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1. 略語表  

 

2-AB : 2-aminobenzamide 

2-ME : 2-mercaptoethanol 

Amp : ampicillin 

AP : alkaline phosphatase 

BSA : bovine serum albumin 

CBB : Coomassie brilliant blue 

cDNA : complementary DNA 

Chn : chondroitin 

COCH : coagulation factor C homology 

CPRG : chlorophenol red-β-D-galactopyranoside 

CS : chondroitin sulfate 

Da : dalton 

D-MEM : Dulbecco’s modified essential medium 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

DNA : deoxyribonucleic acid 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assey 

FACS : fluorescence-activated cell sorter 

FBS : fetal bovine serum 

FCS : fetal calf serum 

Fw : forward 

GalNAc : N-acetylgalactosamine 

GSG : glycosaminoglycan 

GAM : goat anti-mouse IgG 

GlcA : D-glucuronic acid 

GlcNAc : N-acetylglucosamine 
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HA : hyaluronic acid 

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HPLC : high performance liquid chromatography 

HS : heparan sulfate 

NFAT : nuclear factor of activated T cells  

PAA : polyacrylamide 

PAGE : poly-acrylamide gel electrophoresis 

PBS : phosphate buffered saline 

PCR : polymerase chain reaction 

PE : phycoerythrin 

PI : propidium iodide 

PVDF : polyvinylidene difluoride 

RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction 

Rv : reverse 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SS : signal sequence 

TBS : Tris buffered saline 

TEMED : tetramethylethylenediamine 

Tris : Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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1.	
 序論	
 

	
 

1.	
 レクチン	
 

	
 

1-1. レクチン  

	
 レクチンとは、1888 年 Hermann Stillmark によりトウゴマの抽出物から最初に報

告された (1)、抗体と酵素を除く糖鎖を特異的に認識し結合するタンパク質の総称であ

る (2)。その後、植物から抽出したレクチンが ABO 式血液型特異的に凝集することが

報告された (3)。現在ではレクチンは植物だけでなく菌類から動物まで幅広い生物種に

存在していることが知られている。 

	
 レクチンは糖鎖認識領域 (Carbohydrate-recognition domain; CRD)と呼ばれる糖鎖

認識に関与する保存されたアミノ酸配列を有しており、高度に保存されている。この

CRD の構造をもとにレクチンはいくつかのファミリーに分類されている。ファミリー

には、最大のファミリーであるマメ科レクチン、マメ科レクチンと類似性をもつ L タ

イプレクチン、カルシウム依存性の Cタイプレクチン、βガラクトースを認識するガレ

クチンなどが知られている。さらに、インフルエンザウイルスのヘマグルチニンやグラ

ム陰性菌の毒素などもレクチンである (4)。 

	
 また、レクチンは古くから様々なツールとして利用されており、例えばレクチンを固

相化したカラムは糖タンパク質の精製・分離に用いられている。近年では iPS/ES細胞

を目的の細胞に分化させた際に生じる未分化な iPS/ES細胞 (患者に移植すると腫瘍化

する可能性がある)の除去に薬剤融合型のレクチンを用いる方法が開発されている (5)。 

	
 以下に代表的なレクチンファミリーについて詳細を記す。 

 

1-2. マメ科レクチン  

	
 マメ科レクチンはマメ科植物の主に種子に存在するレクチンであり (6, 7)、ファミリ

ー分子間で類似した一次構造を有しており、糖との結合には金属イオンが必要である。

真菌や昆虫、動物に対して毒性をもつレクチンが報告されていることから植物において

生体防御の機能を発揮していると考えられている (8)。 
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 マメ科レクチンのうち最初に構造が報告されたのは Concanavalin A (Con A)であり、

これはタチナタマメに存在する分子量 26 kDaのレクチンである。二量体や四量体を形

成し、糖鎖非還元末端の α-Glc/Manと結合することが知られている。 

 

1-3. C タイプレクチン  

	
 結合にカルシウムイオンを必要とする動物レクチンである。Cタイプレクチンの代表

的なものとしてセレクチンがあげられる。セレクチンは L-セレクチン、E-セレクチン、

P-セレクチンの 3種類が知られている。L-セレクチンはリンパ球に発現しており、血管

内皮細胞上に存在するリガンドと相互作用することによりリンパ球のホーミングに関

与している (9)。リンパ節内でリンパ球が通り抜ける細血管である高内皮細静脈には、

6-sulfo sialyl Lewis Xと呼ばれる硫酸化糖鎖が存在しており、これが L-セレクチンの

主要なリガンドとなっている (10, 11)。また、マクロファージや樹状細胞上にも C タ

イプレクチンが発現しており、自己・非自己の糖鎖を認識、結合することで多様な免疫

応答の誘導に関与していると考えられている (12)。 

 

1-4. ガレクチン  

	
 カルシウム非依存的にβガラクシドに結合するレクチンであり、一次配列上に保存さ

れた糖認識領域を持つ。分子様式によりプロトタイプ (1つの糖鎖結合ドメインからな

る)、タンデムリピートタイプ (1つの糖鎖結合ドメインと糖鎖とは結合しないドメイン

からなる)、キメラタイプ (2 つの糖鎖結合ドメインからなる)に大別される (13)。脊椎

動物から無脊椎動物まで幅広く存在しており、哺乳類では 10種類以上が報告されてい

る (14)。 

	
 哺乳類で最初に発見されたガレクチン 1 はプロトタイプであり (15)、分子量約 14 

kDaのタンパク質である。生体内に普遍的に発現しており、神経幹細胞の増殖や (16)、

活性化 T細胞のアポトーシスに関与しているといわれている (17)。 
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1-5. シグレック  

	
 免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、シアル酸に結合するレクチンである。N

末端側から V-セット免疫グログリン様ドメイン、1から 16個の C2-セット免疫グロブ

リン様ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞質内ドメインを有している (18)。主に免疫系

の細胞に発現しており、細胞質内に immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 

(ITIM)とよばれる抑制性のモチーフをもつことから、シグナル伝達を負に制御すると考

えられている。V-セット免疫グロブリン様ドメインが糖結合に重要であることが報告さ

れ (19, 20, 21)、さらに 3’-シアリルラクトースとの共結晶を用いた X線結晶構造解析

によりシアル酸との結合に必要なアミノ酸残基も同定されている (22)。 

 

1-6. 他のレクチンファミリー  

	
 他のレクチンファミリーとしては、マメ科レクチンと類似の構造をもつ L 型レクチ

ン、シアル酸に特異性を示す I 型レクチン、微生物に広く存在する R 型レクチン、マ

ンノース 6 リン酸に結合する P 型レクチン、酸性糖鎖に結合するアネキシンなどが知

られている (23)。 
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2. 難聴  

 

2-1. 聴覚の仕組み  

	
 耳介で集められた音は外耳道を通り鼓膜に送られる。音の大小や高低は鼓膜の振動に

変換される。音が大きいと振動も大きくなり、音が小さいと振動も小さい。鼓膜の振動

は中耳の耳小骨に伝達される。耳小骨はツチ骨、キヌタ骨、アブミ骨からなり、それぞ

れの骨は靭帯によって繋がっている。この靭帯の働きにより振動の調節を行う (大きい

振動は小さく、小さい振動は大きくし、適切な大きさの振動が伝わる)。この振動が内

耳中の蝸牛に伝わる。蝸牛内はリンパ液で満たされており、このリンパ液中を振動が伝

わりコルチ器に存在する有毛細胞が振動することで電気信号に変換され、蝸牛神経を介

して大脳に信号が伝達される。一つの有毛細胞はある特定の音にしか反応せず、また反

応する音の高低によって存在する位置が異なっている。つまり蝸牛の入り口側には高い

音に、奥側には低い音に反応する有毛細胞が存在している。最終的に大脳皮質の聴覚野

で音として認識される (24)。 

 

2-2. 難聴  

	
 難聴は大きく分けて感音性難聴と伝音性難聴に分類される。検査はオージオメーター

を用いて気導と骨導両方の閾値を調べることによって行う。気導と骨導に差がないもの

を感音性難聴、気導と骨導に差があり骨導では閾値が正常範囲を示すものを伝音性難聴

と判断する (25)。感音性難聴は内耳に障害がおこることによって生じる難聴であり、

音が聞こえにくくなる、言葉が不明瞭といった症状が生じるといわれている。先天的な

ものと後天的なものがあり、先天的な原因としては遺伝、発達異常などがあげられる。

一方後天的な原因としては外傷や加齢などがある (26)。原因が不明で治療法が確立さ

れていないものが多く、補聴器を用いても聴力を補うのが難しい場合もある。加齢性難

聴も感音性難聴の一種であり、これは患者数が最も多いといわれている。治療法が確立

されていないため補聴器を用いることが多いが、個人差が大きく補聴器を用いても聴力

が回復しない場合もある。一方、伝音性難聴は外耳や中耳に障害が起こることによって

おこる難聴であり、音がきこえにくくなるといわれている。伝音性難聴には治療法が確
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立されているものが多く、ほとんどの患者で聴力が回復する傾向にある。難聴はその残

存聴力により軽度難聴から重度難聴まで 4段階に分類されている (Table 1)(27) 。 

 

Table 1.	
 難聴の程度	
 

 

2-3. 遺伝性難聴障害  

	
 遺伝性難聴障害は症候群性難聴と非症候群性難聴に大別されており、約 70%の遺伝

性難聴は非症候群性である。非症候群性遺伝性難聴は、遺伝形式により常染色体優性遺

伝  (non-syndromic autosomal dominant deafness; DFNA)、常染色体劣性遺伝 

(DFNB)、X連鎖性遺伝 (DFNX)に分類されており、原因遺伝子座の報告順に 1から番

号がつけられている (28)。 

	
 DFNA は、非症候群性難聴の約 30%を占めていると推定されており、国内における

患者は約 1 万人と予想されている (29)。DFNA に関しては 40 種類以上の原因遺伝子

が同定されており、原因遺伝子として有毛細胞に関する遺伝子 (KCNQ4; K+ channel 

subunit, DFNA2)、非感覚細胞に関する遺伝子  (COCH; extracellular matrix 

component, DFNA9)、蓋膜に関する遺伝子 (TECTA; extracellular matrix component, 

DFNA8, 12)などが報告されている (28)。症状は原因遺伝子および患者により様々であ

る。例えば TECTA遺伝子の変異による難聴では軽度から中程度の難聴を呈することが

多いとされている (30)。 

 

 

 

��'%&� ���

����� 25#39&dB&� �����
�"���	��

������ 40#69&dB&� ��� ��"���	��

����� 70#89&dB&� ����������

����� 90&dB&��� 
� �!#$������



 12 

2-4. DFNA9 

	
 1991 年に Khetrapal により病理所見が報告された後、1998 年 Robertson らによっ

て報告された内耳に豊富に存在するタンパク質である Cochlinをコードする COCHを

原因遺伝子とする常染色体優性遺伝性難聴障害である (31)。症状はメニエール病と類

似しており、めまいや耳鳴りを伴う進行性の高音障害型感音性難聴を示すことが知られ

ているが (32)、めまいの頻度は患者によりばらつきが大きい。DFNA9患者はベルギー、

オランダ、アメリカ、日本、オーストラリアで報告されている (33)。Cochlin は N 末

端側から LCCL ドメイン、vWA1 ドメイン、vWA2 ドメインからなる分泌型のタンパ

ク質である。DFNA9患者では COCH遺伝子上に約 20カ所の突然変異箇所が知られて

いるがそのほとんどが LCCL ドメイン内である。しかし Cochlin の機能は未だに不明

であり、DFNA9発症メカニズムも判明していない。 

 

2-5. LCCL ドメイン  

	
 LCCLドメインは C末端に高度に保存されたアミノ酸配列をもち、2000年に Trexler

らにより命名されたドメインである。Limulus factor C、Cochlin、Lgl1の 3つに共通

していたことから LCCLドメインと名付けられた (34)。Limulus factor Cはカブトガ

ニの体液に存在するセリンプロテアーゼであり、リポ多糖 C (lipopolysaccharide; LPS)

に結合し、体液凝固カスケードを引き起こすことでグラム陰性菌からの感染防御を担っ

ているという報告がある (35, 36)。現在ヒトでは LCCLファミリーとして計 6つの遺

伝子 (COCH; Gene ID: 1690、VIT; Gene ID: 5212、CRISPLD1; Gene ID: 83690、

CRISPLD2; Gene ID: 83716、DCBLD1; Gene ID: 285761、DCBLD2; Gene ID: 

131566)が同定されている。 

 

2-6. Cochlin 

	
 Cochlin は DFNA9 の原因遺伝子として同定された COCH の遺伝子産物である。内

耳の蝸牛や三半規管 (Fig. 1)に高発現していることが知られており、特に蝸牛ではコラ

ーゲンを除いた全蝸牛タンパク質の約 70%を占めているという報告もある (37)。 

	
 Cochlinは LCCLドメインと 2つの vWA (von Willebrand factor domain A)ドメイ
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ンからなる分泌型タンパク質である。 

