様ド

メインの存在することが明らかとなっている｡そのカルポキシル末端領域を

GST融合タンパク質として大腸菌内で発現させて精製した｡この精製融合タン

パク質のアフィニティークロマトグラフィーを行い､糖結合活性を調べた結果､

PG-Mのレクチン様ドメインはカルシウム依存的にD-マンノース､D-ガラク

トース､レフコースおよび八トアセチルーD-グルコサミンに結合することが示

された｡また､ヘパリンおよびへパラン硫酸に対するカルシウム依存的な結合

も見いだした｡さらに､CRP様ドメインの除去によりレクチン活性が失われる

ことから､このドメインもPG-Mのカルポキシル末端領域における糖認識構造

の形成に寄与していると考えられた｡
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第3章

PG-Mのレクチン様ドメインが示す糖結合特異性および

そのリガンド

序 論

ニワトリ肢芽における軟骨形成の特徴の1つは､発生段階23における間充

織凝集がその始まりとなることである｡この間充織凝集は､続いて起こる軟骨

分化に不可欠であり､正確な骨格のパターン形成にとって重要な現象であると

考えられている｡よって､間充織凝集は高度に組織化された分子機構により時

間的､空間的に制御されているはずである(1)｡

PG-Mは､最初にニワトリ肢芽から単離され(2)､また､発生段階23におけ

る肢芽の間充織凝集部位の主要な細胞外マトリックス成分であることが示され

た(3)｡PG-Mは軟骨の形成とともに減少し(3)､代わって軟骨に特徴的なプロ

テオグリカンであるアグリカンが急激に増加する(4)｡このような時間的､空

間的に制御された発現から､PG-Mは問充織凝集部位の特徴的な細胞外マトリッ

クスの構築に関与していると考えられている｡PG一入･4は肢芽の細胞外マトリッ

クス成分であるヒアルロン酸､フィブロネクチンおよびⅠ型コラーゲンと結合

することが示されている(5-7)｡以上のことからPG-Mは他の細胞外マトリッ

クス分子との相互作用を通して間充織凝集および軟骨分化の制御に関わってい

ると考えられる｡

PG-Mコアタンパク質のカルポキシル末端領域には進化の過程でよく保存さ

れたEGF様､レクチン様､およびCRP様ドメインが存在する(8-10)｡アミノ

末端領域に存在するヒアルロン酸結合領域の活性はよく研究されており(2,

11)､また､第2章に述べられているようにレクチン様ドメインの糖結合活性
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も明らかにされている(12)｡しかし､このPG-Mのレクチン様ドメインが結合

する肢芽内のリガンドについては研究されておらず､まったく不明である｡

Aulthouseら(13)は､ニワトリ肢芽の間充織凝集部位に特異的にPNA結合

性分子が出現することを報告している｡さらにニワトリ胚のβ-D-ガラクトシ

ド結合性レクチンが止=亮け0において軟骨分化を促進することが知られている

(14)｡これらのことからPG-Mのカルポキシル末端領域が示すレクチン活性の

間充織凝集への関与が示唆される｡

この章ではPG一入･4コアタンパク質のカルポキシル末端領域のオリゴ糖鎖に対

する結合活性について述べる｡大腸菌発現系および動物細胞発現系を用いて糖

タンパク質糖鎖に対する結合特異性を調べ､さらに肢芽内でレクチン様ドメイ

ンが結合するリガンドを探索し､PG-Mのカルポキシル末端領域の間充織凝集

における役割について議論する｡
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実験材料および実験方法

発現プラスミドの構築

ニワトリPG-Mのコアタンパク質のカルポキシル末端領域の307アミノ酸残

基(EGF-EGF-lectin-CRP)をコードするBamHI-DmIcDNA断片(8)の末

端を平滑末端とし､これをpGEXT3X(PharmaciaBiotechInc.)のSmaI部位

に組み込んだ(12)｡得られた組換えpGEX-3XのGSTをコードする領域の5'

末端をEcoNIにより切断し､末端を平滑末端とした｡pMA加he(ナSプラスミ

ド(Clontech,PaloAlto,CA)をSmaIで消化した｡消化断片を2%BIOGELア

ガロースゲル電気泳動(BIOlOl,IAJolla,CA)により分離し､組織プラスミ

ノーゲンアクチベーーターー(卜PA)のシグナルペプチド(3(うアミノ酸残基)をコー

ドする143bpの断片をMEl孤′IAIDキット(BIOlOl)を使って精製した｡この

143bpのDNA断片を上記のEcoNIで切断し､末端を平滑末端とした組換え

pGEX-3Xと連結した｡これにより得られた組換えプラスミドをEcoRIと詔10

Ⅰで切断した後､t-PAi/グナルペプチドとGST-PG-M融合タンパク質から成る

分泌型キメラタンパク質(Fig.3Tl参照)をコードする2.OkbのDNA断片を精

製し､その末端を平滑末端とした｡この断片をSV40の複製起点を持つ動物細

胞発現ベクターであるⅠ〕CDNAI/NEO(Invitrogen,SanDiego,CA)のEco

RV部位に組み込んだ｡この組換えⅠ〕CDNAI/NEOプラスミドをpSPGM-Cと名

付けた｡

COS細胞における組換えPG-Mの一過性発現

COS-1細胞を1OOt_1nits/1Tllペニシリン,100ト1g/mlストレプトマイシンお

よび10㌔FCSを含むⅠ〕ME人/Ilで培養した(100mmディッシュ,37℃,5%

CO,)｡60-70㌔コンフルエントのCOS-1細胞にpSPGM-Cあるいはコントロー

ルとしてpcDNAI/NEOをDEAE-デキストラン法により導入した(15)｡
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遺伝子導入されたCOS細胞によるPG-Mキメラタンパク質の分泌

遺伝子導入の後､COS-1細胞を37℃で60時間培養した｡続いて細胞を200

LICi/ml[35s]メチオニン(Tran35s-label,ICNBiomedicals,Inc.)で8時間標識

し､培養液を回収した｡遠心分離(1,200rpm,5分間)により培養液から浮遊

細胞を除き､上清に1㌔(w/v)TritonX-100を添加した｡この溶液からグルタ

チオンーセファロース4Bカラム(PharmaciaBiotechInc.)を使って[35s]メチ

オニン標識されたGST-PG-Mキメラタンパク質を精製した｡溶出には酸化型

グルタチオンを用いた｡溶出液を10%SDS-PAGE(16)およびフルオログラ

フイ一により分析し､また､アフィニティークロマトグラフィーあるいは固相

結合実験に用いた｡

大腸菌発現系によるf)G-M融合タンパク質の調製

第2章で述べたように､ニワトリPG一入･4のカルポキシル末端領域の307アミ

ノ酸残基(EGF-EGF-1ectin-CRP)(8)を含むGST-EELC融合タンパク質ある

いはGSTを大腸菌内で発現させて精製した(12)｡溶出液を10mMTris-HCl,

pH7.5に対して透析し､アフィニティークロマトグラフィー､固相結合実験

あるいはプロットアッセイに用いた｡

アフィニティークロマトグラフィー

COS細胞により分泌されたPG-Mキメラタンパク質を精製し､開始バッ

ファー(150mMNaCl,5mMCaC12,10mMTris-HCl,pH7.5)で平衡化した

ラクトースーセファロースカラム(HonenCorp.,Tokyo,Japan)にアプライし

た｡開始バッファーーで洗浄した後､開始バッファー中のCaC12を2･5mM

EDTAに置き換えた溶出バッファーによりカラムに結合したタンパク質を溶出

した｡非結合画分および結合画分中のタンパク質をトリクロロ酢酸で沈殿させ､

10%SDS-PAGEおよびフルオログラフイ一により分析した｡

大腸菌に発現させたGST-EELC融合タンパク質を精製し､その溶液の0.5
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mlを開始バッファー(150mMNaCl,5mMCaC12,0.05%(w/v)TritonX-

