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学位論文内容の要旨

    プロテオグリカン(PG)とは、コアタンパク質と呼ぱれるタンパク質に1本以上のグリコサミノグリ

カン(GAG)鎖が共有結合している構造をもつ分子の総称である。GAG鎖はウロン酸とアミノ糖の2

糖を繰り返し単位とする特徴的な構造を持ち、Xyl-Gal―Gal-GlcAという共通4糖を介して、コアタン

パク質中のSer残基に結合している。またjこの共通4糖領域に共有結合するGAG鎖構成糖の違

いに基づぃて、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン(CSPG)タイプと、ヘパラン硫酸ブロテオグリカン

(HSPG)タイプのニつに大きく分類される。すなわち、共通4糖領域にGlcNAcがpl―4結合したも

のはCSPG、GalNAcがal－4結合したものはHSPGに仕分けされf3。また、GAG鎖はそれら基本的

糖鎖骨格に加えてエピマー化や硫酸化などの修飾により多様な微細構造をもち、この特異なGAG

鎖の構造がプロテオグリカンの多彩な機能を担うと考えられている。

    しかし、これら2タイプのPGの生合成分岐点である共通結合4糖へのへキソサミン転移メカニ

ズムは依然不明のままである。これまでに、天然から単離されたPGの構造をもとに、GAG鎖生合成

の仕分け制御機構について、以下のニつの仮説が提唱されている。

  1）「HSPGには、GAGに直結するコアペプチド領域は疎水性アミノ酸が多く、またその両側もしく

は片側に酸性クラスターペブチH預域が存在する」ことがEskoらによって報告されている。このこと

は、HSPGタイブヘの糖鎖伸長を決定付ける5番目の旺ーGlcNAc転移酵素がコアペプチドを認識す

る部位を有していることが示唆される。

2）一方、「CSPGの共通結合4糖領域のGalが硫酸化されているものは存在するが、その領域が硫

酸化されたHSPGは見っかっていない」ことを菅原らが報告している。このことから、共通結合4糖上

の硫酸基の有無がこの仕分け制御機構に深く関与していると菅原らは推定している。すなわち、こ

の硫酸化が5番目のa-GlcNAc転移に先行しているとすれぱ、a,-GlcNAc転移酵素が硫酸基によっ

て 阻害 され、p―GalNAc転 移酵素の みがこ の共通結 合4糖 に作用 すると考 えられ る。

本研究では、昔原らの生合成仮説を検証するために、コア領域の硫酸化されうる水酸基をフ

ツ素化したコア領域類縁体(PGイニシエーター）を全種類合成し、CI-IO―Kl細胞に取り込ま

せ、細胞が吐き出したイニシエーターのCS/HSの組成比を分析した。

  第ー章ではプロテオグリカンの生合成機構にっいて現在までに得られている知見を述べ

る。

  第二章では、天然に豊富に存在するラク卜ースを原料とし、1，6―anhydro-[3－lactoseを鍵中間

体とした新規プ口テオグリカニ′コア4塘の合成法にっいて述べた。本研究では、糖鎖合成に
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おいて最も困難であり煩雑をグリコシル化反応と保護基のかけわけを回避するため、天然2