このうち LCCLドメインの機能は明らかになっていないが、vWAドメインはコラーゲ

ンとの結合に関与しており、蝸牛の構造を支える役割を担っていると考えられている。 

	
 Cochlinにはアイソフォームが 4種類存在しており、p63 (全長)、p44 (ΔLCCL)、p40 

(ΔLCCL, ivd1)および p16 (LCCL)がある (38)。Cochlinのアイソフォームの一つ、p16

は Cochlin-tomoprotein (CTP)とも呼ばれており、内耳の外リンパに特異的に含まれて

いる。また、他の内耳に存在する体液である髄液や血液、中耳洗浄液には存在していな

いことが報告されている (39)。そのため、この性質を活かして CTPは外リンパ瘻の診

断マーカーとして利用されている。外リンパ瘻とは内耳リンパ腔と周囲臓器のあいだに

瘻孔が生じる病気であり、難聴や耳鳴り、めまい、平衡感覚障害などの症状を呈する。

瘻孔は蝸牛窓や前庭窓 (Fig. 2)、骨迷路 (Fig. 1)破壊部などに生じる。原因としては外

因性（ダイビングなど）や内因性（くしゃみなど）の圧外傷などが知られているが、原

因がわからないこともある (40)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.	
 1	
 耳の構造	
 

Mattherw W. Kelley. Regulaation of cell fate in the sensory epithelia of 

the inner ear. (2006)  Nature reviews Neuroscience.  7, 837-849  
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Fig.	
 2	
 中耳、内耳の構造  

Hudspeth AJ. Integrationg the active process of hair cells with cochlear 

function. (2014) Nature reviews neuroscience .  15, 600-614 
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3. プロテオグリカン  

 

3-1. プロテオグリカン  

	
 コアとなるタンパク質の特定のセリン残基に側鎖としてグリコサミノグリカン 

(GAG)が共有結合した分子の総称であり (41)、細胞外マトリックスや細胞表面に普遍

的に存在している。現在までに約 20種類のコアタンパク質が見出されている (Table 2) 

(42, 43, 44, 45)。 

 

Table 2. 代表的なプロテオグリカン  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CS: chondroitin sulfate, KS: keratin sulfate, HS: heparan sulfate, DS: 

dermatan sulfate 

 

	
 体内のプロテオグリカンのうち最も豊富に存在しているものはアグリカンである。ア

グリカンはコンドロイチン硫酸  (CS)とケラタン硫酸  (KS)を側鎖にもつ分子量約

2,500 kDaの大型のプロテオグリカンである。アグリカンは N末端の G1ドメインを介

してヒアルロン酸 (HA)と結合し (46)、巨大複合体を形成する。特に軟骨ではアグリカ

ンとヒアルロン酸からなる巨大分子がその大部分を占めており、その保水作用により軟

骨に弾力をあたえていることが知られている (47)。 

	
 また内耳にはミメカンが存在するという報告がある (48)。ミメカンはスモールロイ

#&���$�'� ���GAG#(	)� ���

��$�'� CS,$KS(�	)$ ���

�' �'� HS,$CS$(3*8)� �����

 �$'� CS/DS$(1)� 
����

!(��'� CS� �
�
��

"(%�'� HS$(1*3)� ����
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シンリッチリピートプロテオグリカンファミリーのメンバーであり、側鎖にケラタン硫

酸鎖をもつ (49)。また、コアタンパク質は同定されていないが、内耳の内リンパ液に

もプロテオグリカンが存在し、内リンパ液中のタンパク質の約 3%を占めているという

報告がある (50)。 

	
 プロテオグリカンの生合成は、コアタンパク質部分が翻訳された後、ゴルジ体で糖鎖

修飾を受けることによっておこる。 

 

3-2. GAG 

	
 プロテオグリカンの糖鎖部分に相当し、細胞表面や細胞外マトリックスに普遍的に存

在する枝分かれのない直鎖状の酸性多糖である。現在まで植物には見出されておらず、

GAG は動物細胞に特異的な構造であると考えられている (51)。GAG は、様々な増殖

因子やサイトカインとの相互作用を介して種々の生物学的機能、例えば細胞増殖や分化

などの制御に関与している (52, 53)。また、ウイルスや細菌が感染する際の足場にもな

っている (54, 55)。GAGとタンパク質との相互作用は静電的な相互作用と古くは考え

られていたが、近年ではほとんどの場合は GAG中の特定の糖鎖配列を介した特異的な

分子認識であると考えられている (51)。 

 

GAG の構造  

	
 GAGはウロン酸 (glucronic acid (GlcA)、iduronic acid (IdoA))とアミノ糖 (N-acetyl 

galactosamine (GalNAc)、N-acetylglucosamine (GlcNAc))の二糖繰り返し構造を基本

骨格にもち  (56, 57)、その構成二糖に基づいてコンドロイチン硫酸  (chondroitin 

sulfate; CS)/デルマタン硫酸 (dermatan sulfate; DS)、ヘパラン硫酸 (heparan sulfate; 

HS)/ヘパリン (heparin; Hep)、ヒアルロン酸 (hyaluronic acid; HA)に分類される (Fig. 

3)。HA を除く GAG は、水酸基やアミノ基の一部に硫酸化修飾や水酸基のエピマー化

を受けることによって多様な構造を形成する。 
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 (A)                                 (B) 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 GAG の二糖構造  

CS/DS (A)と HS/Hep (B)鎖の二糖単位の構造。 CS/DS は GlcA/IdoAβ

1-3GalNAc、HS/Hep は GlcA/IdoAα1-4GlcNAc という形で二糖が重合して

いる。  

 

3-3. CS/DS 

	
 CS/DSは hexosaminic acid (HexA)と GalNAcの二糖が繰り返し重合した分子量 104

から 105の多糖であり、軟骨や角膜、血管、皮膚など多くの組織に存在している (58)。

CS/DS は、構成二糖内に含まれる硫酸化修飾の位置や数、エピマー化などが異なる異

性体が存在し、O、A、B、C、D、E に大別されている (Table 3)。また、二糖組成中

の A unitの割合が高いものを CS-A、D unitの割合が高いものを CS-Dなどと呼んで

おり、IdoAを含むものを DSと呼ぶ。 

	
 CS は、1952 年に医薬品としての認可を受けており (59)、関節痛や腰痛などに効果

があるとされている。近年、CS/DS の神経細胞への作用が注目されており、ブタ胎膜

から抽出された CS/DS 混成鎖が、増殖因子の一つであるミッドカインと特異的に相互

作用することにより神経突起伸張促進活性をもつことが報告された (60)。 

 

 

 

 

CS / DS �

O!

NHAc!O!

OH!

COOH!
O

O!

O

O!

CH2O!

GalNAc �GlcA/IdoA �

SO3
- �

H �-O3S�
H �

SO3
- �

H � n�

(COOH)!

IdoA � GlcNAc �

NH!O!

OH!

O

O!

O

O!

CH2O!

n�

COOH!

SO3- �
H �

OH!

SO3- �
�c �

SO3- �
H �

CS/DS � HS/Hep�

GlcA/IdoA �
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Table 3. CS の硫酸化二糖構造  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2S: C2 水酸基が硫酸化されていることを示す。4S, 6S も同様に C4、C6 水酸基

が硫酸化されていることを示す。  

 

3-4. HS/Hep 

	
 HS/Hepは HexAと GlcNAcの二糖が繰り返し重合した分子量 104から 2 x 105の多

糖である。HSと Hepの明確な区別は難しいが、glucosamine (GlcN)が Nアセチル化

されており、かつ HexAが GlcAの割合が高いものを HS、GlcNが N硫酸化されてお

り、HexAが IdoAの割合が高いものを Hepと定義している。HS/Hepは構成二糖内に

ランダムな硫酸化修飾を受けることにより多様な構造を形成するが、総じて HSでは硫

酸化の程度は低く、Hepでは高い (Table 4) (61)。 

 

Table 4. HS/Hep 二糖構造の構成比  

 

 

 

CS / DS �

O!

NHAc!O!

OH!

COOH!
O

O!

O

O!

CH2O!

GalNAc �GlcA/IdoA �

SO3
- �

H �-O3S�
H �

SO3
- �

H � n�

(COOH)!

CS/DS� ��� �����

O"unit' GlcA"GalNAc�

A"unit� GlcA"GalNAc'(4S)�

B"unit� IdoA'(2S)"GalNAc'(4S)�

C"unit� GlcA"GalNAc'(6S)�

D"unit� GlcA'(2S)"GalNAc'(6S)�

E"unit� GlcA"GalNAc'(4S,'6S)�

 

HS#
(bovine#lung)�

Hep#
(bovine#lung) �

0S � NS � 6S � UA2S � HS)di1S � HS)diS2� triS�
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 Hep には抗血液凝固作用があることがよく知られており、手術時や血栓防止剤とし

て利用されている。抗血液凝固作用は、血液凝固阻害因子であるアンチトロンビン III

と Hepが相互作用することによって発揮され、その相互作用には Hep内に存在する特

定の五糖構造が必須である (62)。 

	
  

3-5. GAG の生合成  

	
 CS/DS、HS/Hepの生合成は、コアタンパク質の特定のセリン残基にキシロース転移

酵素 (XylT)、ガラクトース転移酵素-I (GalT-I)、ガラクトース転移酵素-II (GalT-II)、

グルクロン酸転移酵素-I (GlcAT-I)により GlcA-Gal-Gal-Xyl- (Ser)からなるタンパク質

結合領域四糖が合成されることにより開始される。 

 

3-5-1. CS/DS の生合成  

	
 CS/DS は、タンパク質結合領域四糖の末端 GlcA に N-アセチルガラクトサミン転移

酵素-I (GalNAcT-I)により GalNAcが転移された後、コンドロイチン硫酸グルクロン酸

転移酵素-II (CS-GlcAT-II)とコンドロイチン硫酸 N アセチルガラクトサミン転移酵素 

(GalNAcT-II)によってUDP-GlcAとUDP-GalNAcからGlcAとGalNAcが交互に転移

され、GlcA-GalNAcの二糖繰り返し構造が合成される (Fig. 4) (63)。 

	
 DSに特徴的な IdoA-GalNAcの二糖構造は、GlcA-GalNAcの二糖繰り返し構造が合

成された後に、デルマタン硫酸エピメラーゼ (dermatan sulphate epimerase; DSE)に

より GlcA残基の C5位のカルボキシ基が異性化されることによってつくられる。 
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Fig. 4 CS/DS の生合成	
 	
 	
 	
 	
 	
  

コアタンパク質の特定のセリン残基に GAG-タンパク質結合領域四糖が合成さ

れた後、GalNAcT-I により GalNAc が転移されることで CS/DS の合成が開始

される。その後、CS-GlcAT-II、GalNAcT-II により GAG 二糖繰り返し領域が

合成される。  

Hacker U. et. al. Heparan sulfate proteoglycans: the sweet side of 

development (2005) Nature reviews .  

 

	
 CS/DS は、その二糖繰り返し構造が合成された後、種々の硫酸基転移酵素の働きに

より鎖内に不均一な硫酸化修飾が起こる。エピメラーゼや硫酸基転移酵素の詳細な研究

から、次のような順で硫酸化修飾が起こると考えられている。まず、(1) GalNAc の 4

位の硫酸基または 6位の硫酸基がコンドロイチン硫酸 4-O-硫酸基転移酵素/デルマタン

硫酸 4-O-硫酸基転移酵素 (C4ST/D4ST)またはコンドロイチン硫酸 6-O-硫酸基転移酵

素 (C6ST)により硫酸化修飾を受ける。(2) GalNAcの 4位の硫酸基が修飾されたCS/DS

はN-アセチルガラクトサミン4-硫酸6-O-硫酸基転移酵素 (GalNAc4S-6ST)によりさら

に 6位に硫酸化修飾が起こることがある。また、(2’) GalNAcの 6位に硫酸化修飾され

た CS/DSは、ウロノシル 2-O-硫酸基転移酵素 (UST)により GlcAまたは IdoAの 2位

の硫酸化修飾が起こる。さらに、DSEは CSから DSだけではなく DSから CSへの逆

反応も触媒するが、それは GalNAc の 4 位の硫酸化によって阻害されることが知られ

ている (64)。 

 

3-5-2. HS/Hep の生合成  

	
 HS/Hepは、タンパク質結合領域四糖の末端 GlcAに N-アセチルグルコサミン転移酵

素-I (GlcNAcT-I)により GlcNAcが転移された後、ヘパラン硫酸グルクロン酸転移酵素 

(HS-GlcAT-II)と N-アセチルグルコサミン転移酵素 -II(GlcNAcT-II)によって

UDP-GlcAと UDP-GlcNAcから GlcAと GlcNAcが交互に転移され、GlcA-GlcNAcの

二糖繰り返し構造を合成する (Fig. 5) (63)。 

 



 21 

 

Fig. 5 HS/Hep の生合成	
 	
 	
 	
 	
 	
  

コアタンパク質の特定のセリン残基に GAG-タンパク質結合領域四糖が合成さ

れた後、GlcNAcT-I により GlcNAc が転移されることで HS/Hep の合成が開始

される。その後、HS-GlcAT-II、GlcNAcT-II により GAG 二糖繰り返し領域が

合成される。  

Hacker U. et. al. Heparan sulfate proteoglycans: the sweet side of 

development (2005) Nature reviews .  