100,10mMTris-HCl,pH7.5)で平衡化した1mlのフェチュインーアガロー

スカラム(Sigma)にアプライした｡5mlの開始バッファーで洗浄した後､開

始バッファー中のCaCl2を2.5mMEDTAに置き換えた溶出バッファーにより

カラムに結合したタンパク質を溶出した｡各画分(0.5ml)を回収し､非結合

画分および結合画分について10%SDS-PAGEおよび銀染色により分析した｡

固相結合実験

オボアルブミン､トランスフェリン､フェチュインおよびアシアロフェチュ

インはSig上11a製のものを用いた｡フィブロネクチンはウシ血渠からゼラチンー

およびヘパリンーアフィニティークロマトグラフィーにより精製した(17)｡精

製GSTを抗原としてマウス抗GST抗血清を作製した｡様々な糖タンパク質で

96穴マイクロタイタープレートのウェルを被覆し､BSAを用いてブロッキン

グした後､結合実験を以下のように行った｡ウェルに[35s]メチオニン標識され

ている精製GST-PG-Mキメラタンパク質の溶液(0.05%(Ⅴ/v)Tween20,1%

BSAおよび5mMCaCl,を含むTBS(150mMNaCl,10mMTris-HCl,PH

7.5))を50直加え､2時間インキュベーートした後､ウェルを0.05%(v/v)

TⅥ′een20および5mMCaC12を含むTBSで3回洗浄し､続いて結合したGST-

PG-Mキメラタンパク質を遊離させるため､ウェルに50い.1の1%SDS溶液を加

え､30分間インキュベー卜した｡各ウェルの溶液の放射能を液体シンチレー

ションカウンターーを使って測定した｡阻害実験では100m入′Ⅰの単糖類､そして

コントロール実験ではCaCl2の代わりに2.5mMEDTAを上記の反応系に添加

した｡結合実験はすべて3回ずつ行った｡大腸菌に発現させたGST-EELC融

合タンパク質を用いた場合､ウェルに結合した融合タンパク質量をマウス抗

GST抗血清およびパーオキシダーゼ標識抗マウスIgG抗体(Cappel,Durham,

NC)を使って測定した｡
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レクチンプロット分析および肢芽の糖タンパク質のプロットアッセイ

ニワトリ肢芽に存在する糖タンパク質の様々なレクチンに対する反応性をレ

クチンプロット分析により調べた(18)｡レクチンおよび抗レクチン抗血清は

Sigma製のものを用いた｡ただし､抗RCAI抗血清はE-Ylムboratories,Inc.

(SanMateo,CA)から購入した｡発生段階23のニワトリ肢芽のSDS抽出物を

10%SDS-PAGEで分離した｡続いてCBB染色あるいはニトロセルロース膜へ

のブロツティングを行った(19)｡末端シァル酸の除去はプロットされた膜の

酸処理(25mMH2SO4,80■℃,1時間)により行った(19)｡エンドーβ-グリコシ

ダーゼH(S[rep[oln5･!CeSglづseLIS由来;SeikagakuCorp.,Tokyo,Japan)処

理は膜を50tl-1しリ1-111(50tlュ人･ヰクエン酸バッファー,Ⅰ)H5.0)の酵素液に37℃で

90分間浸すことにより行った(19)｡その後､膜をいろいろなレクチンにより

染色した｡

PG-Mのカルポキシル末端領域のレクチン活性に対する肢芽内の糖タンパク

質リガンドをプロットアッセイにより調べた｡上記と同様に肢芽の抽出物に含

まれるタンパク質を10㌔SDSRPAGEにより分離し､ニトロセルロース膜に転

写した｡3㌔BSAを用いてブロッキングした後､膜を0.05%(v/v)Tween20,

1%BSAおよび5mMCaC12を含むTBS中で精製GST-EELC融合タンパク質､

マウス抗GST抗血清およびパーオキシダーゼ標識抗マウスIgG抗体と順次反応

させた｡膜の洗浄は0.05%(Ⅴ/v)Tween20および5mMCaC12を含むTBSを

用いて行った｡コントロール実験ではGST-EELC融合タンパク質の代わりに

GSTを用いた｡検出はECL検出システム(Arnersham,UIく)により行った｡

同様に､フィブロネクチンのレクチンプロット分析も行った｡7%SDS-

PAGEおよびブロッティング後､膜をレクチンで染色した｡シァル酸の除去お

よびエンドーβ-グリコシダーーゼH処理は上記と同様に行った｡
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結 果

COS細胞におけるPG-Mキメラタンパク質の発現

今回､分泌型GST-PG-Mキメラタンパク質(Fig.3-1参照)をコードする

cDNA断片を構築し､動物細胞発現ベクターであるpcDNAI/NEOに組み込ん

だ｡この組換えプラスミド(pSPGM-C)を導入したCOS細胞を[35s]メチオニ

ンで標識した｡分泌されたキメラタンパク質を培養上清から精製し､SDS一

弘GEとフルオログラフイ一により分析した｡PSPGM-Cを導入したCOS細胞

ではキメラタンパク質の推定分子量と一致する64kDaの大きさのバンドが認

められたが(Fig.3-2,レーン2)､コントロールの細胞ではそのようなバンドは

見られなかった(レーン3)｡このPG一人･iキメラタンパク質には八7結合型糖鎖の

結合が可能な部位が1箇所存在するが､SDS-PAGEでは糖鎖付加による移動

度の上昇は認められなかった｡よって､このキメラタンパク質には糖鎖は付加

されていないと思われる｡

ラクトースーアフィニティークロマトグラフィー

COS細胞に発現させたPG-Mキメラタンパク質の糖結合活性を最初にラクトー

スーセファロースを用いたアフィニティークロマトグラフィーにより調べた｡

PG-Mキメラタンパク質はカルシウム依存的にカラムに結合した(Fig.3-3)｡

PG-Mキメラタンパク質の糖タンパク質糖鎖への結合

構造が知られているアスパラギン結合型糖鎖を有する4種の糖タンパク質

(オボアルブミン､トランスフェリン､フェチュインおよびアシアロフェチュ

イン)を用いた固相結合実験により､PG-Mのカルポキシル末端領域のオリゴ

糖鎖に対する結合特異性を調べた｡オボアルブミンは高マンノース型糖鎖と

GP-IトB(20)およびGP-III-C(21)に見られるような混成型糖鎖を持っている｡
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トランスフェリン(22)は3本の二本鎖複合型糖鎖と1本の三本鎖複合型糖鎖

