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はじめに

ヘパラン硫酸（HS）は硫酸化されたグリコサ

ミノグリカン（GAG）の一つであり，ウロン酸

とグルコサミンの繰り返し二糖骨格に硫酸基が

付加された構造をもつ．コンドロイチン硫酸や

デルマタン硫酸も硫酸化GAGに属するが，そ

れらはアミノ糖としてガラクトサミンを含む点

でHSとは異なる．なお，肥満細胞内に局在す

るヘパリンはHSと同族である．HSはコアタ

ンパク質と共有結合したヘパラン硫酸プロテオ

グリカン（HSPG）として細胞表面上や基底膜に

存在し，さまざまな物質と相互作用をしつつ，

生理的に重要な役割を担っている ．HSPGに

は，基底膜型と細胞膜結合型が存在し，前者に

はパールカンおよびアグリンが知られている．

後者には膜貫通領域をもつシンデカン

（syndecan-1～4)，およびグリコシルホスファ

チジルイノシトール（GPI）を介して細胞膜に結

合しているグリピカン（glypican-1～6）の2つ

の主要なファミリーがある．

近年，こうした硫酸化多糖の生合成に関与す

る分子のノックアウトマウスが作出され，

HSPGについても，その生理的意義が明らかに

なりつつある ．これらは，表 1に示すよう

に，個々のコアタンパク質や糖鎖合成酵素，あ

るいはスルホトランスフェラーゼを標的とした

ものなどさまざまであるが，本稿ではスルホト

ランスフェラーゼを欠損させたマウスに焦点を

絞って紹介したい．なお，HSPG欠損マウス全

般に関する進展については，Forsbergらの総説

を参照されたい ．

ヘパラン硫酸（HS）の生合成

HSは次の3つの段階を経て生合成される．

すなわち，①そのコアタンパク質のセリン残基

への，キシロース（Xyl)，ガラクトース（Gal)，

およびグルクロン酸（GlcA）からなる四糖鎖

（GlcA-Gal-Gal-Xyl-O-Ser）の段階的な付加，②

N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）および

GlcAの二糖繰り返し構造（GlcA-GlcNAc）の

伸張，③GlcNAcの脱アセチル化とN-硫酸化，

および④GlcAの異性化と水酸基の硫酸化であ

る ．③のステップでは，まずGlcNAcのN-ア

セチル基が除かれた後，アミノ基へ硫酸基が転
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移され，硫酸化グルコサミン（GlcNSO）が形