 

	
 HS/Hep も CS/DS と同様に種々の硫酸基転移酵素の働きにより次のような順で鎖内

に不均一な硫酸化修飾が起こる。まず N-デアセチラーゼ /N-硫酸基転移酵素 

(N-deacetylase/N-sulfotransferase; NDST)により GlcNAcの脱アセチル化およびアミ

ノ基の N 硫酸化が起こる (65, 66, 67, 68)。次いで、グルクロン酸 C5 エピメラーゼ 

(glucronic acid C5 epimerase; GLCE)により GlcA残基の C5位のカルボキシ基が異性

化される (69)。さらに、ヘパラン硫酸 2-O-硫酸基転移酵素 (HS2ST)、ヘパラン硫酸

6-O-硫酸基転移酵素 (HS6ST)、ヘパラン硫酸 3-O-硫酸基転移酵素 (HS3ST)の働きに

より IdoAの 2位、GlcNの 6位、GlcNの 3位が硫酸化修飾される。HS/Hepが合成さ

れた後、細胞表面やゴルジ体内腔に存在する HS6-Oエンドスルファターゼ (SULF)に

よりGlcNの 6位が脱硫酸化されることでHS/Hepとタンパク質との相互作用を調節し

ている。 
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3-6. GAG の代謝分解  

	
 GAG の代謝分解は主にリソソームで行われる。多糖の GAG はまずエンド型の加水

分解酵素によりオリゴ糖へと低分子化される。次にスルファターゼにより脱硫酸化され

た後 (70, 71)、エキソ型のグリコシダーゼである N-アセチルヘキソサミニダーゼやグ

ルクロニダーゼ、イズロニダーゼなどにより非還元末端側から順次加水分解される。 

	
 エンド型の分解酵素に関しては、エンド-β-グルクロニダーゼであるヘパラナーゼと

エンド-β-アセチルヘキソサミニダーゼであるヒアルロニダーゼ (HYAL)がそれぞれ

HS/Hepと CS/DS、HAの代謝分解に関与していることが知られている。HYALには 6

つのファミリー分子が存在しているが、そのうちの一つである HYAL1 が欠損すると

GAG が代謝されずに細胞内に蓄積し、知能障害、運動能力・聴力の喪失、呼吸困難な

どを伴う代謝異常症であるムコ多糖症の IX型を発症することが知られている (72, 73)。

また、エキソ型の分解酵素を欠損した場合には VII型のムコ多糖症を発症する (74)。 
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2. 本論  

 

 

1.  序  

	
 第一の生命鎖としての核酸鎖、第二の生命鎖であるタンパク質鎖に次いで第三の生命

鎖とよばれる糖鎖は、様々な分子と相互作用することによって発生・分化、免疫など様々

な生命現象において重要な役割を果たしている。糖鎖は構成する糖の種類やその結合様

式の違い、分岐の有無や長さなどにより膨大なバリエーションがあり、タンパク質や核

酸に比べて構造が多様かつ複雑であることから、生命活動において多くの情報を担って

いるといわれている。糖鎖は、糖タンパク質、糖脂質、プロテオグリカンなどの複合糖

質の形で細胞表面や細胞外マトリックス中に存在している。糖鎖構造は細胞の分化や癌

化に伴い変化することが知られており、癌細胞に特異的にみられる糖鎖構造は腫瘍マー

カーとしても用いられている。このような変化は糖転移酵素の発現量の変化によるもの

であり、癌化した細胞において発現が上昇する糖転移酵素の存在も明らかになっている 

(75, 76)。しかし、複雑な生命活動においては糖鎖単体が機能しているわけではなく、

糖鎖を特異的に認識するタンパク質であるレクチンとの相互作用によってその機能を

発揮している。例えば、糖鎖は増殖因子やサイトカインなどと相互作用することにより

細胞増殖や分化などの制御に関与している (77)。また、繊維芽細胞増殖因子 (FGF)が

受容体と結合し、シグナルを伝達するためには細胞表面のHSが必要である。HSはFGF

と受容体の両者と相互作用し、FGF の安定化や二量体の形成を補助し (FGF の活性化

には二量体を形成する必要がある)、また受容体よりも圧倒的に多く存在することによ

って FGFと受容体との会合をサポートする (78)。レクチンとしては、マメ科レクチン

が有名であるが、植物だけでなく動物や細菌においても幅広い種に存在している。 

	
 当研究室と独立行政法人産業技術総合研究所糖鎖遺伝子機能解析チームとの共同研

究により、バイオインフォマティクスを用いて既知のレクチン分子との相同性を指標に

新規レクチン候補遺伝子の探索を行った。これにより 100 以上の新規レクチン候補遺

伝子があげられた。そのうちの一つに LCCLドメインを有する LCCLファミリーがあ

る。LCCL ドメインは、カブトガニ (Limulus polyphemus)の体液凝固因子 Limulus 
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factor C、ヒトの蝸牛に存在するタンパク質 Coch-5b2、ラットの妊娠後期の胎児の肺

に発現しているタンパク質 late gestation lung protein (Lgl 1)でみられることから、そ

れぞれの頭文字をとり、LCCLドメインと名付けられた (34)。このうち Limulus factor 

C は、グラム陰性菌の LPS に結合し、体液凝固カスケードを引き起こすことで生体防

御を担っていることが知られている (35, 36)。しかし、Cochlin (旧名 Coch_5b2)や Rat 

Lgl1に関しては糖に結合するという報告はない。LCCLドメインは約 100アミノ酸か

らなり、C末端に YXXXSXXCXAAVHXXGVIという高度に保存された配列をもつ。ヒ

トでは LCCLファミリーとして計 6つの遺伝子  (COCH; Gene ID: 1690、VIT; Gene 

ID: 5212、CRISPLD1; Gene ID: 83690、CRISPLD2; Gene ID: 83716、DCBLD1; Gene 

ID: 285761、DCBLD2; Gene ID: 131566)が同定されている。 

	
 今回着目した Cochlinをコードする遺伝子 COCH (coagulation factor C homology)

は 、 常 染 色 体 優 性 遺 伝 性 難 聴 障 害 DFNA9 (Late-onset non-syndromic 

autosomal-dominant hearing loss 9)の原因遺伝子として同定された (79)。COCHの

遺伝子産物であるCochlinは、内耳の蝸牛に最も豊富に存在するタンパク質であり (37)、

三半規管にも高発現していることが知られている (80)。COCH 遺伝子上に変異が入る

と、20から 40代にかけて進行性の聴覚障害と平衡感覚障害を呈する DFNA9を発症す

ることが報告されている (81)。 

	
 ヒト Cochlin は、N 末端から LCCL ドメイン、創傷部位への血小板の接着を引き起

こすタンパク質 von Willebrand factorと相同性のある 2つの type Aドメイン (vWA)

からなる、分子量約 63 kDa の分泌型タンパク質である (Fig. 6)。DFNA9 患者では

COCH遺伝子上に変異が入っているが、現在までに 51番目のプロリンがセリンに置換

された P51S (82, 83)、以下同様の表記法で V66G (84)、G87W (85)、G88E (84)、V104 

del (104番目のバリンの欠損) (86)、I109N (87)、W117R (84)、A119T (88)、C542F (89)

など約 20種類のミスセンス変異や欠失が報告されており、その大部分が LCCLドメイ

ン内に生じた変異であった (Fig. 6)。 
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Fig. 6 Cochlin のドメイン構造と DFNA9 患者にみられる変異  

Cochlin は N 末端からシグナル配列、LCCL ドメイン、vWA1 ドメイン、vWA2

ドメインからなる 550 アミノ酸のタンパク質である。図中に DFNA9 患者にみ

られるミスセンス変異の箇所を示す。  

 

	
 しかし、健常人と DFNA9患者では Cochlinの分布や存在量に差は見られず、DFNA9

発症のメカニズムは明らかになっていない (37)。従来の DFNA9 研究では、Cochlin

分子の性質や発現量に着目して研究がなされており、現在までに次のような知見が得ら

れている。①DFNA9患者でみられる変異を導入した Cochlin変異体を培養細胞に強制

発現させると、変異体によって分泌されるものと分泌されず細胞内でオリゴマーを形成

するものがある (90)。②変異体Cochlinとwild type (WT) Cochlinを共発現させると、

オリゴマーを形成し細胞障害性を示す (91)。③Cochinノックアウトマウスが難聴を発

症する (92)。Cochlinの凝集や細胞毒性に着目している論文が多いが、論文により結果

が異なっており、どの結果が実際の生体内の挙動を反映しているのかは不明である。ま

た、これら Cochlin自体が細胞障害性を呈するという考え方では Cochlinノックアウト

マウスが難聴を発症することを説明することはできない。つまり Cochlin分子に着目し

た研究だけでは DFNA9の発症機序を解明することはできないといえる。 

	
 Cochlin の機能は未だ不明なままであるが、当研究室卒業生古澤、柳原の研究から

Cochlin wild type (WT)が細胞外マトリックスの構成成分であるグリコサミノグリカン

の一つであるヘパリンと強く結合することが明らかになった (Fig. 7)。 
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Fig. 7 ヒト Cochlin レポーター細胞の細胞外マトリックス成分に対するレポー

ターアッセイ（当研究室卒業生古澤修士論文より）  

ウシアルブミン  (BSA)はカップリングしていない BSA 単体、I は I 型コラーゲ

ン、II は II 型コラーゲン、III は III 型コラーゲン、IV は IV 型コラーゲン、V

は V 型コラーゲン、Fib はフィブロネクチン、Lam はラミニン、CS-A（コンド

ロイチン硫酸 A）は CS-A-BSA、CS-C (コンドロイチン硫酸 C)は CS-C-BSA、

HA は HA-BSA、HS は HS-BSA、Hep は Hep-BSA を固相化したものを示す。

結果はそれぞれ 3 重測定した値の平均値と標準偏差を示す。同じ実験を 3 回以上

行い、いずれにおいても同様の結果を得た。  

 

	
 Cochlinがヘパリンと結合したことから、Cochlinの LCCLドメインは糖結合活性を

もつのではないかと考えた。 

	
 そこで本研究では、Cochlinと GAGとの結合が DFNA9に関係している可能性を検

討した。今までの研究では Cochlin分子にのみ着目し、その凝集や細胞毒性が議論され

てきたが DFNA9メカニズムの解明には至っていない。DFNA9の患者では次のことが

報告されている。① 高音障害型の両側進行性難聴と前庭機能障害を呈する。② 高音が

障害された後、徐々に中、低音域にも感音性難聴を呈する。③ 蝸牛、前庭の広範囲に
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ムコ多糖 (GAG)タンパク質の沈着が見られる。特にラセン靭帯、ラセン板縁、基底版

に顕著である。④ 有毛細胞が部分的に消失している。⑤前庭の有毛細胞がほぼ完全に

消失している (33)。これらのことから、DFNA9患者の内耳では GAGの沈着および有

毛細胞の消失が見られているといえる。つまり GAGは DFNA9発症と深い関連がある

ことが推測される。 

	
 今まで Cochlinと GAGとの関係性は報告されていなかったが、今回新たに Cochlin

のリガンドとして GAGを見出した。そこで、本研究では Cochlinと GAGとの結合に

着目し、健常人と患者における GAG結合性の変化、また生体内における GAGの構造

を調べることで今まで Cochlin のみの研究からでは明らかにすることができなかった

DFNA9発症メカニズムの解明に迫ることを目的とした。 
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2. 材料と方法  

 

2-1 調製した試薬等  

・PBS (-) 

	
 137 mM NaCl、2.68 mM KClを含むリン酸緩衝液 (pH 7.4) 

・EDTA/PBS 

	
 0.5 mM EDTAを含む PBS (pH 8.0) 

・TBS 

	
 150 mM NaClを含む 20 mM Tris-HCl溶液 (pH 7.5) 

・TBS-T 

	
 TBSに Tween 20を 0.1%含む溶液 

・FACS buffer 

	
 NaHCO3 (0.35 g/L)、0.1% (w/v)NaN3、0.1% (w/v)BSAを含む Hanks’ balanced salt 

solution (Gibco BRL) 

・LB培地 

	
 液体培地は Bacto Trypton (Becton Dickison)10 g、Bacto Yeast Extract (Becton 

Dickinson)5 g、NaCl 5 gをMilliQで 1 Lとし、高圧蒸気滅菌した培地。 

	
 寒天培地は、液体培地の組成に Bacto Agar (Becton Dickinson)15 gを加えた組成で

作製した。その後、ampicillin sodium salt (Sigma-Aldrich)を 100 µg/mLとなるよう

に溶かし、シャーレにまいて固めた。 

・running gel buffer (pH 8.8)  

Tris (Wako) 90.85 g (final 1.8 M)、SDS (Wako) 4.0 g、MilliQ up to 500 mL 

・stacking gel buffer (pH 6.8) 