を持ち､フェチュイン(23)は:∃本の三本鎖複合型糖鎖と:∃本のムチン型糖鎖

を持っている｡アシアロフェチュインはフェチュインからシァル酸を除去した

ものである｡これらの糖タンパク質で被覆したマイクロタイタープレートのウェ

ルに[35s]メチオニン標識されているPG-Mキメラタンパク質を加え､Ca2十ある

いはEDTA存在下で反応させた｡洗浄後､ウェルに結合しているキメラタンパ

ク質量を測定した｡その結果､PG一人′Iキメラタンパク質はカルシウム依存的に

糖タンパク質に結合し､高マンノース型糖鎖や混成型糖鎖よりも複合型糖鎖に

特に高い親和性を示すことが明らかとなった(Fig.3-4A)｡また､フェチュイ

ンに対する親和性とアシアロフェチュインに対する親和性にはほとんど差がな

いことから､シァル酸はこの結合にあまり寄与していないと考えられた｡この

PG一人･･ヰキメラタンパク質の糖タンパク質への結合は濃度依存的であり､今回使

用した糖タンパク質ではそれぞれ10トg/Illlの濃度において最大の結合が見ら

れた(Fig.3-4B)｡よって､観察さわた各種の糖鎖に対する親和性の違いは､

用いた糖タンパク質問の糖鎖含量の差によるものではないと思われた｡いろい

ろな単糖類に対する親和性を調べるために､キメラタンパク質のフェチュイン

ヘの結合について阻害実験を行った(Fig.3-4C)｡その結果､このPG-Mキメ

ラタンパク質はⅠ√フコーースや八トアセチルーD-グルコサミンよりもD-ガラクトー

スおよびlナマンノーースに対して高い親和性を示すことがわかった｡第2章で

は大腸菌に発現させたPC一丸･′1~コアタンパク質のカルポキシル末端領域の各種の

単糖類に対する親和性を固定化した糖に対する親和性と阻害実験により調べた

が(12)､今回の結果は､その結果とほぼ同じであった｡

PG-Mキメラタンパク質のフィブロネクチンヘの結合

天然のリガンドを探索する実験の第一段階として､肢芽の細胞外マトリック

スの主要な糖タンパク質であるフィブロネクテンの糖鎖とPG一入･ヰのカルポキシ

ル末端領域の間の相互作用を調べた｡最初に､今回の実験に用いるフィブロネ

(∠1i)
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proteinwasincubatedinthewellscoate(lwithincreasingconcentrationsofⅣ-1inked

glycoproteins.Bin〔1ingassaywascarl-ie〔loutinthepresenceofCa2+asdescribedinA･

Thevaluesarethemeanofthreein(lependentexperiments.Thedatapointthat

showedthehighest.bindingwastakenaslOO%.●,OVall)umin;○,tranSferrin;■,

fetuin;□,aSialofetしIin.C,1110nOSaCCharidecompetitionforbindingofPG-Mchimeric

proteintofetしIin.Binclingassaywasperわnlle(､IinthepresenceofCa2+asdescribedin

A.Competingmonosacch[u-i〔-1eswel･er)reSenta【aconcentrationoflOOmMinthe

reactions.The＼′aluesal-ethelllea71±SDofthreein〔Lel)enClentexI)erirnents.No,nO

a⊂ldition;Gal,D-galac【ose;Man,Dl11annOSe;Fし1C,L-fしICOSe;GIcNAc,八LacetyトD-

glucosamille.
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クチンの糖鎖を調べるためにレクチンプロット分析を行った(Fig.3-5A)｡フィ

ブロネクチンは2本のポリペプチドから成る糖タンパク質であり､これらのサ

ブユニットには選択的スプライシングにより長さの異なる多数の分子型の存在

することが知られている｡粧鎖のほとんどはアスパラギン結合型糖鎖であるが､

一部､ムチン型糖鎖も存在する｡これらの糖鎖の結合部位はウシ血渠フィブロ

ネクテンにおいて詳しく調べられており､最も長いサブユニットではアミノ酸

番号で399､497､511､8⊥二i-(う､97(う､1213および2168の位置にアスパラギン

結合型糖鎖が存在する｡また､2124および2125のどちらか､あるいは両方の

位置にムチン型粧鎖が存在する｡ウシl_rIL巣フィブロネクテンは主に二本鎖複合

型糖鎖を持っている(2｣㌔Col-1.Aは今匝り弔いたフィブロネクテンと反応し､

エンドーβ-グリコシダーーゼトⅠ処理を行っても反応性は低下しなかった(Fig.3-

5A,レーン2およびニi)｡ⅠモCA｣はこのフィブロネクテンと反応し､シァル酸の

除去によりその反応性は高まった(レーーン4および5)｡PNAはこのフィブロネ

クチンとははとんど反応しなかったが､シァル酸を除去した場合､長い方のサ

ブユニットとは反応した(レーーン(うおよび7)｡ConAは主に高マンノース型お

よび二本鎖複合型のアスパラギン結合型糖鎖に結合し(25)､エンドーβ-グリコ

シダーゼHは高マンノーース型および混成型糖鎖を切断する(26)ことが知られ

ている｡RC:11は(ニalβl-｣-GIcNAc一梢造と結合し(27)､PNAはGalβ1-

3GalNAc一柄造と結合する(28)｡レクチンプロット分析の結果と使用したレク

チンの結合特異性から､今回用いたフィブロネクテンはこれまでに報告されて

いるように二本鎖型を含む複合型糖鎖とムチン型糖鎖を持っていることが確認

された｡

フィブロネクチンで被超したウェルヘのPG-Mキメラタンパク質の結合を調

べた結果､PG一人′Iコアタンパク質のカルポキシル末端領域はカルシウム依存的

にフィブロネクチンの糖鎖に結合するということが明らかとなった(Fig.3-

5B)｡また､D-ガラクト【-スとD-マンノースは､ほぼ同じ程度にこの結合を阻

害した｡
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lectinblotanalysis.I_且nel,CBBstainlng;1ane2,ConA;lane3,ConA(aftertreatment
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EDTAinst.ea⊂lofCa2十(EDTA),Ca2+pIL]SlOOmMDLgalactose(Gal),OrCa2+pluslOO
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大腸菌に発現させたGST-PG-M融合タンパク質の結合特異性