成される．この2つの反応はGlucosaminyl

N-deacetylase/N-sulfotransferase（NDST）

と呼ばれる一つの酵素によって触媒される．一

方，④のステップでは，エピメラーゼにより一

部のGlcAがイズロン酸（IdoA）に異性化され，

その後，HS2-O-sulfotransferase（2-OST）に

よるIdoA/GlcAの2位水酸基への硫酸基付

加，HS6-O-sulfotransferase（6-OST）による

GlcNSO の6位水酸基への硫酸基付加，および

HS3-O-sulfotransferase（3-OST）によるGlc-

NSO の3位水酸基への硫酸基付加の順で硫酸

化が進む（図 1)．この硫酸転移反応の流れは，

スルホトランスフェラーゼの基質特異性によっ

て決められている ．

Glucosaminyl deacetylase/

sulfotransferase（NDST）

欠損マウスからの情報

NDSTはNDST-1～4までのアイソフォー

ムが同定されており ，そのうちNDST-1遺伝

子のノックアウトマウスについてはRingvall

ら ，およびFanら が，NDST-2遺伝子のノ

ックアウトマウスはHumphriesら ，および

Forsbergら が報告している．Ringvallら

によると，NDST-1遺伝子ノックアウトマウス

（NDST-1 ）では，一部の胎仔が胎齢14.5日

～18.5日の間で死亡するものの，大部分は出生

直後に死亡するという（表 1)．胎生期死亡の個

体では，頭蓋および眼の形成不全が見られたが，

新生児致死の個体は呼吸不全を起こしており，

組織学的観察で肺の拡張不全が確認された．肺

機能不全による致死は，Fanらの報告 とも一

致する．Ringvallらは，さらに胎齢18.5日の

NDST-1 胎仔の肺，肝，および腎の免疫組織

染色を行い，GlcNSO を含むHSの発現が著し

く減少していること，および，肺でのサーファ

クタントAおよびBの分泌が減少しているこ

とを確認した．また，胎齢14.5日の胎仔由来線

維芽細胞を用いてグルコサミンのN-硫酸化の

程度を測定したところ，野生型では40%以上が

硫酸化されているのに対し，NDST-1 では

15%以下まで減少していた．以上の結果より，

NDST-1は肺の機能形成に非常に重要である

とともに，肝および腎でのHSのN-硫酸化に

関しても主要な役割を担っていることが示唆さ

れた．

一方，NDST-2遺伝子のノックアウトマウス

（NDST-2 ）は正常に出生し，雌雄ともに繁殖

能を保持し，20カ月の飼育でも肺，肝，腎，精

巣，心，脾，および骨格筋に異常を認めなかっ

た．肝でのHSのN-硫酸化の程度も，野生型と

NDST-2 で差が無く，NDST-2はHSの生合

成にはあまり重要でないことが判明した．一方，

腹腔洗浄液よりマクロファージ，リンパ球，お

よび肥満細胞の混合細胞を調製し， S-sulfate

存在下で培養することによって硫酸基の標識を

行い，細胞100万個当たりのHS（あるいはヘパ

リン）の硫酸化量を測定した結果，NDST-2

では野生型の12%まで減少していることが判
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図 1 ヘパラン硫酸（HS）硫酸基修飾に関与する主

要な酵素群

ヘパラン硫酸の基本骨格となる繰り返し二

糖単位の構造，硫酸転移部位（I～IV)，およ

びそれらの硫酸転移を触媒する主要な酵素群

を示した．スルホトランスフェラーゼの基質

特異性により，硫酸転移反応はI，II，III，IV

の順で進むと考えられる．左側のウロン酸は

イズロン酸であるが，グルクロン酸から成る

二糖単位も存在する．



明した．肝臓のHSの硫酸化には変化がないこ

とから，腹腔由来混合細胞の硫酸化の減少は，

主にヘパリンの硫酸化の程度に起因することが

推測された．そこで，ヘパリンの産生細胞であ

る肥満細胞について解析を行ったところ，腹腔

肥満細胞の細胞数の減少，肥満細胞特異的なプ

ロテアーゼであるキマーゼおよびトリプターゼ

の活性低下，およびヒスタミン含量の減少が確

認された．また，電子顕微鏡を用いた観察より，

腹腔肥満細胞および皮膚由来の肥満細胞で細胞

内顆粒数の減少が認められた．

以上の結果より，NDST-2 ではヘパリンの

硫酸化不全が生じ，肥満細胞分泌顆粒内のプロ

テアーゼやヒスタミンの貯留能力が低下したと

考えられ，NDST-2は主に肥満細胞におけるヘ

パリンの硫酸化を担っていることが判明した．

しかし，NDST-1とNDST-2遺伝子のダブル

ノックアウトマウスは，NDST-1単独欠損マウ

スに比べてより早期に死亡するようであり ，

NDST-2も部分的にHSの生合成に関与して

いる可能性はあろう．

HS2- -sulfotransferase（2-OST）

欠損マウスからの情報

2-OSTは，1997年，Kobayashiらによって

Chinesehamsterovary細胞よりクローニング

された ．翌年，Bullockらはジーントラップ法

によって腎形成不全マウスを作出し，その破壊

された遺伝子を解析した結果，マウス2-OST遺

伝子に相当することが判明した ．この2-OST

遺伝子欠損マウス（2-OST ）は死産か，出生

後24時間以内に全て死亡した．新生児致死の個

体では，腎がまったく形成されていなかったが，
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表 1 ヘパラン硫酸プロテオグリカン(HSPG)関連ノックアウトマウス

標的因子(別名) 発現部位 欠損マウスの表現型 文献

コアタンパク質合成

perlecan 広範囲 40%が胎盤10.5日で死亡(頭部形成不全) 2)

60%が出生直後に死亡(呼吸不全，骨格形成

不全)

syndecan-1(syndecan) 上皮細胞に高発現 正常に出生，Wnt-1誘導乳ガン形成が70%

抑制

3)

syndecan-3(N-syndecan) 神経細胞に高発現 正常に出生，絶食後の食欲低下，学習・記憶

能力低下

4)

syndecan-4(ryudocan/

amphiglycan)

広範囲 正常に出生，接着斑形成不全，閉塞性腎症の

増悪，皮膚の創傷治癒の遅延

5)，6)，7)

glypican-2(cerebroglycan) 胎仔の神経系に発現 正常に出生，詳細は未報告 8)

glypican-3(OCI-5) 胎仔の肺，肝，腎 出生後数日で死亡，腎形成異常，肺感染症，

過成長

9)

〔GlcA-GlcNAc〕二糖単位の伸張

EXT-1

広範囲 胎齢8.5日までに全て死亡，囊胚形成不全，

ヘパラン硫酸合成能消失

10)