 	
 Tris 60.6 g (final 0.8 M)、SDS 2.0 g、MilliQ up to 500 mL 

・10 x Running buffer  

	
 Tris 90.9 g、glycine (Wako) 432.0 g、SDS 30.0 g、MilliQ up to 3 L 

・6 x non reducing (reducing) SDS sample buffer  

	
 BPB (Wako) 1.2 mg、SDS 1 g、upper gel buffer 7 mL、glycerol 3 mL [5% (v/v) 
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2-mercaptoethanol (2-ME; Sigma-Aldrich)] 

・Transfer buffer 

	
 25 mM Tris, 192 mM glycineをMilliQで 1 Lとする 

・CPRG (chlorophenolered β-D-galactopyranoside) reaction Buffer 

	
 100 mM 2-ME、9 mM MgCl2 (Wako)、0.125% (v/v)NP-40 (Wako)を含む PBS (-) 

・CPRG reaction buffer 

	
 100 mM 2−ΜΕ、9 mM MgCl2、0.125% NP-40を含む PBS (-) 

・Alkaline phosphatase buffer 

100 mM NaCl、5 mM MgCl2を含む 100 mM Tris-HCl溶液 (pH 9.5) 

 

2-2 抗体  

	
 抗 myc抗体 (9E10)は、ハイブリドーマ (CRL-1729)を ATCCより購入し、当研究室

卒業生胡博士が培養上清からプロテイン Aカラムで精製したものを使用した。PE標識

抗マウス IgG抗体は、goat F(ab’)2 anti-mouse IgG (H+L) human ads-phycoerythin 

(PE)標識抗体を Southern Biotech より購入した (catalog number: 1032-09 以後

GAM-PE と表記 )。horseradish peroxidase (HRP)標識抗マウス IgG 抗体は、

peroxidase-conjugated affiniPure goat anti-mouse IgG (H+L) を Jacson 

ImmunoResearchより購入した(catalog number: 115-035-166、以後 GAM-HRPと表

記)。alkaline phosphatase (AP)標識抗ヒト IgG Fc 抗体は、anti-human IgG (Fc 

specific) AP conjugateを Sigma-Aldrichより購入した (catalog number: A9544、以後

Fc-APと表記)。AP標識抗マウス IgG抗体は、blotting grade affinity purified goat 

anti-mouse IgG (H+L) alkaline phosphatase conjugate を BIO-RAD より購入した 

(catalog number: 170-6520、以後 GAM-APと表記)。抗マウス Cochlin抗体は、rabbit 

polyclonal (IgG) anti cochlin 抗体を LS Bio より購入した  (catalog number 

LS-C334796-50、以後抗 mCochlin 抗体と表記)。抗ヒト Cochlin 抗体は、当研究室卒

業生古澤が作製し、培養上製からプロテイン Aカラムで精製したものを使用した (以後

抗 hCochlin 抗体と表記)。AP 標識抗ラビット IgG 抗体は、AP-conjugate AffiniPure 

goat anti-rabbit IgG (H+L)を Jackson ImmunoResearch より購入した  (catalog 
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number: 111-055-003、以後 GAR-APと表記)。 

 
2-3 細胞培養  

	
 細胞培養は全て 37oC、5% CO2を供給するインキュベーターで行った。特に記述のな

い限り、細胞培養には Tissue culture 100 mm dish (MIDSCI)を使用した。細胞培養に

使用した培地は以下に示す。 

D10 培地： 10%非働化 FCS (Sigma-Aldrich)、25 mM HEPES-NaOH、100 U/mL 

penicillin G (Sigma-Aldrich)、100 µg/mL streptomycin (Wako)、2 mM L-glutamine 

(Wako)、50 µM 2-MEを含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich) 

R10培地： 10%非働化 FCS、100 U/mL penicillin G、100 µg/mL streptomycin、2 mM 

L-glutamine、50 µM 2-MEを含む RPMI 1640 medium (Invitrogen)。 

HEK293および HEK293T細胞は D10培地で培養した。 

レトロウイルスパッケージング細胞である Platium-E (以後、Plat-E と表記)細胞は東

京大学医科学研究所の北村俊雄博士から供与して頂いた (93)。Plat-E細胞は D10培地

に 10 µg/mL blasticidin S-HCl (Invitrogen)、1 µg/mL puromycin (Sigma-Aldrich)を

加えて培養した。 

BWZ.36細胞は California大学の N. Shastri博士から供与して頂いた (94)。BWZ.36

細胞は R10培地で培養した。 

 

2-4 GAG 

	
 chondroitin (Chn)、chondroitin sulfate A (CS-A)、chondroitin sulfate B (CS-B)、

chondroitin sulfate C (CS-C)、hyaluronic acid (HA)、heparan sulfate (HS)はいずれ

も生化学工業より購入した。Heparin (Hep)は CALBIOCHEM より購入した。

chondroitin sulfate D (CS-D)は PG リサーチより購入した。Chondroitin sulfate E 

(CS-E)はWakoより購入した。2位脱硫酸化 heparin (2-O-desulfated Hep)、6位脱硫

酸化 heparin (6-O-desulfated Hep)、N位脱硫酸化再アセチル化 heparin (N-desulfated 

reN-acetylated heparin; N-desulfated Hep)はいずれもフナコシより購入した。 

 



 31 

2-5 GAG-BSA conjugate の作製  

	
 Chn-BSA、CS-A-BSA、CS-B-BSA、CS-C-BSA、CS-D-BSA、HA-BSA、HS-BSA、

Hep-BSA、 2-O-desulfated Hep-BSA、 6-O-desulfated Hep-BSA、 N-desulfated 

Hep-BSA は当研究室卒業生古澤、柳原が作製したものを使用した (古澤修士論文、柳

原修士論文)。 

	
 CS-E 1 mg を MilliQ 80 µL に溶解し、5 mg/mL N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy- 1, 

2-dihydroquinoline (EEDQ; wako)エタノール溶液を 100 µL添加した後、室温で 1時

間静置した。反応液を 4oCに冷却した後、MilliQ 100 µLに溶解した BSA 2 mgを添加

し、4oCで 24時間静置した。反応液に TBS (10 mM Tris-HCl、pH8.0、150 mM NaCl)

を加えて活性化されたカルボキシ基を不活化し、CS-E-BSA溶液を得た。 

	
 CS-E-BSA溶液の濃度は、BSAを標準としてとして BCA protein assay kit (Thermo)

を用いて算出した。作製した CS-E-BSAは SDS-PAGEに供し、カップリングが行われ

ていることを確認した。 

 

2-5-1 SDS ポリアクリルアミド電気泳動  (SDS-PAGE) 

■ゲルの作製  

	
 電気泳動は Laemmliの方法に従って行った (95)。ゲルは下層に running gel、上層

に stacking gelとなるように作製した。10% (7.5%) running gel 溶液 [30% (w/v)アク

リルアミド溶液 (Wako)6.0 (4.5) mL、running gel buffer 4.5 mL、MilliQ水 7.5 (9.0) 

mL] に 4 mg の 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム  (APS; Wako) 、 7.5 µL の

tetraethylethylenediamine (TEMED; Wako)を加え、適量をゲル板に流し込み、

2-propanol (Wako)を重層させて空気を遮断し重合させた。Running gelの重合が完了

したのを確認した後、2-propanolを除去した。Stacking gel溶液 [30% (w/v)アクリル

アミド溶液 7.5 mL、stacking gel buffer 4.5 mL、MilliQ水 6 mL]に 2 mgの過硫酸ア

ンモニウム、7.5 µLの TEMEDを加え、running gelに重層させ、コームを挿入して重

合させた。 
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■泳動および CBB 染色  

	
 サンプルに適量の 6 x non reducing SDS sample bufferまたは 6 x reducing SDS 

sample bufferを加え懸濁した後、95oCで 5分間熱処理を行ったものを SDS-PAGEに

供した。泳動にはMini protein III system (Bio-Rad)を用い、1 x running buffer (10 x 

running bufferをMilliQ水で 10倍希釈したもの)中で 200V定電圧下、60分間行った。

CBB染色によってタンパク質の検出を行う場合には、CBB染色液 [methanol (Wako) : 

酢酸 : MilliQ水 = 5 : 1 : 5、Coomassie brilliant blue R-250 (ICN) 0.5 g/100 mL]に浸

し、振とうさせながら 30分程度染色した後、脱染色 I液 [methanol : 酢酸 : MilliQ水 

= 5 : 1 : 4]及び脱染色 II液 [methnol : 酢酸 : MilliQ = 5 : 10 : 85]を用いて脱染色を行

った。 

 

2-5-2 BCA assay 

	
 BCA standard [25 µg/mL、125 µg/mL、250 µg/mL、500 µg/mL、750 µg/mL、1,000 

µg/mL、1,500 µg/mL、2,000 µg/mL]およびサンプルの希釈液 (2倍希釈、4倍希釈)を

作製し、96-well ELISA plate (High protein binding; Greiner)に 50 µLアプライした。

それぞれのサンプルにBCA assay reagent A、B (Thermo)を 50 : 1で混合した溶液 200 

µLを添加した後 37oCで 15分間静置した。液が紫色に変わったことを確認後、吸光光

度計 (波長: 570 nm)で測定した。 

 

2-6 レポーター細胞の作製  

	
 Cochlinの糖結合活性を検証するため、当研究室卒業生古澤、柳原が作成したヒト 、

マウス Cochlin (ヒト：COCH、マウス：Coch)をマウス CD3ζ鎖との融合タンパク質と

して細胞表面に発現するレトロウイルスベクターを使用した (古澤修士論文、柳原修士

論文)。このベクターは N 末端から myc タグ、COCH の終止コドンを除いたコーディ

ング領域の全長 (aa 2〜550)、NK細胞受容体の一つで I型膜タンパク質であるマウス

NKp46 (Genbank : NM_010746)の stalk領域 (aa 212〜254残基の領域)、I型膜貫通

タンパク質であるマウス CD8α (Genbank : BC030679)の膜貫通領域 (CD8αの aa 143

〜181残基の領域)、IL-2シグナルを伝達するマウス CD3ζ  (Genbank : BC052824)鎖
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細胞内領域 (CD3ζ鎖の aa 52〜164残基の領域)を発現するようにレトロウイルスベク

ターpMXs-IRES-GFP に組み込んだものである。なお、遺伝子組み換え実験は、「遺伝

子組み換え生物等の使用実施規則」に基づき新領域創成科学研究科バイオサイエンス委

員の承認を受けて実施した。 

 

■ウイルス感染  

	
 作製したそれぞれのレトロウイルスベクターを用い、Cochlinレポーター細胞を作製

し た 。 レ ト ロ ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 Plat-E に

pMXs/myc-mCoch-NKp46-CD8α-CD3ζまたは pMXs/hCOCH-NKp46-CD8α- CD3ζを

トランスフェクトしてレトロウイルスを以下の方法に従って作成し、そのウイルスを

BWZ.36細胞に感染させることで行った。 

	
 Plat-E細胞を 6-well培養プレート (Falcon)に 1 x 105 cells/wellになるようにまき、

24 時間培養した後 Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen)を用い、4 µg の

pMXs/myc-mCoch-NKp46-CD8α-CD3ζまたは pMXs/hCOCH- NKp46-CD8α-CD3ζを

Plat-E細胞にトランスフェクトし、37oC、5% CO2条件下のインキュベーター内で培養

した。2日後に培養上清を回収し、3,500 rpm、4oC、10分間遠心し、得られた上清を

レトロウイルス液とした。前日に 6-well培養プレートに 1 x 105 cells/wellでまき培養

していた BWZ.36細胞にレトロウイルス液および polybren (Wako)を終濃度 8 µg/mL

となるように添加し 37oC、5% CO2条件下のインキュベーター内で培養した。2日間培

養した BWZ.36細胞を Cochlinレポーター細胞とした。 

 

■FACS 

	
 作製した Cochlin レポーター細胞の細胞表面にレポーター分子が発現しているかを、

抗 myc抗体または抗 hCochlin抗体を用いた FACS解析により調べた。 

	
 各レポーター細胞をセルカウントし、1 x 105 cells/well で 96-well U 底プレート 

(Falcon)に細胞を添加した。1,800 rpm、4oC で 3 分間遠心し上清を捨て、200 µL の

FACS bufferで 1回洗浄した後 FACS bufferで 5 µg/mLに希釈した抗myc抗体または

抗 hCochlin抗体を 30 µL/wellで加え、氷上で 30分間反応させた。200 µL/wellの FACS 
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bufferで 2回洗浄した後、FACS bufferで 2.5 µg/mLに希釈したGAM-PEを 30 µL/well

で加え、遮光下、氷上で 30分間反応させた。200 µLの FACS bufferで 2回洗浄した

後、細胞を 200 µLの FACS bufferで懸濁して 1.2 mLクラスターチューブ (CLP)に細

胞懸濁液を移した。測定前に 3 mg/mL PIを 30 µL/wellで加え、FACS Caliburで測定

し、CELL Quest (Becton Dickinson)、Flowjo (Tree Star Inc.)でデータ解析を行った。 

 