COS細胞から分泌されたPG-Mキメラタンパク質と大腸菌に発現させた

GST-EELC融合タンパク質はどちらもカルシウム依存的にフェチュインと結

合した(Figs.3-こ1およびニト(う)｡また､固相結合実験により調べた結果､単糖類

に対するそれらの親和性は互いに芳il以していた｡GST-EELC融合タンパク質

のオボアルブミンヘの結合は非常に弱く､固相結合実験では測定することがで

きなかった(結果は示していない)｡これらのことから､PG一人･4のカルポキシル

末端領域については大腸菌あるいはCOS細胞のどちらで発現させてもそれら

の結合特性は互いに類似していると考えらゎた｡

ニワトリ肢芽に存在するP(ンMの雛タンパク質リガンド

発生段階23のニワトリ肢芽に存在する糖タンパク質の糖鎖をいろいろなレ

クチンを使って調べ､さらにプロットアッセイによりGST-EELC融合タンパ

ク質と結合する糖タンパク質リガンドを探索した｡GST-EELC融合タンパク

質はカルシウム存在下で肢芽内のいくつかの糖タンパク質と結合した(Fig.3-

7,レーーン(う)｡｣()1止)aおよび331(Ⅰ~)aの2つの主要な糖タンパク質リガンド

(GP-40およびGP-:う3)は､両方ともシァル酸の除去に関係なくPNAと反応し

(レーン4および5)､GP-33はさらにConA(レーン2)およびシァル酸除去後に

RCAI(レーーン3)とも反応した｡また､エンドーβ一グリコシダーゼH処理をし

てもGP-33のCc)nAとの反応性は変化しなかった(結果は示していない)｡しか

し､GP-40およびGP-33はどちらもWGA､SBAおよびE-PHAとは反応しな

かった(結果は示していない)｡′1､at)1eこト1に(ニP-40およびGP-33のレクチンと

の反応性をまとめた｡これらの結果から､GP-｣0およびGP-33はともに末端

にシァル酸のないGalβ1-3GalNAc一捕造を有するムチン型糖鎖を持っており､

GP-33はさらに末端にシァル酸のある二本鎖複合型のアスパラギン結合型糖

鎖を有していると考えられる(19)｡GST-EElノC融合タンパク質の代わりに

GS′l｢を用いたコントローールのプロットアッセイではこれらのバンドは見られな

(｣8)
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Fig.3-6.Bindingspecifici[〉′OfGST-PG-MfusiolrprOteilつeXpreSSedlnbacterla･A,

thepul･ifie(lGST-EEIJCrusionI)rOleinwas之IPl〕1ie(10nt-Oafetuin-agarOSeCOlumn.

Afterawashwithloa〔lingbし】ffer(5mMCa2~.').Lhecolし1nl11WaSelutedwithelut10n

buffel･(2.5mMEDTA).Fractionswel･eanaLyzedbySDS-PAGEinlO%acrylamlde.

Proteinsweredetectedbys=verstaIning.Fractions2-4,fractionscollectedlnthe

presenceofCa2+;fl-aetions14-16,fract10nSCOllectedinthepresenceofEDm･B,

rnlcrotiterwellswerecoatedwithfetLlinat.aconcentrationof50LLg/ml.Bindlngassay

wasperfol-medusingtheGSTTEELCfLISionproteinasdescrlbedunder"Materlalsand

Methods."Thereactionl)etWeenfetuinandthefusionproteinwascarrledoutlnthe

presenceofCa2+(Ca2T),EDTAjr)SteadofCa2+(EDTA),Ca2+pluslOOmMDLgalactose

(Gal),OrCa2+pluslOOmMD-nlannOSe(Man).Thevaluesal-ethemean±SDofthree

independentexperimeTltS.
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Table3-1

Summarizedresultsofimeractionso=he40-kDaand33-kDaglycoproteinwithlectins

Lectins

ConA ConA(Endo-H)b RCAIRCAI(-Sia)C PNA PNA(-Sia)C WGA SBA E-PHA

GP-40(】 + +

GP-33`】 + + + + +

+,Binding;-,nObinding･

aGP-40andGP-33representthe40-kDaand33-kDaglycoproteininchicklimbbudsthatinteractwith

theGST-EELCfusionprotein,reSpeCtively･

bAftertreatmentwithendo-β-glycosidaseH.

CAfterremova10fsialicacids.
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かった(レーン7)｡これらの結果より､ニワトリ肢芽に存在する特定の糖タン

パク質がPG一入･4のカルポキシル末端領域のリガンドであると考えられる｡

(52)



考 察

第2章では､GST融合タンパク質として大腸菌に発現させたPG-Mコアタン

パク質のカルポキシル末端領域(GST-EELC)が固定化された糖に対してカル

シウム依存的に結合することを述べた(12)｡PG-Mのカルポキシル末端領域は

D-マンノース､D-ガラクトース､レフコースおよび八トアセチルーD-グルコサ

ミンと結合した｡しかし､この融合タンパク質が実際のPG-Mコアタンパク質

の活性を保持しているかどうかは不明である｡そこで今回､PG一入一4のカルポキ

シル末端領域を分泌型GSTキメラタンパク質としてCOS細胞に発現させ､そ

のオリゴ糖鎖に対する結合特異性を調べた｡

精製したPG一入･′Ⅰキメラタンパク質はカルシウム存在下で糖タンパク質糖鎖の

中では複合型糖鎖に特に強く結合し､その結合はいろいろな単糖類により阻害

された(Fig.3-4)｡結合のカルシウム依存性と単糖類による阻害は､この結合

活性がPG一入′Ⅰのカルポキシル末端領域に存在するC型レクチン様ドメインによ

るものであるということを示している｡PG-Mのレクチン様ドメインは､同程

度の親和性でガラクトースとマンノースに結合する｡一般に動物レクチンはマ

ンノース結合レクチンとガラクトース結合レクチンの2つに大別され､どちら

の糖にも親和性を示すレクチンは比較的少ない｡Drickamer(29)は､いろい

ろなC･型レクチンのアミノ酸配列を比較することにより､糖認識ドメイン内の

特定のアミノ酸がGlu-Pro-Asnである場合はマンノース結合性であり､Gln-

Pro-Aspの場合はガラクトース結合性となることを見いだした｡さらに､これ

らのアミノ酸のすぐそばに存在するTrl〕残基とグリシンリッチな配列がガラク

トース結合における親和性と特異性に関与していることも明らかとなった

(30)｡PG-Mのレクチン様ドメインはガラクトース結合性の糖認識ドメインに

特徴的なGln-Pro-Asp配列を持っているが､これに隣接するTrp残基とグリシ

ンリッチな配列は存在しない｡よって､PG-Mのレクチン様ドメインはガラク

トースだけでなくマンノースにも親和性を有するのであろう｡ところが､これ

(53)