糖を鍵中間体として合成し、そこからプロテオグリカンコア4糖領域の効率的合成法を開発

した。これら、合成コア構造は細胞培養においてプロテオグリカンイニシエーターとなるこ

とが知られており、2，3，4糖ペプチドイニシエーターの伸張活性についても検討を行った。そ

の結果、3。4糖ペプチドより、2糖ペプチドイニシエーターの伸張活性が最も高く、分子量で

はなく糖鎖構造が、細胞膜通過、糖転移酵素作用に影響を与えていることを発見した。

  第三章では、プロテオグリカンの生合成仮説を検証するため、フッ素化類縁体をデザイン

した理由とその合成法を述ぺる。また、これらフッ素化イニシエーターを用いた細胞培養実

験の結果(CS/HSの生成比）を述べる。

まず、フッ素化類縁体の合成にっいては、電子求引基であるフッ素原子を官能基として有し

た糖ドナーは低活性であることが予備実験で分かっていたため、第二章で用いたシリレン基

をアクセプター保護基として用いることでこの問題を解決した。

また、多段階を有する5種類の類縁体を合成するにあたり効率的合成を目指し、Gal（シリレ

ン 保 護 ） ー Xyを 鍵 中 間 体 と し て 設 計 し 、 合 成 効 率 の 向 上 に 成 功 し た 。

これら、合成イニシエーターをCH0←K1細胞で培養し、吐き出されたイニシエーターを分析

したところ、2番目のGdの6位をフッ素化したものが顕著にHSを生J殳しているニとがわか

った。フッ素無置換コントロール物質がCSを多く生成していたのとは対照的であり、2番目

Galの 6位 硫 酸 化 が CSmSの仕 分け に大 きく 影響 して いる こと が示 唆さ れる 。

またこの結果は、現在までに合成された人口イニシエーターがHSをせいぜぃ50％しか合成

できなかったのに対し、初めてHSのみに合成を制御できるイニシエーターを開発できたこ

    〆

とになる。

  第四章は本研究の総括を、またこれからの展望にっいて述べた。
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  プロテオグリカン(PG)は、共通4糖領域に共有結合するGAG鎖構成糖の違いに基づぃて、コ

ンドロイチン硫酸プロテオグリカン(CSPG)タイプと、ヘパラン硫酸プロテオグリカン(HSPG)タイプ

のニっに大きく分類される。これら2タイプのPGの生合成分岐点である共通結合4糖へのヘキソ

サミン転移メカニズムは依然不明のままであり、以下のニっの仮説が提唱されている。

1）HSPGには、GAGに直結するコアベプチド領域は疎水性アミノ酸が多く、またその両側もしくは片

側に酸性クラスターペプチド領域が存在する

2） CSPGの共通結合4糖領域のGalが硫酸化されているものは存在するが、その領域が硫酸化さ

れたHSPGは見っかっていなぃ

仮説1）はEskoらによって報告されている。このことは、HSPGタイプヘの糖鎖伸長を決定付ける5

番目のa-GlcNAc転移酵素がコアペプチドを認識する部位を有していることが示唆される。仮説2）

は菅原らが報告している。このことから、共通結合4糖上の硫酸基の有無がこの仕分け制御機構に

深く関与していると菅原らは推定している。

  本研究では、菅原らの生合成仮説を検証するため、コア領域の硫酸化されうる水酸基をフ

ツ素化したコア領域類縁体（PGイニシエーター）を合成し、CHOIK1細胞に取り込ませ、

細胞が吐き出したイニシエーター由来のCSmSの組成比を分析することにより、コア領域の

硫酸化とGAG生合成分岐点の関係を明快に示すことに成功した。

  第一章ではプロテオグリカンの生合成機構について現在までに得られている知見を述べ

る。

  第二章では、天然に豊富に存在するラクトースを原料とし、1，6‐anhydro‐p＿lactoseを鍵中間

体とした新規プロテオグリカンコア4糖の合成法について述べた。これら、合成コア糖ペプ

チド構造が細胞培養においてプロテオグリカンイニシエーターとなる報告例は無かったが、

筆 者 は こ の 天 然 型 に 近 い 構 造 で も イ ニ シ エ ー タ ー と なる こ と を 証 明 し た 。

  第三章では、プロテオグリカンの生合成仮説を検証するため、フッ素化類縁体をデザイン

した理由とその合成法を述べた。また、これらフッ素化イニシエーターを用いた細胞培養実

験の結果（CS/I・iSの生成比）を述べた。具体的には、フッ素化類縁体の合成については、電

子求引基であるフッ素原子を官能基として有した糖ドナーは低活性であることが予備実験
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で分かっていたため、第二章で用いたシリレン基をアクセプター保護基として用いることで

この問題を解決した。また、多段階を有する5種類の類縁体を合成するにあたり効率的合成

を目指し、Gal（シリレン保護）-Xylを鍵中間体として設計し、合成効率の向上に成功した。

これら、合成イニシエーターをCHO-K1細胞で培養し、吐き出されたイニシエーターを分析

したところ、2番目のGalの6位をフッ素化したものが顕著にHSを生成していることがわ

かった。フッ素無置換コントロール物質がCSを多く生成していたのとは対照的であり、2

番目Galの6位硫酸化がCS/HSの仕分けに大きく影響していることが示唆される。またこの

結果は、現在までに合成された人工イニシエーターがHSをせいぜい50％しか合成できなか

ったのに対し、初めてHSのみに合成を制御できるイニシエーターを開発できたことになる。

  第 四 章 は 本 研 究 の 総 括 を 、 ま た こ れ か ら の 展 望 に つ い て 述 べ た 。

すなわち、著者は、プロテオグリカンの生合成機構について共通4糖領域の硫酸化の影

響を有機合成化学的に証明することに成功しており、その手法は今後の生体物質の生合

成機構研究に大いに貢献するものである。

  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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