■レポーターアッセイ  

	
 レポーター細胞表面上のレポーター分子とGAGとの結合をレポーターアッセイによ

り解析した。また、当研究室卒業生古澤が作製した DFNA9患者にみられる変異を導入

したCochlin変異体レポーター細胞を用いたレポーターアッセイも行った (古澤修士論

文)。 

	
 96-well ELISA プレートに、PBS (-)で 5 µg/mL に希釈した抗 myc 抗体または 15 

µg/mL に希釈した GAG-BSA (Chn-BSA、CS-A-BSA、CS-B-BSA、CS-C-BSA、

CS-D-BSA、CS-E-BSA、HA-BSA、HS-BSA、Hep-BSA、6-O-desulfated Hep-BSA、

2-O-desulfated Hep-BSA、N-desulfated Hep-BSA)を 50 µL/well加え 4oCで一晩静置

し、抗体、GAG-BSA の固相化を行った。200 µL/wellの PBS (-)で 3 回洗浄し、R10

培地で希釈した各レポーター細胞を 200 µL/well (1 x 105 cells)で加え、37oC、5% CO2

条件下のインキュベーター内で 16 時間培養した。1,800 rpm、4oC で 3 分間遠心し、

上清を除き、150 µL/wellの PBS (-)で洗浄した。上清を除き、ボルテックスで細胞塊

を 崩 し 、 CPRG reaction buffer に 溶 解 し た 0.15 mM chlorophenolred 

β-D-galactopyranoside (CPRG; Wako)を 150 µL/well加え、37oCで 1時間静置した。

溶液の色が黄色から紫色に変わったことを確認後、吸光光度計  (Labsystems, 

Multiskan JX; 波長：570 nm, 630 nm)で測定した。 
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2-7 Cochlin Fc 融合タンパク質作製  

 

2-7-1 ヒト Cochlin Fc 融合タンパク質発現ベクター作製  

	
 ヒト Cochlinの糖結合活性を検証するため、ヒト Cochlinとヒト IgG Fc領域を融合

したキメラタンパク質を作製した。N末端から CD8αのシグナル配列、mycタグ、COCH

のシグナル配列および終止コドンを除いた全長 (aa 27〜550)、hIgG Fc 領域を発現す

るように pCAGGS-puro (pCAGGsベクターにピューロマイシン耐性遺伝子が組み込ま

れており、薬剤セレクションが可能 )に組み込んだ。ヒト Cochlin (Genbank: 

NM_004086.1) cDNA 断片は、当研究室卒業生古澤が作製した pBlueScript II SK(+)

ベクターに導入されたプラスミドを鋳型とし (古澤修士論文)、プライマーhCOCH 

full-ss Fw/MunI、hCOCH full-end Rv/XhoI および KOD-plus DNA polymerase 

(Toyobo)を用い、総計 50 µLの反応容量で [predenature: 94oC 2 min、denature: 94oC 

30 sec、annealing: 55oC 45 sec、elongation: 68oC 2 min] x 30サイクルで PCRを行う

ことにより増幅した。その後 PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に供し、DNA を精

製した。精製後の DNA断片を制限酵素 EcoRIおよび XhoIで切り出し、同様に制限酵

素処理したベクターpCAGGS puroに挿入した。用いたプライマーの配列を以下に示す。 

hCOCH full-ss Fw/MunI : 5’-ccgcaattggccgctcccattgct-3’ 

hCOCH full-end Rv/XhoI : 5’-ccgctcgagttgctgggattct-3’ 

 

■アガロースゲル電気泳動による DNAの精製 

	
 PCR で増幅した DNA 断片および制限酵素処理により得た DNA 断片は、1%アガロ

ースゲルを用いて 1 x TAE中、100 Vで泳動し目的の DNAバンドを切り出した。精製

には QIAquick gel extraction kit (Qiagen)を用いた。アガロースゲルは、1% (w/v)のア

ガロース (SeaKem ME agarose; CAMBREX)を泳動用バッファー (1 x TAE)に溶解さ

せ、etydium bromide (Sigma)を終濃度 0.1 mg/mLになるように添加した後、ゲル化

させて作製した。 
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■DNAライゲーションおよび大腸菌への形質転換 

	
 ライゲーションは、Ligation Mix (Takara)を用いて行った。プラスミドベクターと

インサート DNA断片のモル比が 1 : 10となるよう調製した DNA溶液 5 µLに、等量

の Ligation Mixを添加し、16oCで 1時間反応させた。このライゲーション反応液 5 µL

を、50 µLの DH5α株コンピテントセルに加え、ヒートショック法 (42oC 30秒)によっ

てトランスフォーメーションを行った。その後、100 µg/mL の ampicillin を選択薬剤

として含む LBプレート (LB/Ampプレート)にまいて 37oCで 16時間培養した。 

 

■プラスミド抽出 

	
 100 µg/mL ampicillinを含む LB培地を用いて LB/Ampプレート上に形成されたシ

ングルコロニーを 37oCで 16時間振とう培養した後、FastGene plasmid mini kit (日

本ジェネティクス)を用い、大腸菌からのプラスミド抽出を行った。 

 

■DNAシークエンス解析 

	
 作製したプラスミドのシークエンス解析は DNA sequencing kit (ABI PRISM)を用

いた dye terminator 法によって確認した。解析には ABI 3500 Genetic analyzer 

(Applied Biosystems)を用いた。 

 

■Lipofection 

	
 作製した発現ベクターを用い、hCochlin-Fc 融合タンパク質を作製した。HEK293

細胞を 6-well培養プレートに 1 x 105 cells/wellになるようにまき、24時間培養した後

Lipofectamine 2000 reagentを用い、4 µgの pCAGGS-puro/ myc-hCOCH-hIgG Fc

をトランスフェクトし、37oC、5% CO2条件下のインキュベーター内で培養した。2日

後に培養上清を回収し、3,500 rpm、4oC、10 分間遠心し、得られた上清を Western 

blotting に供し、hCochlin Fc 融合タンパク質の発現を確認した。また Fc 融合タンパ

ク質の発現が確認できた細胞は、6 cm dishに拡大培養し、2 µg/mL puromycinを培養

上清に加え 1から 2週間培養することにより薬剤セレクションを行った。薬剤セレクシ

ョン後の細胞を安定発現細胞とした。 
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2-7-2 ヒト Cochlin 変異体 Fc 融合タンパク質発現ベクター作製  

	
 DFNA9 患者でみられる変異を COCH 遺伝子に挿入することで、GAG との結合が

wild-type と比較して変化するかを調べるために、DFNA9 患者でみられる変異を導入

した Cochlin 変異体の Fc 融合タンパク質を作製した。Cochlin 変異体 DNA 断片は、

当研究室卒業生古澤が作製した pCDNA3.1 発現ベクターに導入されたプラスミドを鋳

型とし (古澤修士論文)、以下のプライマーを用いて 7-1と同様の方法でベクターを作製

した。用いたプライマーの配列を以下に示す。 

hCOCH full-ss Fw/MunI: 5’-ccgcaattggccgctcccattgct-3’ 

hCOCH full-end Rv/XhoI: 5’-ccgctcgagttgctgggattct-3’ 

 

2-7-3 FLAG タグ付加ヒト Cochlin 変異体タンパク質発現ベクター作製  

	
 DFNA9 患者でみられる変異を COCH 遺伝子に挿入した Cochlin 変異体の構造が変

化しているか、また 542 番目のシステイン残基がジスルフィド結合に関与しているか

を調べるために、DFNA9 患者でみられる変異を導入した Cochlin 変異体に FLAG タ

グを付加したリコンビナントタンパク質を作製した。Cochlin変異体 DNA断片は、当

研究室卒業生古澤が作製した pCDNA3.1 発現ベクターに導入されたプラスミドを鋳型

とし (古澤修士論文)、以下のプライマーを用いて 7-1と同様の方法でベクターを作製し

た。用いたプライマーの配列を以下に示す。 

hCOCH full ss Fw/XhoI: 5’-ccgctcgagtgtccgcagcctggatcccggc-3’ 

hCOCH full FLAG Rv/EcoRV: 

5’-ccggatatcttacttgtcgtcatcgtctttgtagtccatttgctgggattctaag -3’ 

 

2-7-4 マウス Cochlin Fc 融合タンパク質発現ベクター作製  

■マウス Cochlin発現ベクター作製 

	
 マウス Cochlinの糖結合活性を検証するとともに、マウス内耳の免疫染色に用いるた

め、マウス Cochlinとヒト IgG Fc領域を融合したキメラタンパク質を作製した。当研

究室卒業生柳原が作製した (柳原修士論文)pMXs/myc-mCoch-NKp46-CD8α- CD3ζ発

現ベクターから、マウス Cochlinのシグナル配列および終止コドンを除いた全長 (aa27
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〜552 残基)を制限酵素 EcoRI と XhoI を用いて切り出し、同様に制限酵素消化した

pCAGGS-puro/myc-hIgG Fc (pCAGGS-puroベクターに、mycタグおよびヒト IgG Fc

領域を組み込んでいる)ベクターに組み込んだ。7-1 と同様の方法で lipofection を行っ

た。 

 

■マウス Cochlin LCCLドメイン発現ベクター作製 

	
 Cochlin の LCCL ドメインと GAG との結合性を調べるために、マウス Cochlin の

LCCLドメインとヒト IgG Fc領域を融合したキメラタンパク質を作製した。当研究室

卒業生柳原が作製した pBlueScript II SK (+)ベクターに導入されたマウス Cochlinを

鋳型とし (柳原修士論文)、マウス Cochlinの LCCLドメイン (aa 32〜114残基)を制限

酵素 EcoRI および XhoI を付加したプライマーmCOCH LCCL Fw/EcoRI、mCOCH 

LCCL Rv/XhoIを用いて増幅した。その後 PCR産物をアガロースゲル電気泳動に供し、

DNA を精製した。精製後の DNA 断片を制限酵素 EcoRIおよび XhoIで切り出し、同

様に制限酵素処理したベクターpCAGGS-puro /myc-hIgG Fcに組み込んだ。7-1と同様

の方法で Lipofectionを行った。用いたプライマーの配列を以下に示す。 

mCOCH LCCL Fw/EcoRI : 5’-caagaattcgttcccattcctgt-3’ 

mCOCH LCCL Rv/XhoI : 5’-ttgctcgaggaaggacgc-3’ 

 

2-7-5 Western blotting 

	
 Fc融合タンパク質の発現をWestern blottingにより確認した。マウスCochlin LCCL

ドメイン Fc 融合タンパク質は発現量が少なかったため、protein A Sepharose 

(GenScript)を用いて培養上清のアフィニティー精製・濃縮を行った。1.5 mL tube 

(Watson)に protein A Sepharose 30 µL、培養上清 600 µLを入れ、4oCで 1時間ロー

テーションした。PBS (-)で 2回洗浄した後、40 µLの glycine HCl pH 2.7で Fc融合タ

ンパク質を Sepharoseから溶出させた後、Tris-HCl pH 9.0を用いて溶出液を直ちに中

和した。 

	
 培養上清または protein Aで精製した培養上製を SDS-PAGEに供した。SDS-PAGE

の終了したゲルから PVDF膜 Immobilon-P (Millipore)に semi-dry法でタンパク質を
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転写した。転写には trans blot SD drmi-dry transfer cell (Bio-Rad)を用い、Transfer 

buffer中で 15V定電圧下 90分間転写した。転写後の PVDF膜を 3% Difco skim milk 

(Becton Dicknson)を含む TBS-T中、1時間室温でブロッキングを行った後、3% Difco 

skim milkを含む TBS-Tで 5,000倍希釈した抗myc抗体または抗 Fc-AP抗体 4 mLを

ハイブリバッグ (コスモ・バイオ)に添加し 1 時間室温で振とうさせた。PVDF 膜を

TBS-Tで 5回洗浄した後、3% Difco skim milk を含む TBS-Tで 10,000倍希釈した

GAM-HRP 4 mLをハイブリバッグに添加し 1時間室温で振とうさせた。PVDF膜を

TBS-Tで 5回洗浄した後、HRPの場合は Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

substrate (Millipore)を反応させ、Image Quast LAS4000 (GEヘルスケア)で検出した。

AP の場合は 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP; 東京化成)、nitro blue 

tetrazolium (NBT; Wako)を含む AP buffer中で反応を行った。 

 

2-7-6 ELISA 

	
 ヒトおよびマウス Cochlin と GAG との結合性を評価するために、ELISA 法による

結合解析を行った。96-well ELISAプレートに 5 µg/mLの抗myc抗体または 15 µg/mL

の GAG-BSA (Chn-BSA、CS-A-BSA、CS-B-BSA、CS-C-BSA、CS-D-BSA、CS-E-BSA、

HS-BSA 、 Hep-BSA 、 2-O-desulfated Hep-BSA 、 6-O-desulfated Hep-BSA 、

N-desulfated Hep-BSA、HA-BSA)を 50 µL/wellで添加し、4oC一晩静置することで固

相化を行った。各 wellに添加した溶液を除去し、TBS-T 200µLで 2回洗浄を行った。

3% skim milkを 200 µL/wellで添加し、1時間室温で静置しブロッキングを行った。

TBS-T 200 µLで 2回洗浄を行った後、各 Fc融合タンパク質 (培養上清)40 µLを各well

に添加し、1 時間室温で静置した。TBS-T 200 µL で 2 回洗浄を行った後、TBS-T で

10,000倍希釈した Fc-AP抗体を 50 µL/wellで加え室温で 1時間静置した。TBS-T 200 

µL で 5 回洗浄した後、20 mL の MilliQ 水で溶解した Sigmafast p-nitrophenyl 

phosphate tablet (SIGMA)を 100 µL/wellで添加し、37oCで 10分から 30分間反応さ

せた。溶液の色が黄色に変わりつつあることを確認後、吸光度計  ((Labsystems, 

Multiskan JX; 波長: 405 nm)で測定を行った。 
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2-8 マウス内耳の免疫染色  