らのアミノ酸配列に関してはPG-Mのレクチン様ドメインと同じ構造を持つア

グリカンのレクチン様ドメインは､いろいろな種類の糖と結合できるという点

では類似しているが､PG一人･ヰのレクチン様ドメインと異なり､マンノースより

もやや強くガラクトースと結合すると報告されている(31,32)｡この差はPG-

Mとアグリカンの間の他の構造の違いによると考えられる｡

フィブロネクテンは肢芽の間充織凝集部位の主要な細胞外マトリックス成分

であり(7)､また､精製したPG-Mはフィブロネクチンと結合する(5)｡ニワト

リ肢芽に存在するフィブロネクテンの糖鎖の構造はまだ分かっていないが､そ

れらは､おそらく他の動物種あるいは組織のフィブロネクチンと同様に､主に

複合型糖鎖であろう｡これらのデーータから予想されるように､PG-Mのカルポ

キシル末端領域はカルシウム依存的にフィブロネクテンの糖鎖と結合した

(Fig.3-5B)｡今回の結合実験には糖鎖構造がよく研究されているウシ血渠フィ

ブロネクチンを用いた｡この結果から､第2章で述べたへパラン硫酸プロテオ

グリカン(12)と同様にフィブロネクチンも肢芽におけるPG-Mのリガンドの

1つであると考えられる｡また､シンデカンファミリーのメンバーであるシン

デカン3がニワトリ肢芽の間充織凝集部位に発現することが報告されており

(33)､このプロテオグリカンのへパラン硫酸鎖および存在が推定されているム

チン型糖鎖がPG一入･4のレクチン様ドメインと相互作用していると予想される｡

PNA結合性分子がニワトリ肢芽の間充織凝集部位に特異的に発現すること

が知られている(13)｡今回､プロットアッセイによりPG一入′4のカルポキシル末

端領域がニワトリ肢芽内の特定のPNA結合性分子と結合することが明らかと

なった(Fig.3-7)｡この相互作用は肢芽の間充織凝集に関与しているかもしれ

ない｡実際にニワトリ胚のβ-D-ガラクトシド結合性レクチンが軟骨分化を促

進することが報告されている(14)｡これらの現象は細胞表面の糖鎖認識に基

づいていると思われる｡今回見いだされたPG-Mと結合するPNA結合性分子が

細胞外マトリックスあるいは細胞表面の分子であるのかどうか､また､間充織

凝集部位に特異的に発現するPNA結合性分子と同一であるのかどうかを決定
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するには､CDNAクローニングを含むさらなる研究が必要であろう｡

PG-Mはコンドロイチン硫酸鎖を持ち､さらにコアタンパク質にはヒアルロ

ン酸結合領域､EGF様ドメイン､レクチン様ドメインおよびCRP様ドメイン

が存在する多機能な分子である(8)｡PG-Mのコンドロイテン硫酸鎖は細胞接

着阻害活性を持ち､これにより止=〟汀0において軟骨分化を促進することが報

告されている(1)｡PG-Mはアミノ末端領域に存在するヒアルロン酸結合領域

とカルポキシル末端領域のレクチン様ドメインにおける結合を介して細胞外マ

トリックスの網目構造に固定されることにより肢芽の間充織凝集部位に特有な

マトリックスの稲築に寄与し､また､このコンドロイチン硫酸鎖の活性を高め

ているのだろう｡この場合､ヒアルロン酸､フィブロネクチンなどの糖タンパ

ク質およびへパラン硫酸プロテオグリカンなどがPG一入･･すの足場として機能して

いると思われる｡以上のことから､細胞表面糖鎖との相互作用によるレクチン

様ドメインの間充織凝集への寄与を含め､PG一入･ヰの持ついろいろな活性が軟骨

分化を制御していると考えられる｡
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要 約

PGTMのカルポキシル末端領域にはEGF様ドメイン､C型レクチン様ドメイ

ンおよびCRP様ドメインが存在する｡この領域はカルシウム依存的に糖と結合

する｡今回､PG-Mのカルポキシル末端領域のオリゴ糖鎖に対する結合特異性

とニワトリ肢芽におけるリガンドを調べた｡GSTとPG-Mのカルポキシル末端

領域から成る分泌型キメラタンパク質をコードするcDNAを組み込んだ

PCDNAI/NEOをCOS細胞に導入し､その培養上清から分泌されたキメラタン

パク質を精製した｡様々な糖タンパク質に対する精製PG一丸･4キメラタンパク質

の結合を固相結合実験により調べた結果､それはカルシウム依存的に複合型糖

鎖に特に強く結合することが明らかとなった｡さらにフィブロネクテンとの結

合も見いだされた｡また､このキメラタンパク質と大腸菌に発現させたGST-

PG-M融合タンパク質を比較したところ､それらの結合特異性は互いに類似し

ていた｡そして､GST-PG-M融合タンパク質を使ったプロットアッセイによ

り､PG一丸ノⅠのカルポキシル末端領域と結合するいくつかの糖タンパク質が発生

段階23のニワトリ肢芽に見いださゎた｡
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第4章

オステオグリシンのCDNAクローニングおよびその発現

序 論

オステオグリシンは､最初にウシの骨からosteoinductivefactor(OIF)と

して単離された(1)｡ウシの骨のオステオグリシンは22-28kDaの糖タンパク

質であり､糖鎖の除去により12kDaの大きさになる｡ヒトとウシのオステオ

グリシンのcDNA解析が行われており､この分子が特徴的な24残基のロイシン

リッチリピーートを持つタンパク質のファミリーであるロイシンリッチプロテイ

ンファミリーのメンバーーであることが示されている(2,3)｡ヒトのオステオグ

リシン(298アミノ酸)とウシのオステオグリシン(299アミノ酸)の間のアミノ

酸配列の相同性は92㌔である｡しかし､その生物学的機能はまだわかっていな

い｡また､オステオグリシンはPG-Lbに相同性を示すことがわかっている｡

PG-Lbは431てDaのコアタンパク質と52kDaのコンドロイチン/デルマタン

硫酸鎖から成る小型のブロテオグリカンであり(4)､発生過程のニワトリ四肢

の骨端軟骨に存在する扁平な細胞から成る領域に特異的に発現している(5)｡

PG一山の生物学的機能は不明であるが､その独特な発現パターンから､この

分子の軟骨形成への関与が示唆されている｡これまでにPG-mのコアタンパ

ク質をコードするcDNAクローンがニワトリ胚の骨端軟骨のcDNAライブラリー

から単離されており(6)､解析の結果､PG-Lbもロイシンリッチプロテインで

あることが示さゎた｡

この章では､CDNA解析により推定したマウスのオステオグリシンのアミノ

酸配列とノーザンプロット解析により明らかにした各種の組織におけるこの分

子の発現について述べる｡
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実験材料および実験方法

マウスゲノムライブラリーのスクリーニング

オステオグリシンをコードする遺伝子を単離するために入FixII129SVマウ

スゲノムライブラリー(Stratagene,hJolla,CA)をウシのオステオグリシン

の合成cDNA断片(ヌクレオチド番号708-9O6)(2)をプローブとして用いたプ

ラークハイプリダイゼーションによりスクリーニングした(6)｡このcDNAプ

ローブはPCRにより合成した(7)｡陽性クローンはオートラジオグラフイ一に

より検出した｡

DNA塩基配列決定

得られたクローーンからマウスのオステオグリシンをコードするゲノムDNA

断片を単離し､これをpGE入′卜3Zf(-)プラスミドベクター(Promega,

Madison,WI)に組み込んだ｡単離したゲノムDNA断片の塩基配列はジデオキ

シ法により決定した(8)｡この塩基配列をDNASISコンピュータープログラム

(HitachiSoftwareEngineeringCo.,Yokohama,Japan)を使って解析した｡

また､エクソン領域を決定するために､得られたゲノムDNAの塩基配列をウ

シのオステオグリシンのcDNA配列と比較した(2)｡

入gtllcDNAライブラリーの作製とスクリーニング

グアニジンチオシアネート法(9)とオリゴ(dT)-セルロースアフィニティー

クロマトグラフィーー(10)により1ト14日目のマウス肢芽からポリ(A)+RNAを

単離した｡この精製したポリ(A)▼十ⅠてNAからランダムプライマーを用いて

入gtllcDNAライブラリーーを作製した｡このcDNAライブラリーを上記のエク

ソン領域をコードする0.1(う1{t)のPCR断片をプロ}ブとして用いたプラークハ

イプリグイゼーションによりスクリーニングした｡陽性クローンはオートラジ

((う1)



