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F−7　　人エ プロ テ オグ リカ ン の酵素的合成
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［目的］プ ロ テオグリカン （PG）は、動物細胞の 外側を取 り巻 い

て い る結合組織 り主要な構成成分の
一

つ であり、細胞の増殖、分

化、 形態形成など多くの生物学的機能に深く関与して い る 。 こ の

PG の 基本的な構造は、
コ ア タ ンパ ク質とグリコ サ ミノ グリカ ン

（GAG ）鎖 （コ ン ドロ イチン硫酸、 デルマ タ ン硫酸 ヘ パ ラン硫

酸、
ヘ パ リン等）か ら成っ てお り、 これ らは共通の橋渡し部分 （グ

ル クロ ン酸
一
ガラク トース

ー
ガラク トース

ー
キシロース）を介して コ

ア タンパ ク質のセ リンに結合してい る。 こ のような PG を酵素的

に人工 合成するこ とを目的とした 。 具体的には次の三つ の項目に

分けて行っ た。 1）生物活陛を有する GAG 糖鎖の組み換えによ

る合成、2）組み換え糖鎖をタンパ ク質へ 導入するための橋渡し

部分を含むキ ャ リアーの調製、 3）組み換え糖鎖の タンパ ク質へ

の導入。

［方法及び結果］1）GAG糖鎖自身の組み換えの ためには、精巣

性ピアル ロ ニ ダーゼ の 糖転移活陛を利用した。 その 結果、22糖ま

で の糖鎖長を有す るコ ン ドロイチン硫駿系糖鎖の組み換えが可能

となっ た 。 また、反応条件 （pH 　7．0、　Ba、　Ca の添加等）を変え

る こ とに より、反応収 率を上 げるこ とも可能 で あっ た 。 2 ）橋渡

し部分を含む糖鎖の合成は 、 培養細胞系を禾1」用 した。即ち 、 キシ

ロ シル ー4一メチル ウンベ リフ ェ ロ ン （Xyl−MU ）存在下 で培養細胞

を培養 し、 橋渡し部分 （グル クロ ン酸 ガラ ク トースーガラ ク トー

スーキシ ロース）を有するGAG 糖鎖を合成し、 こ れをキャ リアー

糖鎖の 土台とするこ とがで きた 。 3 ）糖鎖の タン パ ク質へ の導入

の ためには、GAG 糖鎖 とコ ア タ ンパ ク質問の結合部位であるキ

シ ロースーセ リン結合を加水分解するエ ン ドーβ
一キシ ロ シダーゼ

を発見 し、 その糖転移活性を調べ た 。 そ の結果、 高分子の GAG
糖鎖をその まま糖転移する活性があるこ とが知られた 。

［考察］現在の慧云子工学的手法を用 い ても、 PG を合成するこ

とは困難で ある。 そこで 、
エ ン ド型グリコ シダ

L ゼ を用い て酵素

的に PG を合成する方法の開発を試みた。 その結果 生物活駐の

無い糖鎖か ら、 生物活性を有する組み換え糖鎖を構築し、これを

タ ンパ ク質へ 導入するこ とも可能であり、 医薬品開発などの応用

が期待される 。
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〔目的】細胞外マ トリッ クス は、コ ラーゲ ン、フ ィ プロ ネクチ

ン、ラミニ ンなどの自己会合能をもっ 蛋白質を中心 に構築され

た超分子会合体 で あり、細胞はこ の マ トリッ クス に レセプタ
ー

を介して接着する こ と に より、 生体内で の空間的配置や増殖 ・

分化 ・細胞死を制御する情報を受け取っ て い る。我々 は、フ ィ

プロ ネクチンが細胞表層で自己会合に より線維伏構造体を形成

する こ と、この 自己会合には分子の N 末端側 7GkDドメイン とC
末端側 37kDドメインの 両方が必要であるこ とに着目し、種々 の

機能蛋白質をこ の 2つ の 自己会合 ドメイ ンの 間に挟み込む こ と

に より、 新規生理活性を組み込 ん だ人工 マ トリッ クス を構築す

る方法を開発 した。本研究 の 目的は、こ の 方法を細胞増殖因子

に応用 して、増殖因子活睦をビル トイ ン した人工 マ トリッ クス

を構築し、それによっ て 生体外 で の 細胞の 増殖 ・分化 ・遊走を

制御する新し い細胞外環境を創成する こ とにある 。

【結果および考察】フ ィ プロ ネクチ ン の N 末端側 70kD領域と C

末端 37kD領域を連結した
“
ミニ フィプロ ネクチ ン （miniFN ）

”

の発現ベ クタ
ーpMTXIに細胞増殖因子 TGFα をコ

ー
ドする cDNA

を挿入 し、TGFα とミニ フ ィ プ ロ ネクチ ン の キ メラ蛋白質

価 niFN −TGFα ）を培養細胞に発現させ、キメ ラ蛋白質を培養上

清より精製した。この キメラ蛋白質を含む培地で線維芽細胞を

培養する と、キメラ蛋白質が細胞外マ トリッ クス に不溶化され、

キメラ蛋白質がマ トリッ クス組織化能を保持してい るこ とが確

認された。 また、キメラ蛋白質を含む無血清培地で細胞を培養

すると、細胞 の増殖がお こると同時に、TGFα に特有なフ ォ
ー

カ

ス形成が誘導された。 この結果は 、 キメラ蛋白質が TGFα の 生

理活性 も保持して い る こ とを示して い る。

　TGFα は細胞の増殖と遊走の促進を通じて皮膚や角膜で の創

傷治癒を促進する こ とが報告されて い る。角膜創傷治癒モデル

を用 い、キメ ラ蛋白質とインタク トな TGFα の創傷治癒促進活

性を比較 した結果、キメラ蛋白質は TGFα に比べ て有意に高い

治癒促進活性を持 つ こ と、また、拡散性の イ ンタクト TGF α と

比べ 、活陸が長時間持続する こ と力溂 明 した。 現在、増殖因子

を含む種々 の サイ トカイ ンが創昜治療薬として検討されて い る

が、これ らの 因子は拡散性であるため、活性がすぐに失われる

欠点がある。マ トリッ クス 組み込 み 型増殖因子は、こ の 問題点

を克服した活性持続型の創傷治療薬として今後の臨床応用が期

待される。

Anovel 　growth　factor　with 　matrix 　assembly 　activity ．

Kiyotoshi　Sekiguchi且・z＞，　Ri−ichiroh　Manabe2｝　（Inst，　 Protein
Res．

，　Osaka　Univ．正〉，　ERATO，　Biomatrix　Signaling　Project2））

．− 138 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