■動物 

	
 日本エスエルシー株式会社より近交系C57BL/6Jマウス (♀)を購入し、研究室のSPF 

(specific pathogen-free)飼育室で飼育した。実験には 8から 13週齢のマウスを用いた。

動物実験は、「東京大学動物実験実施規則」に基づき新領域創成科学研究科バイオサイ

エンス委員の承認を受けて実施した。 

 

■マウス内耳の採取 

	
 マウスを台に固定し、ジエチルエーテルによる麻酔を行った後、PBS (-)による灌流、

4%パラホルムアルデヒド (Wako)による固定を行った。マウスの首の後ろから鼻先ま

での皮膚を切り、切った皮膚を左右に剥がした。頭骨の中心の窪みに沿って首の後ろか

ら鋏で切り込みを入れ、ピンセットを用いて頭骨を左右に剥がした後、スパーテルで脳

を取り出した。口を開いてその両側を耳の穴に向かって切り下あごを切り離した後、耳

の穴と繋がった頭骨の内側に存在する三角形状の骨で包まれた内耳を採取した。このと

き、周りに付着している肉片は可能な限り鋏とピンセットで取り除いた。 

 

■パラフィン包埋 

	
 採取した内耳を 4%パラホルムアルデヒド/PBS (-)に浸し 4oC で一晩静置した。内耳

の周囲を覆っている頭蓋骨は固く切片を切ることができないため、脱灰し頭蓋骨を柔ら

かくした。脱灰は内耳を 120 mM EDTAに浸し、1週間室温で静置することで行った。

その間 2 日ごとに EDTA 液を交換した。内耳を取り出し、エタノールを用いて段階的 

(70%、80%、99.5%)に脱水を行った。最終的にモレキュラーシーブ 4A 1/16 (nacalai 

tesque)を加え完全に水を除去した 100%エタノールに浸すことで脱水を完了させた。脱

水した内耳をキシレンに浸し、65oC の乾燥機内でキシレン、パラフィン (paraplast; 

Sigma-Aldrich)を 1 : 1で混ぜた混合液に浸しパラフィンに馴染ませた後、パラフィン

で包埋を行った。 
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■切片作製 

	
 包埋した内耳を熱したカッターナイフで切り出し、トリミングをしながらパラフィン

ブロック大 (As One)に固定した。ミクロトーム (RV-240; 大和光機工業)にMicrotome 

Holder (Feather)および刃 (Feather)をセットし、13 µm の切片を切り micro slide 

glass (Matsunami, S9444)に付着させた。 

 

■脱パラフィン 

	
 切片の染色を行うために脱パラフィンを行った。切片が付着したスライドグラスをキ

シレンに浸しパラフィンを溶かした後、100%エタノールに浸した。エタノールの濃度

を段階的 (99.5%、80%、70%)に下げながら水に馴染ませ、最終的に MilliQ 水に置換

した。 

 

■HE染色 

	
 内耳組織の全体像を把握するため、脱パラフィンを行った切片を Hematoxylin & 

Eosin (HE)染色した。切片が付着したスライドグラスにヘマトキシリン (Mayer’s 

Hematoxylin Solution; Wako)をのせ、5分間室温で反応させた。流水で洗浄した後、

スライドグラスに MilliQ 水をのせ、45oC で 15 分間静置することで発色を行った。

MilliQ水を除去した後 200 µLのエオシン (0.5% Eosin Y ethanol solution; Wako)をの

せ、10 分間室温で反応させた。その後 99.5%エタノールで洗浄し、エタノールの濃度

を段階的に増加させることで脱水を行った後キシレンに浸し、最終的に Eukitt (O. 

Kindler)中に封入した。封入したサンプルを顕微鏡で観察した。 

 

■mCochlin Fcタンパク質および抗体による染色 

	
 切片の抗原性を高めるために、脱パラフィン後の切片を用いて抗原の賦活化を行った。

賦活化は切片に 200  µL の L.A.B. Solution (Liberate antibody binding solution; 

Polysciences)をのせ室温で 10分間静置することで行い、その後 PBS (-)で 3回洗浄を

行った。スライドグラスに 200 µLの mCochlin Fc融合タンパク質が含まれている培養

上清、mock Fc融合タンパク質 (mycタグおよびヒト IgG Fc領域により構成)が含まれ
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ている培養上清、または PBS (-)で 400倍希釈した抗 mCochlin抗体をのせ、1時間室

温で反応させた。反応は、スライドグラスが乾かないように、湿らせたキムワイプを入

れたタッパ中で行った。TBS-Tで 3回洗浄した後、TBS-Tで 2,000倍希釈した抗 Fc-AP

抗体または抗 GAR-AP抗体をのせ、1時間室温で反応させた。TBS-Tで 3回洗浄した

後、200 µLの AP基質 (16.5 mg/mL BCIP/dimethylformamide (DMF)を AP buffer

で 100倍希釈)をのせ、37oCで 20分間反応させた。TBS-Tで 3回洗浄した後、Eukitt

中に封入し、顕微鏡で観察した。 

 

2-9 マウス内耳 GAG の二糖組成解析  

■マウス内耳の GAG抽出 

	
 マウス (C57BL/6J、♀、8-12週齢)を灌流固定し内耳を摘出した (詳細はマウス内耳

の採取参照)。内耳を鋏で細かく切った後、polytron homogenizer PT 3100 (セントラル

科学貿易)を用いて内耳をホモジェナイズした。アセトンによる脱脂を行い、4oC デシ

ケーター中で乾燥させることで内耳のアセトンパウダーを得た。アセトンパウダーを

0.5 M CaCl2を含む 0.5 M ホウ酸バッファー pH 8.0中でアクチナーゼ E (科研製薬)

消化し、アセトンパウダーに含まれるタンパク質を分解した後、trichloroacetic acid 

(TCA; Wako)沈殿によりタンパク質を除去した。次にエタノール沈殿 (80%)により高分

子 (GAG)を沈殿させて回収し、PD-10 (GE healthcare)を用いた脱塩を行うことで

GAG画分を得た。 

 

■heparinase消化 

	
 内耳に存在する HS/Hep二糖組成を決定するために、内耳から抽出した GAGを加水

分解した。25 mM CaCl2 (Wako)を含む 50 mM 酢酸緩衝液 (pH 7.0)、37oC 中で

heparinase I, II, III (Sigma-Aldrich)を一晩反応させた。 

 

■chondroitinase消化 

	
 内耳に存在する CS/DS 二糖組成を決定するために、内耳から抽出した GAG を加水

分解した。60 mM sodium acetate、0.02% BSAを含む 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、37oC
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中で chondroitinase ABC (Sigma-Aldrich)を一晩反応させた。 

 

■消化産物の蛍光標識 

	
 GAGを heparinase I, II, IIIあるいは chondroitinase ABCで加水分解した反応液を

乾燥させた後、蛍光試薬を含む溶液 (0.35 M 2-アミノベンズアミド (2-AB; nacalai 

tesque)と 1.0 Mシアノ水素化ホウ素ナトリウム (関東化学)を含むジメチルスルホキシ

ド (Wako)：酢酸 = 7 : 3 (v/v)混合液)を 20 µLずつ加え、65oCで 2時間反応させ、糖

鎖の還元末端を蛍光標識した (96)。反応後、未反応の 2-AB 試薬をクロロホルム 

(Wako)抽出により除去した (97)。 

 

■ゲルろ過 HPLC 

	
 2-AB標識した GAGを Superdex peptide (GE Healthcare)を用いてゲルろ過 high 

performance liquid chromatography (HPLC)による解析を行った。流速 0.4 mL/min、

0.2 M重炭酸アンモニウム (Wako)で溶出し、励起波長 330 nm、検出波長 420 nmの

蛍光をモニターした。標品の溶出位置と比較することにより、二糖画分を分取した。 

 

■イオン交換 HPLC 

	
 ゲルろ過 HPLCで回収した二糖画分を Hi Trap DEAE FF (0.7 x 2.5 cm、volume: 1 

mL、GE Healthcare) を用いてイオン交換 HPLC解析を行った。流速 0.4 mL/min、

Tris-HCl溶液 pH 7.2中で NaClの濃度を直線勾配で上昇[0-5分: 0 M、5-10分: 0-200 

mM、10-60分: 200〜1000 mM]させて溶出し、励起波長 330 nm、検出波長 420 nmの

蛍光をモニターした。HS/Hep または CS/DS 由来の標準二糖の 2-AB 誘導体の溶出位

置と比較することにより、各ピークの構造を同定した。 
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3. 結果  

 

3-1 CS-E-BSA conjugate の作成   

	
 細胞外マトリックスの主成分である CSや HSなどの GAGは親水性であるため、疎

水性の ELISA プレートに固相化することができない。そこでカップリング試薬の

EEDQを用いることで GAGと BSAとをカップリングし、ELISAプレートに固相化で

きるようにした。カップリング反応は、GAGのウロン酸 (グルクロン酸とイズロン酸)

に存在するカルボキシル基をカップリング試薬 EEDQで活性化し、BSAのアミノ基と

の間に共有結合を形成させるというものである (Fig. 8A)。カップリング反応後、

CS-E-BSA を SDS-PAGE に供し、カップリング反応が行われたことを確認した (Fig 

8B)。SDS-PAGE の結果、CS-E-BSA のバンドは BSA の分子量 (69 kDa)よりも高分

子側にシフトしていた (210 kDa以上)。さらに、BSAの分子量の位置 (69 kDa)にバン

ドが見られないことから、反応に供した BSAは完全にカップリングされていると考え

られる。また、CS-E-BSA の濃度を BSA の濃度として BCA assay により定量した。

その結果、CS-E-BSAの濃度は、4.25 mg/mLであった。また、他の GAG-BSA conjugate

も同様の方法で作製した。 
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(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 CS-E-BSA conjugate 作製  

(A) EEDQ によるカップリング反応機構。構造式中の矢印は電子の移動を示す。

カップリング試薬 EEDQ により GAG 中のカルボキシル基を活性化し、BSA の

アミノ基と共有結合を形成させる。(B) CSE-BSA の SDE-PAGE 泳動図。ポリ

アクリルアミドゲルは 7.5%のものを用い、SDS-PAGE 後 CBB 染色を行った。

BSA はカップリング反応に供していない BSA を、CSE-BSA は CS-E を BSA

とカップリングしたものを示す。  
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3-2 ヒト Cochlin と GAG との結合性解析  

 

3-2-1 ヒト Cochlin レポーター細胞と GAG との結合性解析  

■ヒト Cochlin レポーター細胞作製  

	
 ヒト Cochlinの糖結合性を評価するために、レポーター細胞を作製した。レポーター

細胞には Tリンパ腫 BW5147細胞に IL-2プロモーターの制御下でβガラクトシダーゼ

遺伝子を発現するレポーター遺伝子を導入した細胞株 BWZ.36 を用いている。この細

胞に N 末端から myc タグ、シグナル配列および終止コドンを除いた COCH 全長、

NKp46 の stalk、I 型膜タンパク質である CD8αの膜貫通ドメイン (transmembrane 

domain; TM)、IL-2シグナルを伝達するマウス CD3ζ鎖細胞内領域を付加した組み換え

体タンパク質を発現させたヒト Cochlin レポーター細胞を作製した。作製したヒト

Cochlin レポーター細胞を抗 hCochlin 抗体を用いたフローサイトメトリーに供するこ

とで、細胞表面における組み換え体タンパク質の発現を確認した (Fig. 9)。抗 hCochlin

抗体を用いたフローサイトメトリー解析の結果、ヒト Cochlinレポーター細胞のヒスト

グラムは、mock レポーター細胞 (myc タグ、NKp46 stalk、CD8αTM、CD3ζ細胞

内領域を発現している)と比較して大きく右側にシフトした。このことから細胞表面に

おけるヒト Cochlinレポーター分子の発現を確認することができた。 
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(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 ヒト Cochlin レポーター細胞の発現確認。  

(A)ヒト Cochlin 発現ベクターのコンストラクト。N 末端側から、ヒト Cochlin

タンパク質、NKp46 の stalk 領域、CD8αの膜貫通領域、CD3ζの細胞内領域を

発現するように作製した。(B)ヒト Cochilin レポーター細胞のフローサイトメト

リー解析。左図は mock レポーター細胞  、右図はヒト Cochlin レポーター細胞

を示している。灰色部分は一次抗体なしのネガティブコントロール、青線は抗

hCochlin 抗体を添加した際の蛍光強度のヒストグラムを示す。  

 