オグラフイ一により検出した｡得られたクローンのDNAのEcc)RI消化により

挿入されているcDNA断片を切り出し､上記と同様の方法で塩基配列を決定し

た｡その推定アミノ酸配列をNationalBiomedicalResearchFoundationの

データベースを使って他のタンパク質のアミノ酸配列と比較した｡

ノーザンプロット解析

マウスの各種組織のポリ(A)+RNA(Clontech,PaloAlto,CA)の各2.5腫を

ホルムアルデヒドー0.8%アガロースゲルで電気泳動し､HybondN+メンブラ

ン(AmershamInternational,PIc)に転写した｡マウスのオステオグリシンを

コードする1.3kbのcDNA断片をプローブとしてハイプリグイゼーションを行っ

た(42℃,50㌔ホルムアミド,24時間)(11)｡続いてメンブランを洗浄し(15

mMNaCl,1111MNaI12PO⊥い0.1rllMEDTA,0.1㌔SDS,65℃)､オートラジ

オグラフイーを行った｡

サザンプロット解析

β如ⅠⅠ､f勃〕dIII､杓ブJ一〕Ⅰ､Pl′L‖Ⅰ､5pムⅠあるいはⅩb∂Ⅰで消化したマウスの

ゲノムDNA(CIontech)の各2巨gを0.7%アガロースゲルで電気泳動し､

HybondN+メンブランに転写した｡上記の0.16kbのPCR断片をプローブとし

てハイプリダイゼーションを行った(42■C,50%ホルムアミド,24時間)｡続い

てメンブランを洗浄し(75mMNaCl,5mMNaH2PO4,0･5mMEDTA,0･1%

SDS,60℃)､オートラジオグラフイーを行った｡
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結 果

オステオグリシンをコードするマウスゲノムDNAクローンの単離と解析

ウシのオステオグリシンの一部をコードする0.2kbの合成cDNA断片(Fig.

4-1A参照)をプローブに用いてマウスゲノムライブラリーをスクリーニングし

た結果､131(bのクローンが単離された｡このクローンの塩基配列を決定し､

ホモロジー解析を行ったところ､159ヌクレオチドから成るエクソンの存在が

確認された(Fig.4-1B)｡

マウスのオステオグリシンをコードするcDNAクローンの単離と解析

マウスのオステオグリシン遺伝子のエクソンの1つに対応する0.16kbの

PCR断片をブローーブに用いてマウス肢芽cDNAライブラリーをスクリーニング

した結果､5つのクローンが単離された(入mOGl-5)｡九mOG3のインサート

の大きさは1.3kbであり､制限酵素地図を作製して調べた結果､これは他の4

つのクローンのインサートDNAをすべて含んでいることがわかった｡

入mOG3の塩基配列とその推定アミノ酸配列をFig.4-2に示す｡得られた

cDNAの長さは1,268塩基であり､34,010の分子量を持つ298アミノ酸残基か

ら成るタンパク質をコードする894ヌクレオチドの読み取り枠を1つ含む｡開

始コドンの上流の塩基配列とシグナルぺプチダーゼの切断位置と考えられる部

位の周囲のアミノ酸配列はそれぞれⅠくozakのルール(12)とHe臼neの(-3,-1)の

ルール(13)によく当てはまっている｡シグナルペプチドは18アミノ酸残基か

ら成ると考えらゎた｡また､アスパラギン結合型糖鎖の結合が可能な部位が1

箇所存在する(Asl′1258)(14)｡さらにマウスのオステオグリシンにはグリコサミ

ノグリカン鎖の結合が可能な101ser-GlyqSerlO3と295Gly-Ser296の配列が存在す

る(15-17)｡しかし､それらはグリコサミノグリカン鎖の結合についてのコン

センサス配列であるSer-GlypXaa-Glyとは完全には一致していない(15)｡マ

ウスのオステオグリシンはヒトおよびウシのオステオグリシンに対してそれぞ
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BovineosteoglyclnCDNA
●
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⊥-ニ_ヱ=⊥土_

FirstPCRl⊥ニ工+

906

-⊥-4=十L｣三三 ■~

FirstPCR

1secondPCR
㍉

0.2-kbfragment

Mousegenomicsequence

ttttgtctcttaatttagAAATGCCCAC-----GCAGACATCGgtaagttt

● ● ● ● ● ● ●
●

● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
● ● ● ● ● ●

●
●

AAATGCCCAC-----GCAGACATAC
690 846

SequenceofbovineosteogIyclnCDNA

Fig.4-1.ThestrategyforPCR-l〕aSe(lgeneasseml〕lyWanclanexonsequenceof

thegeneformouseosteoglycin(B).A,PCR-l)aSedgeneassemblyisdepicted(7).The

O.2-kbbovineosteoglycincDNAfragment(nucleoticles708-906)(2)wasconstructed

fromsyntheticoligomlCleotidepl-illlel･Sl)ythetwostepsofPCRandusedasaprot光

forthescreeningofa入FixII129SVmousegenomiclibralγ.Theboldnumberindicates

thenucleotidepositionofl)OVineosteoglycincDNA(2).HorizontalarrowsandbarS

repl-eSent.Syntheticoligonucleoti(1esan(1PCRI)rOducts,l-eSpeCtively.Thenucleotide

POSi[,ionofeachI〕rimeris:1,708-753;2,739-783;3,769-814;4,800-845;5,831-876;

6,861-906(2).B,t,hesequencesofanexonl-egionofanisolatedgenomicclonefor

mouseosteoglycillandthecorresl〕011(Lingregionofl)OVilleOSteOglycincDNAare

Shown.Identicalnucleoti〔lesarelllal･ke(1l〕y[wo〔lots(:).Thenumberindicatesthe

nucleoti⊂lepositionofbovineosteoglycincDNA(2).Theconsensussplicesequences

areindicate(lbybol(1letters,andtheintrollSe〔lし1enCeisshownbysmallletters.
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TCA GTC ACT CCT AAC TTC AGT CAC CTT GTG TCT GCT GAA