硫酸基修飾

NDST-1 広範囲 一部が胎齢14.5日～18.5日で死亡(頭蓋お

よび眼の形成不全)大部分が出生直後に死亡

(呼吸不全，肺拡張不全)

11)，12)

NDST-2 広範囲 正常に出生，肥満細胞内のプロテアーゼおよ

びヒスタミン量低下

13)，14)

HS2-OST 胎仔で広範囲 死産，あるいは出生24時間以内に死亡，腎

形成不全，骨格形成不全HSの2-O-硫酸化

の消失，FGFとの親和性低下

15)，16)

HS3-OST-1 広範囲 正常に出生，血液凝固も正常 17)

GlcA;glucuronicacid,GlcNAc;N-acetylglucosamine,EXT;hereditarymultipleexostoses,NDST;

glucosaminylN-deacetylase/N-sulfotransferase,HS;heparansulfate,OST;O-sulfotransferase,FGF;

fibroblastgrowthfactor
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その他の泌尿生殖器（副腎，膀胱，卵巣）は正

常に形成されていた．また，2-OST では骨石

灰化の亢進，胸骨の異所性骨化，および頚部脊

椎骨の融合などの骨格異常が観察され，口蓋裂

や多指症（特に右前肢部）も高頻度に出現した．

眼では色素網膜上皮細胞の分化不全による虹彩

欠損がみられた．

以上の結果より，HSのIdoA/GlcAの2位水

酸基硫酸化は腎や骨格形成に非常に重要である

ことが明らかとなった（図 1参照)．Ringvallら

は，NDST-1 の腎におけるHSの2位硫酸化

の量を測定していないが，2-OSTはNDSTの

後に働くため，NDST-1 の腎でも，二次的に

HS2位硫酸基修飾の程度が減少している可能

性が考えられる．しかし，NDST-1 の腎が正

常に形成されることは非常に興味深い．マウス

腎では，NDST-1のほかにNDST-2および

NDST-3のmRNAが検出されており ，また，

NDST-1 では完全にはN-硫酸化が消失して

いないことから ，NDST-2やNDST-3が代償

的に機能するとともに，わずかなHSの2位硫

酸基修飾でも腎の形成には十分であるのかもし

れない．

HS3--sulfotransferase（3-OST）

欠損マウスからの情報

GlcNSO の3位へ硫酸基を転移する酵素の

3-OSTは，Shworakらによって1997年にクロ

ーニングされ ，現在少なくとも4つのアイソ

フォームが同定されている ．アンチトロンビ

ンは，HSあるいはヘパリンと結合することに

よってプロテアーゼ阻害活性を著しく上昇する

が，これにはHS/ヘパリンの3位硫酸基修飾が

必須である ．Shworakらは，血栓傾向の表現

型を予想して，3-OST-1遺伝子欠損マウス（3-

OST-1 ）を 作 出 し，そ の 解 析 結 果 を

Glycobiology学会（2000年）で報告した ．そ

れによると，3-OST-1 の組織では，アンチト

ロンビン阻害活性促進能をもつHS（HS ）の

量が，野生型に比べ2～25%まで低下している

にもかかわらず，組織フィブリン沈着の程度は，

3-OST-1 と野生型との間でまったく差がな

かった．さらに，塩化鉄を用いた血管壁傷害実

験でも，3-OST-1 は野生型と同様の閉塞速度

を示したことから，3-OST-1 は血栓傾向を発

症しないことが判明した．Shworakらは，こう

した予想に反する結果に対し，今回の血栓評価

系が不適切であった可能性，あるいは残存する

HS の関与などを考察しているが，今後のよ

り詳細な研究によって，アンチトロンビンと

HSの凝固系制御における真の役割が明らかに

なるものと考える．

おわりに

HSPGは，スルホトランスフェラーゼの種類

および発現部位，あるいは発現時期の違いによ

って，多様な硫酸基修飾のパターンを示す．そ

して，この多様性を利用して，成長因子や細胞

外基質などと選択的に結合し，それらの機能を

調節している ．NDST-1 や2-OST にみ

られる肺や腎などの形成不全は，硫酸化の低下

したHSPGに成長因子などが結合できず，機能

を発揮できなかったことに起因しているのかも

しれない．また，HSPGそのものの生理的役割

についてもまだまだ不明な点が多い．今後，ノ

ックアウトマウスの新たな作出，およびこれら

を掛け合わせた複合欠損マウスなどの研究を通

じて，HSPGの生理的意義が一層明らかになる

ものと期待される．
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