■ヒト Cochlin レポーター細胞を用いた reporter assay 

	
 ヒト Cochlinが認識する糖鎖構造を同定するため、当研究室卒業生古澤、柳原が作製

したGAG-BSA、および今回新たに作成した CS-E-BSAを ELISAプレートに固相化し、

レポーターアッセイを行った。レポーターアッセイの原理を簡単に記す。細胞表面に発

現させた Cochlin キメラタンパク質 (Fig. 10A)が糖に結合し架橋されることで細胞質

側に付加したマウス CD3ζ鎖が IL-2 シグナルを伝達し、最終的にβ-ガラクトシダーゼ

を発現するため、β-ガラクトシダーゼ活性を測定することで糖への結合の有無や強弱を

評価することができる (Fig. 10B)。レポーターアッセイを行った結果、ヒト Cochlin
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は CS-E、Hep、2-O-desulfated Hep、6-O-desulfated Hepと、またわずかに CS-Bと

結合することが判明した。 
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 (C) 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 レポーターアッセイ   

(A) Cochlin および mock レポーター分子の模式図。Cochlin レポーター分子は

ヒト Cochlin タンパク質、NKp46 の stalk 領域、CD8βの膜貫通領域、CD3ζ

の細胞内領域を組み合わせた分子である。一方 Mock レポーター分子は NKp46

の stalk 領域、CD8βの膜貫通領域、CD3ζの細胞内領域を組み合わせた分子で

ある。(B)レポーターアッセイ原理。細胞表面に発現させた Cochlin キメラタン

パク質がリガンドとなる糖鎖と結合し架橋刺激が入ると、CD3ζから細胞内でシ

グナル伝達が開始され、転写因子である nuclear factor of activated T-cell 

(NFAT)の脱リン酸化が起こり、IL-2 プロモーターを活性化することでβ-ガラク

トシダーの発現が誘導される。β-ガラクトシダーゼの酵素活性を検出することで

Cochlin の糖鎖への結合の有無や強弱を測定することができる。 (C)ヒト

Cochlin レポーター細胞と GAG とのレポーターアッセイ。BSA はカップリン
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グしていない BSA 単独を固相化したもの、Chn は Chn-BSA、CS-A は

CS-A-BSA、CS-B は CS-B-BSA、CS-C は CS-C-BSA、CS-D は CS-D-BSA、

CS-E は CS-E-BSA、HA は HA-BSA、HS は HS-BSA、Hep は Hep-BSA、

6-O-desulfated Hep は 6-O-desulfated Hep-BSA、2-O-desulfated Hep は

2-O-desulfated Hep-BSA、N -desulfated Hep は N -desulfated Hep-BSA を

固相化したものをそれぞれ示す。結果はそれぞれ平均値と標準偏差を示す  (n=3)。

同様の実験を 2 回以上行い、いずれにおいても同様の結果を得た。  

 

■ヒト Cochlin 変異体レポーター細胞を用いたレポーターアッセイ  

	
 DFNA9患者ではCOCH遺伝子上に様々な変異が入っていることが報告されている。

変異が入ることによって Cochlin と GAG との結合性が変化するかを調べるために、

DFNA9 患者由来の変異を導入したヒト Cochlin 変異体を細胞表面に発現させたヒト

Cochlin変異体レポーター細胞を作成した。作製したヒト Cochlin変異体レポーター細

胞を抗 hCochlin抗体を用いたフローサイトメトリーに供することで、細胞表面におけ

る組み換え体タンパク質の発現を確認した (Fig. 11A)。抗 hCochlin抗体を用いたフロ

ーサイトメトリー解析の結果、ヒト Cochlin 変異体レポーター細胞のヒストグラムは、

mock レポーター細胞 (myc タグ、NKp46 stalk、CD8αTM、CD3ζ細胞内領域を発

現している)と比較して右側にシフトした。このことから全ての Cochlin 変異体レポー

ター細胞表面におけるヒト Cochlin 変異体レポーター分子の発現を確認することがで

きた。しかし、変異体によりヒト Cochlinリコンビナントタンパク質の発現量は異なっ

ていた。次にこれらヒト Cochlin 変異体レポーター細胞を用いて Hep との結合性を評

価した。各ヒト Cochlin変異体レポーター細胞のリコンビナントタンパク質の発現量が

揃っていなかったため、Hepに対する結合性を抗 hCochlin抗体に対する結合性を 1と

したときの相対値で示した (Fig. 11B, C)。その結果、WT と比較して全てのヒト

Cochlin変異体においてHepやN-desulfated Hepとの結合性が減少する傾向にあった。 
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(C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 ヒト Cochhlin 変異体レポーター細胞と Hep、N -desulfated Hep との

レポーターアッセイ。  

(A)ヒト Cochilin 変異体レポーター細胞のフローサイトメトリー解析。灰色部分

は一次抗体なしのネガティブコントロール、青線は抗 hCochlin 抗体を添加した

際の蛍光強度のヒストグラムを示す。P51S は 51 番目のプロリンがセリンに置

換された変異体、以下同様の表記法で V66G、G87W、G88E、V104del (104

番目のバリンの欠損 )、I109N、W117R、A119T、C542F の 9 種類の変異を導

入したヒト Cochlin 変異体レポーター細胞を mock は mock レポーター細胞を

用いたことをそれぞれ示す。Cochlin 変異体と Hep (B)、N -desulfated Hep (C)

との結合性をレポーターアッセイにより解析した。Cochlin WT はヒト野生型

Cochlin、P51S は 51 番目のプロリンがセリンに置換された変異体、以下同様

の表記法で V66G、G87W、G88E、V104del (104 番目のバリンの欠損 )、I109N、

W117R、A119T、C542F の 9 種類の変異を導入したヒト Cochlin 変異体を用

いたことをそれぞれ示す。それぞれのレポーター細胞における Cochlin 変異体

レポーター分子の発現率の差を、抗 hCochlin抗体への結合を基準に標準化した。

具体的には、抗 hCochlin 抗体を固相化したときの 570 nm の吸光度を 1 とした

ときの GAG-BSA を固相化した時の 570 nm の吸光度、つまり（GAG-BSA）
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/(抗 hCochlin 抗体 )の値を縦軸にとった。結果はそれぞれ平均値と標準偏差を示

す  (n=3)。同様の実験を 2 回以上行い、いずれにおいても同様の結果を得た。  

 

3-2-2 ヒト Cochlin 変異体 Fc 融合タンパク質と GAG との結合性解析  

	
 DFNA9患者でみられる変異を導入したヒトCochlin変異体レポーター細胞を作成し、

Hep との結合性を評価した。しかし、複数種類のレポーター細胞を作成したところレ

ポーター分子の発現にばらつきが生じてしまい、発現量をコントロールし揃えることが

困難であった。そこで、ヒト Cochlin変異体 Fc融合タンパク質を作成し、ELISAの系

によって糖鎖との結合性を評価することにした。分泌タンパク質としてそれぞれの

Cochlin変異体を作成することによって濃度を揃えたアッセイが容易になると考えた。 

 

■Western blotting 

	
 作製した各ヒトCochlin変異体発現ベクターをHEK293細胞にトランスフェクトし、

N末端から mycタグ、シグナル配列および終止コドンを除いた COCH全長、ヒト IgG 

Fc領域を付加した組み替えタンパク質を培養上清中に分泌させた (Fig. 12A)。培養上

清を回収して抗 myc抗体を用いたWestern blottingに供し、Fc融合タンパク質の発現

を確認した (Fig. 12B)。ヒト Cochlin Fc融合タンパク質の分子量 87 kDaの位置にバ

ンドが検出されたことから (▶ ︎の位置)、ヒト Cochlin Fc融合タンパク質の発現が確認さ

れた。また、185 kDa以上の高分子の位置にもバンドが検出された。これは変異体によ

って濃さが異なっていることからタンパク質が熱処理によりアグリゲートしたもので

ある可能性がある。 

 

 

 

 

 

 

 



 54 

 

(A) 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

 

Fig. 12 cochlin Fc 融合タンパク質の Western blotting 

(A) Cochlin Fc 融合タンパク質の模式図。Cochlin Fc 融合タンパク質は N 末

端から myc タグ、シグナル配列および終止コドンを除いた COCH 全長、ヒト

IgG Fc 領域を発現するように作製した。 (B) ヒト Cochlin Fc 融合タンパク質

の Western blotting。HEK293 細胞の培養上清を回収し、抗 myc 抗体を用い
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た western blottingに供した。ポリアクリルアミドゲルは 10%のものを用いた。

Cochlin WT は野生型の Cochlin Fc 融合タンパク質、P51S は 51 番目のプロ

リンがセリンに置換された変異体、以下同様の表記法で V66G、G87W、G88E、

V104del (104 番目のバリンの欠損 )、I109N、W117R、A119T、C542F の 9

種類の変異を導入したヒト Cochlin 変異体 Fc 融合タンパク質をそれぞれ示す。

untransfected はリポフェクションを行っていない HEK293 の培養上清を示す。

黒矢印  (▶) ︎は、Cochlin Fc 融合タンパク質のバンドの位置  (87 kDa)を示す。  

 

■ELISAによるヒト Cochlin Fc融合タンパク質と GAGとの結合解析 

	
 培養上清に含まれている各ヒトCochlin変異体 Fc融合タンパク質の濃度を揃えるた

めに、抗 myc抗体を固相化した ELISAプレート上に濃度を振った培養上清 (原液、10

倍希釈、20倍希釈、40倍希釈)をのせ、抗 Fc AP抗体で検出を行った。縦軸に 405 nm

の吸光度、横軸に希釈倍率をプロットしたグラフを作成し (Fig. 13A)、発色から 10分

後の吸光度が 0.8 になる希釈倍率を決定した。この希釈倍率を用いて Hep、

N-desulfated Hep、CS-Eに対する結合性を ELSIAの系で評価した。その結果、ヒト

Cochlin WTと比較してヒト Cochlin変異体ではHepや CS-Eとの結合性が低下してい

た (Fig. 13B, C, D)。特に V66Gや V104del、I109N、C542Fでは Hepとの結合性が、

G87W、C542F では CS-E との結合性が半分以下にまで低下していた。また、ヒト

Cochlin WTと同様に N-desulfated Hepとの結合性はみられなかった。 
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(B) 
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(E) 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 ELISA によるヒト Cochlin 変異体  Fc 融合タンパクと GAG との結合

性解析  

(A)抗 myc 抗体を用いた ELISA による相対濃度の測定。抗 myc 抗体を固相化

した際の各ヒト Cochlin 変異体の吸光度を測定し、縦軸に 405 nm の吸光度、

横軸に希釈倍率をプロットした。ELISA によるヒト Cochlin 変異体と Hep (B)、

N -desulfated Hep (C)、CS-E (D)、抗 myc 抗体  (E)との結合性解析。WT は

野生型のヒト Cochlin Fc 融合タンパク質、P51S は 51 番目のプロリンがセリ

ンに置換された変異体、以下同様の表記法で V66G、G87W、G88E、V104del 

(104 番目のバリンの欠損 )、I109N、W117R、A119T、C542F の 9 種類の変異

を導入したヒト Cochlin 変異体 Fc 融合タンパク質をそれぞれ示す。それぞれの

Fc 融合タンパク質発現の僅差を、抗 myc 抗体への結合を基準に標準化した。具

体的には、抗 myc 抗体を固相化したときの 405 nm の吸光度を 1 としたときの

各 GAG における 405 nm の吸光度、つまり  (GAG-BSA)/(抗 myc 抗体 )の値を

縦軸にとった。結果はそれぞれ平均値と標準偏差を示す  (n=3)。同様の実験を 2

回以上行い、いずれにおいても同様の結果を得た。  
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3-3 マウス Cochlin と GAG との結合性解析  

 

3-3-1 マウス Cochlin レポーター細胞と GAG とのレポーターアッセイ  

	
 実際にヒト内耳に Cochlinが結合する構造の GAGが存在するのか、また Cochlinが

内耳のどの部分に発現しているのかを調べたいと考えているがヒトの組織を入手する

のは困難である。そこで、ヒトとマウスの Cochlin の GAG に対する結合性を比較し、

同様の傾向を示すのであればマウスの内耳を実験に用いることとした。BWZ.36細胞に、

N 末端から myc タグ、シグナル配列および終始コドンを除いた マウス Coch 全長、

NKp46 stalk、I型膜タンパク質である CD8αの膜貫通領域、IL-2シグナルを伝達する

マウス CD3ζ鎖細胞内領域を付加した組み替え体タンパク質を発現させたマウス

Cochlin レポーター細胞を作製した。抗 myc 抗体を用いてフローサイトメトリーを行

い、マウス Cochlin が細胞表面に発現していることを確認した (Fig. 14A)後、ヒト

Cochlin と同様の方法でレポーターアッセイを行った。その結果、マウス Cochlin は

CS-B、CS-E、Hep、6-O-desulfated Hep、2-O-desulfated Hepと結合していた (Fig. 14B, 

C)。ヒト Cochlinレポーター細胞は CS-E、Hep、6-O-desulfated Hep、2-O-desulfated 

Hepと結合していた (Fig. 10C)ことから、マウスとヒト Cochlinでは GAGの結合性が

類似していることが判明した。しかし、ヒトではわずかな結合しかみられなかった CS-B

に対してマウス Cochlinでは Hepと同程度の強い結合性を示しており、CS-Bに対する

結合性はマウスとヒトで異なっていた。マウスとヒト Cochlinが類似した糖結合性を示

していたことから、以後の実験はマウスを用いて行うこととした。 
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Fig. 14 マウス Cochlin レポーター細胞と GAG とのレポーターアッセイ。  