ATG GAG ACT GTG CAC TCT ACA TTT CTC CTG CTA CTC TTC GTG CCT CTG ACA CAG CAA GCA

Met Glu Thr Val His Ser Thr Phe Leu Leu Leu Leu Phe Val Pro Leu Thr Gln Gln Ala

CCA CAG TCG CAG CTG GAC TCA CAT GTT AAC TAT GAG TAT GCA ACA GGC AAT TCT GAA GAA

Pro Gln Ser Gln Leu Asp Ser His ValAsn Tyr Glu Tyr Ala Thr Gly Asn Ser Glu Glu

ACC AAA TTT AGC CAG GAT TAT GAA GAT AAA TAC CTG GAT GGG AAA AGT ATT AAG GAA AAA

Thr Lys Phe ser Gln Asp Tyr Glu Asp Lys Tyr Leu Asp Gly Lys SerIle Lys Glu Lys

GAA ACT ATG ATA ATT CCT GAT GAG AAA AGT CTT CAG TTA CAA AAA GAT GAA GTT ATA CCA

Glu Thr MetIleIle Pro Asp Glu Lys Ser Leu Gln Leu Gln Lys Asp Glu ValIle Pro

TCA TTA CCA ACC AAG AAA GAA AAT GAT GAA ATG CCC ACA TGC CTG TTG TGT GTC TGC TTA

SerIJeu Pro Thr Lys Lys Glu Asn Asp Glu Met Pro Thr Cys Leu Leu Cys ValCys Leu

AGT GGC TCT GTC TAC TGT GAA GAA GTT GAC ATT GAT GCT GTA CCA CCA TTG CCA AAG GAA

Ser Gly Ser ValTyr Cys Glu Glu ValAspIle Asp Ala ValPro Pro Leu Pro Lys Glu

△ △

TCA GCT TAr[一 CTT て､Ar:GCA CCA TTC AAC AAA ATT AAA AAG CTG ACT GCC AAG GAT TTT GCA

Ser Ala Tyr Leu rryr Ala Arq Phe Asn Lys =le Lys Lys Leu Thr Ala Lys Asp Phe Ala

GAC ATG CC^ AAC C'1｢A AGA ACA C'1で GAT rllrjlrl'AC(三(三GA AAT TTG ATA GAA GAC ATA GAA GAT

Asp Meし Pro Asn Leu Ar(〕Ar(〕Leu Asp Phe Thr Gly Asn Leu =1e Glu Asp 工Ie Glu Asp

GGG ACT TTT TCA AAA CTT TCT CTG TTA GAA GAA CTT ACA CTT GCT GAA AAC CAA CTA CTA

Gly Thr Phe Ser Lys Leu Ser Leu Leu Glu Glu Leu Thr Leu Ala Glu Asn Gln LeuIJeu

AGA CTT CCA GTT CTT CCT CCA AAG CTT ACT TTA CTT AAT GCC AAA CAC AAC AAA ATC AAG

Arg Leu Pro ValLeu Pro Pro Lys Leu Thr Leu Leu Asn Ala Lys His Asn LysIle Lys

AGT AAA GGA ATT AAA GCA AAC ACA TTC AAA AAA CTG AAT AAA CTC TCT TTT CTC TAT TTG

Ser Lys GlyIle Lys Ala Asn Thr Phe Lys Lys Leu Asn Lys Leu Ser Phe Lelユ Tyr Leu

GAC CAT AAC GAC CTG GAA TCT GTG CCT CCT AAT TTA CCA GAA AGT CTA CGT GTA ATT CAC

Asp His Asn Asp Leu Glu Ser ValPro Pro Asn Leu Pro Glu Ser Leu Arg ValIle 日is
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Fig.4-2.Nucleoti⊂leandde(lし1Ce〔laminoacicIsequencesofmouseosteoglycin.
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れアミノ酸配列で85および8(う㌔の相同性を示す(2)｡

ノーザンプロット解析

マウス肢芽のポリ(A)+RNAのノーザンプロット解析により､マウスのオス

テオグリシンは3.7kbのmRNAによってコードされているということが示さ

れた(結果は示していない)｡そして､この3.7kbのmRNAの発現の程度は組

織により異なっていることが明らかとなった(Fig.4-3)｡このmRNAは肺､骨

格筋および畢丸において強く発現していた｡また､腎臓においても発現は見ら

れたが､脳では､その発現はわずかであった｡マウスのオステオグリシンの

mRNAは平滑筋､肝臓および膵臓では検出されなかった｡

サザンプロット解析

マウスのゲノムDNAのサザンプロット解析により､マウスのオステオグリ

シンは単一の遺伝子によりコードされているということが示された(Fig.4-4)｡

((う(う)
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考 察

オステオグリシンはロイシンリッチプロテインファミリーのメンバーであり､

その分子内に6つの特徴的な24残基から成るロイシンリッチリピートを持っ

ている(Fig.4T2)｡このファミリーには他にPG-u3(6)､デコリン(18)､バイ

グリカン(19)､フィブロモジュリン(20)､ルミカン(21)､tOll(22)､

chaoptin(23)およびslit(24)などが含まれる(Fig.4-5A)｡ホモロジー解析の

結果､オステオグリシンは､これらのメンバーの中で特にPG-Lbに高い相同

性を示すことがわかった｡マウスのオステオグリシンのカルポキシル末端側の

3分の2の領域(アミノ酸残基86-296)はPG一山コアタンパク質のカルポキ

シル末端側の領域(アミノ酸残基104-314)に対して48%の相同性を示す(Fig.

4-5B)｡さらに､これらの2つの分子のそれぞれに存在する6つのシステイン

残基はすべて上記の相同性を示す領域に存在し､しかも､それらの残基の相対

位置は両分子間で完全に一致していることも明らかとなった｡システイン残基

はジスルフィド結合の形成を通してタンパク質の高次構造の形成に寄与してお

り､オステオグリシンとPG-Lbの立体構造は互いに類似していると考えられ

る｡このように進化の過程で保存された構造は､これらの分子の持つ生物学的

機能と密接に関連していると考えられる｡また､PG-Lbは骨端軟骨の扇平細

胞層(5)だけでなく､軟骨と骨化領域の境界部分にも発現される(6)｡これら

の結果から軟骨および骨の形成へのPG-Lbの関与が示唆され､オステオグリ

シンの機能を考える上で参考になると思われる｡

TGトβはデコリン､バイグリカンおよびフィブロモジュリンのコアタンパ

ク質と結合することが知られている(25)｡さらにこの結合によりデコリンが

細胞増殖を制御することも報告された(25)｡ロイシンリッチリピートは様々

なタンパク質問の結合に関与する結合ドメインを形成すると考えられており､

同様にオステオグリシンも′j_､Gfしβと結合するのかもしれない｡この結合が

TGF-βによる軟骨分化の制御に関与している可能性もある｡また､ショウジョ

((う9)
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richproteinfamilyandmouseosteoglycin.A,theconsensussequenceoftheleucine-

1-ichrepeatsinmouseosteoglycin(mOG)(aa153-176)iscomparedtothefollowing

consensussequences:CPG-Lb,[chickPG-Lb(aa171-194)](6);hDecorin,[human

decorin(aal15,138)](18);hBiglycan,[humanbiglycan(aa263-286)](19);bFM,

[bovine斤bromo(lulin(aa185-208)](20);bLumican,[bovinelumican(aa219-242)](21);

dTo11,[DIt)SCPhIlatoll(aa376-399)](22);dChaoptin,[DIt)SCd]11achaoptin(aa888-

911)](23);dSlit,[DLT)SqPhllaslit(aa182-205and380-403)](24).B,theaminoacid

sequencehomologybetweenmouseosteoglycin(OG)andchickPG-Lb(Lb).Identical

aminoacidsaremarkedbytwodots(:).Cysteineresiduesareindicatedbybold
letters.Potential∧トglycosylationandglycosaminoglycal十attaChmentsitesare

markedwith●an(10,reSpeCtively.Dots(･)0VertOplinesindicateeverytenthamino

acid.
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ウバエのタンパク質であるtoll(22)､Chaoptin(23)およびslit(24)はそれぞれ

形態形成に関与していることが報告されており､オステオグリシンを含め､ロ

イシンリッチプロテインの生物学的機能を考える上でとても興味深い｡

Madisenら(2)は､ウシ骨芽細胞ではオステオグリシンは主に1.9および2.4

kbのmRNAによりコードされ､ヒト骨肉腫の細胞株であるMG-63および

781Tでは主に1.9および3.61(bのmRNAによりコードされていると報告した｡

さらに彼らはノーザンプロット解析の結果から､ヒトのオステオグリシンの発

現は骨系の細胞に限られているとし､この分子の骨形成における役割について

考察した｡しかし､今回行ったマウスのオステオグリシンmRNAのノーザン

プロット解析ではいろいろな組織で3.71(bのmRNAの発現が観察され､この

分子の骨以外の組糸鋸こおける様々な機能も予想された｡

生体内におけるオステオグリシンの機能に関する研究はあまり進んでいない

が､他のロイシンリッチプロテインの機能や発現パターンから類推して､その

機能は細胞分化や形態形成に関連したものであると考えられる｡そしてそれは

ロイシンリッチリピートにより形成されるドメインのタンパク質との結合能に

基づいていると思われる｡
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要 約

オステオグリシンは糖タンパク質であり､最初にウシの骨から単離された｡

そのcDNA解析から推定されたアミノ酸配列より､オステオグリシンはロイシ

ンリッチリピートを持っていることが示された｡今回､マウス肢芽のcDNAラ

イブラリーから298アミノ酸から成るオステオグリシンをコードするcDNAク

ローンを単離し､その塩基配列を決定した｡この分子は､ヒトおよびウシのオ

ステオグリシンに対してそれぞれ85および86%の相同性を示す｡さらに､マウ

スのオステオグリシンのカルポキシル末端側の3分の2の領域は､発生過程の

ニワトリ四肢の鰍削こ存在する扁平な細胞から成る部分に特異的に発現するプ

ロテオグリカンであるPG-1ノbのカルポキシル末端側の領域に対して48%の相

同性を示した｡また､ノーザンプロット解析により､マウスのいくつかの組織

において3.7kbのオステオグリシンmRNAの発現が明らかとなった｡
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第5章

総 論

軟骨分化機構の解明は､四肢のパターン形成の理解のために必要であると考

えられるが､他の細胞分化に比べ､研究が進んでいないのが現状である｡四肢

の軟骨分化の始まりは肢芽の間充織凝集であり､その凝集部位に特異的に発現

している細胞外マトリックス分子がプロテオグリカンーM(PG-M)である｡間

充織細胞の軟骨細胞への分化については細胞の形態が特に重要であることが知

られている｡PG一九ノ′Ⅰのコンドロイテン硫酸鎖は細胞の形態や基質への接着性を

変化させ､軟骨分化を促進することが報告されているが､コンドロイテン硫酸

鎖に細胞を凝集させる活性があるとは考えにくく､間充織凝集には他の因子の

関与が予想される｡これについては以前からレクチンが凝集因子として想定さ

れてきたが､今回研究対象としたPG-Mコアタンパク質のC型レクチン様ドメ

インもその1つであると思われる｡抑胞外マトリックス成分あるいは細胞表面

分子に対するこのレクチン様ドメインの結合を詳細に調べていくことは､間充

織凝集およびそれに続く軟骨分化や四肢のパターン形成の分子レベルでの解明

に役立つであろう｡PG-Mのレクチン様ドメインの糖への結合はカルシウム依

存的であり､また､他の動物レクチンに比べ､幅広い特異性を特徴とする｡フィ

ブロネクチンなど他の細胞外マトリックス分子においてもカルシウム依存的な

結合が見いだされており､抑胞外のカルシウム濃度の変動により細胞外マトリッ

クスの三次元構造が変化する可能性もある｡また､細胞分化の過程で細胞表面

などの糖鎖の構造が変化することがよく知られている｡比較的幅広い特異性を

示すPG-Mのレクチン様ドメインの結合は､特異性の高いレクチンよりはこの

ような糖鎖構造の変化による影響を受けにくいと思われ､他の動物レクチンに

よる結合とはその生製1!学:的な意義が基本的に異なっていると考えられる｡

これまでの研究により非常に多くのロイシンリッチプロテインが見いだされ
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ている｡それらの機能は共通に存在するロイシンリッチリピートにより形成さ

れる結合ドメインの活性に基づいていると考えられるが､これらのタンパク質

の示す生物学的機能や結合活性は実に様々である｡これはロイシンリッチプロ

テインファミリーに属するタンパク質では､それぞれの分子がロイシンリッチ

リピートのコンセンサス配列に基づく共通の活性を持っているが､同時に個々

のタンパク質に特徴的な他の構造の存在により､それぞれが多種多様な性質を

さらに獲得していることによると思われる｡

細胞外マトリックスの機能を解明するための手段の1つとして個々の構成分

子の結合特性を分子レベルで調べていく方法があり､これまでに多くの知見が

得られてきた｡しかし一方で､非常に複雑な系である細胞外マトリックスの全

容を明らかにするには､これらの蓄積されたデータをもとに生体内における個々

の成分の機能を明確にするような研究手法が必要であることも指摘されている｡

近年､盛んに行われるようになったトランスジェニックマウスの作製やジーン

ターゲティングの手法は特定の分子の生体内における機能を解明するための直

接的かつ決定的な方法であると考えられ､それらにより得られるデータは上記

の指摘に対する答えの1つとなろう｡PG-M遺伝子を導入したトランスジェニッ

クマウスやジーンターーゲティングにより作製した､PG-M遺伝子が欠損あるい

は変化したマウスの性質を調べることにより､この分子の軟骨分化における役

割がより明確に示されるものと思われる｡そしてPG-Mを含め､軟骨分化に関

与しているといわれている細胞外マトリックス分子の機能の完全なる解明は､

軟骨形成を人工的に制御する方法の確立につながっていくと考えられる｡
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