(A)マウス Cochilin レポーター細胞のフローサイトメトリー解析。左図は mock

レポーター細胞  (N 末端から myc タグ、NKp46 の stalk、CD8βの TM、CD3ζ

の細胞内領域を発現する )右図はマウス Cochlin レポーター細胞を示している。

灰色部分は一次抗体なしのネガティブコントロール、青線は抗 myc 抗体を添加

した際の蛍光強度のヒストグラムを示す。マウス Cochlin レポーター細胞と

CS/DS (B)、HS/Hep (C)とのレポーターアッセイ。BSA はカップリングしてい

ない BSA 単独を固相化したもの、Chn は Chn-BSA、CS-A は CS-A-BSA、CS-B

は CS-B-BSA、CS-Cは CS-C-BSA、CS-Dは CS-D-BSA、CS-Eは CS-E-BSA、

HA は HA-BSA、HS は HS-BSA、Hep は Hep-BSA、6-O-desulfated Hep

は 6-O-desulfated Hep-BSA 、 2-O-desulfated Hep は 2-O-desulfated 

Hep-BSA、N -desulfated Hep は N -desulfated Hep-BSA を固相化したもの

をそれぞれ示す。結果はそれぞれ平均値と標準偏差を示す  (n=3)。同様の実験を

2 回以上行い、いずれにおいても同様の結果を得た。  

 

3-3-2 マウス Cochlin Fc 融合タンパク質と GAG との結合性解析  

	
 内耳に Cochlinが結合する構造が存在するかを調べるために、ヒト IgG Fc領域を付

加したマウス Cochlin Fc融合タンパク質を作成した。 

 

■Western blotting 

	
 発現ベクターを HEK293細胞にトランスフェクトし、N末端から mycタグ、シグナ

ル配列および終止コドンを除いたマウス Coch全長、ヒト IgG Fc領域を付加した組み

替えタンパク質を培養上清中に分泌させた。培養上清を回収し、プロテイン Aで精製・

濃縮を行った後Western blottingに供し、抗 Fc AP抗体を用いて Fc融合タンパク質

の発現を確認した。その結果、コントロールと比較してマウス Cochlin Fc融合タンパ

ク質では、予想される分子量 87 kDa 付近にバンドが検出された (Fig. 15)。また、

Cochlinは、2ヶ所の N型糖鎖修飾部位をもつことが知られている。そのため、90 kDa

よりもやや上に見られるバンドは、糖鎖修飾を受けた Cochlinであると考えられる。 
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Fig. 15 マウス cochlin Fc 融合タンパク質の Western blotting 

HEK293 細胞の培養上清を回収し、プロテイン A を用いて Fc 融合タンパク質

を精製・濃縮した後、Western blotting に供した。ポリアクリルアミドゲルは

10%のものを用いた。mCochlin Fc はマウス Cochlin Fc 融合タンパク質、

untransfected はリポフェクションを行っていない HEK293 細胞の培養上清を

それぞれ示す。黒矢印  (▶) ︎は mCochlin Fc 融合タンパク質のバンドの位置  (87 

kDa)を示す。  
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■ELISA 

	
 マウス Cochlin Fc 融合タンパク質の GAG 結合性がマウスレポーター細胞を用いた

GAG結合性試験の結果と同様であるかを調べるために、ELISAの系でマウス Cochlin 

Fc融合タンパク質と GAGとの結合性を評価した。その結果、マウス Cochlin Fc融合

タンパク質は、CS-B、CS-D、CS-E、Hepに結合していた (Fig. 16)。マウス Cochlin

レポーター細胞は、CS-B、CS-E、Hepと結合していた (Fig. 14B, C)ことから、マウ

ス Cochlin Fc融合タンパク質の GAG結合性はマウス Cochlin レポータ細胞と類似し

ていた。しかし、マウス Cochlin Fcタンパク質ではマウス Cochlinレポーター細胞で

は結合性がみられなかった CS-Dとの結合もみられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16 マウス Cochlin Fc 融合タンパク質と GAG との結合解析。  

BSA は GAG とカップリングしていない BSA 単独を固相化したもの、Chn は

Chn-BSA、CS-A は CS-A-BSA、CS-B は CS-B-BSA、CS-C は CS-C-BSA、

CS-D は CS-D-BSA、CS-E は CS-E-BSA、HA は HA-BSA、HS は HS-BSA、

Hep は Hep-BSA を固相化したものをそれぞれ示す。結果はそれぞれ平均値と

標準偏差を示す  (n=3)。同様の実験を 2 回以上行い、いずれにおいても同様の

結果を得た。  
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3-3-3 マウス Cochlin LCCL ドメイン Fc 融合タンパク質と GAG との結合性解

析  

 

■Western blotting 

	
 発現ベクターを HEK293細胞にトランスフェクトし、N末端から mycタグ、マウス

Cochlin LCCLドメイン、ヒト IgG Fc領域を付加した組み換え体タンパク質を培養上

清中に分泌させた。培養上清を回収し、プロテイン Aで精製・濃縮を行った後Western 

blottingに供し、抗 Fc-AP抗体を用いて Fc融合タンパク質の発現を確認した。その結

果、コントロールと比較してマウス Cochlin LCCL Fc融合タンパク質は予想される分

子量 41 kDa (Cochlin LCCL: kDa、hIgG Fc: 23 kDa)付近にバンドが検出された 

(Fig .17)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 マウス cochlin Fc 融合タンパク質の Western blotting 

HEK293 細胞の培養上清を回収し、プロテイン A を用いて Fc 融合タンパク質

を精製・濃縮した後、Western blotting に供した。ポリアクリルアミドゲルは

10%のものを用いた。mCochlin LCCL Fc はマウス Cochlin LCCL Fc 融合タ
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ンパク質、untransfected はリポフェクションを行っていない HEK293 の培養

上清をそれぞれ示す。黒矢印  (▶) ︎はマウス Cochlin LCCL ドメイン Fc 融合タン

パク質のバンドの位置  (41 kDa)を示す。  

 

■ELISA 

マウス Cochlin LCCLドメイン Fc融合タンパク質と HS/Hepとの結合性を ELISAの

系で評価した。その結果、マウス Cochlin LCCL ドメイン Fc 融合タンパク質は Hep

や 6-O-desulfated Hep、2-O-desulfated Hepとは結合したが HSや N-desulfated Hep

とは結合しなかった (Fig. 18)。この結果はマウス Cochlinレポーター細胞を用いた結

合アッセイの結果 (Fig. 14C)と一致している 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 マウス Cochlin LCCL ドメイン Fc 融合タンパク質と HS/Hep との結

合解析。  

BSA は GAG とカップリングしていない BSA 単独を固相化したもの、HS は

HS-BSA、Hep は Hep-BSA、N -desulfated Hep は N -desulfated Hep-BSA、

6-O-desulfated Hep は 6-O-desulfated Hep-BSA、2-O-desulfated Hep は

2-O-desulfated Hep-BSA を固相化したものをそれぞれ示す。結果はそれぞれ

平均値と標準偏差を示す  (n=3)。同様の実験を 2 回以上行い、いずれにおいて

も同様の結果を得た。  
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3-4 免疫染色  

 

3-4-1 HE 染色  

	
 作成した内耳蝸牛の切片の全体像 (Fig. 19)を把握するために、まず HEによる染色

を行った。その結果、蝸牛の鼓室階、前庭階、中央階およびコルチ器などを観察するこ

とができた (Fig. 20)。 

 

 

Fig. 19 蝸牛の構造  

Hudspeth AJ. Integrationg the active process of hair cells with cochlear 

function. (2014) Nature reviews neuroscience .  15, 600-614 
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(A)  	
 	
 (B) 

 

Fig. 20 マウス内耳 HE 染色  

マウス  (8-13 週齢、♀、C57BL/6J)内耳の 13 µm のパラフィン切片を作製し、

HE 染色を行った。蝸牛  (A)および (A)中の四角で囲った部分を拡大した (B)染色

図を示す。図中のスケールバーは 100 µm を示す。図中の略語はそれぞれ OC, 

organ of Corti; RM, Reissner’s membrane; SM, scala media; ST, scala 

tympani, SV, scala vestibule; TM, tectorial membrane (97)を示す。  
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3-4-2 Cochlin Fc 融合タンパク質、抗 Cochlin 抗体を用いたマウス内耳の免疫

染色  

	
 パラフィン切片の作製が上手くいっていることが確認できたので、次に Cochlinが結

合する構造および Cochlinの局在を調べるために、マウス Cochlin Fc融合タンパク質

及び抗 mCochlin 抗体を用いてマウス内耳の免疫染色を行った (Fig. 21)。その結果、

マウス Cochlin Fc融合タンパク質を用いて Cochlinのリガンドを染色した場合ではマ

ウス内耳が全体的に染まっていた (Fig. 21A, B)。特に鼓室階や前庭階の縁、基底板に

強い染色がみられた。このことからマウス Cochlin Fc融合タンパク質が結合する構造

は内耳に広く分布しているが、特に鼓室階や前庭階の縁、基底板に多く存在していると

考えられる。一方、抗 Cochlin抗体を用いて同じ内耳の切片を染色すると鼓室階や前庭

階の縁に沿って染色像が見られた。また、ラセン靭帯は染色されたが、血管条は染色が

みられなかった(Fig. 21E, F)。さらに、基底板においても特異的な染色が見られた。こ

のことから Cochlinは蝸牛の鼓室階や前庭階の縁やラセン靭帯、基底板に存在している

と考えられる。 

 

     (A)  mCochlin Fc融合タンパク質            (B) 
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 (C)   mock Fc融合タンパク質             (D)	
  

	
 	
 (E)   抗 mCochlin抗体                 	
   (F) 
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 (G)  二次抗体 (GAR AP)のみ            (H) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 マウス内耳の免疫染色  

マウス内耳の 13 µm のパラフィン切片を作製し、mCochlin Fc 融合タンパク質

または抗 mCochlin 抗体を用いた染色を行った。mCochlin Fc 融合タンパク質  

(A, B)、mock Fc 融合タンパク質  (C, D)、抗 mCochlin 抗体  (E, F)、二次抗

体  (GAR AP)のみ  (G, H)の染色図を示す。また、(A, C, E, G)は蝸牛、(B, D, F, 

H)は A、C、E、G 中の四角で囲った部分を拡大した図を示す。図中のスケール

バーは 100 µm を示す。  
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3-5. マウス内耳 GAG の二糖組成解析  

	
 マウス内耳に存在するGAGにどのようなものが存在するのかを明らかにするために

内耳から GAG 画分を調製し、heparinase I、II、III 消化することにより HS/Hep、

chondoroitinase ABC消化することにより CS/DSの二糖組成を、ゲルろ過およびイオ

ン交換 HPLCを用いて解析した。その結果 HAを除くとマウス内耳の GAGは約 72%

が HS/Hep、28%が CS/DSであることが判明した。また、HS/Hep組成は nonsulfated

の構造が 5.8%、monosulfatedが 62.5%、2-0及び 2位の Nまたは 6-O、及び 2位の N

の 2 カ所が同時に硫酸化された二糖二ユットが 31.7%であり、trisulfated の構造は検

出されなかった (Table 5)。一方、CS/DS組成は、GalNAcの 4位に硫酸基をもつ A unit

が 64.3%、GalNAcの 6位に硫酸基をもつ C unitが 23.1%、disulfatedが 12.6%であ

り、nonsulfatedや trisulfatedの構造は検出されなかった (Table 6)。 

 

Table 5. マウス内耳の GAG (HS/Hep)画分の二糖組成  

 

                                                      ND: not detected 

Table 6. マウス内耳の GAG (CS/DS)画分の二糖組成  
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3-6. C542F 変異体について  

	
 DFNA9患者でみられる COCH遺伝子上の変異は LCCLドメインに集中していた。

しかし、DFNA9患者では vWAドメインへの変異も報告されている。本実験ではその

うちの一つ C542F変異体を用いた糖結合アッセイを行い、WTと比較して Hepに対す

る結合性が大きく減少していることを見出した。この結合性が減少した要因としてジス

ルフィド結合の形成不全を考えた。C542F変異体はシステイン残基に変異が入ってい

るため、この 542番目のシステイン残基がジスルフィド結合に関与していた場合、本

来形成するはずであったジスルフィド結合が形成されず、Cochlin分子が正常な構造を

とれなくなっているのではないかと推測した。Streetらは 362番目と 542番目のシス

テイン残基でジスルフィド結合を形成していると報告している (89)。そこでこの推測

を確かめるために、ヒト Cochlinの終止コドンを除いた全長に FLAGタグを付加させ

た Cochlin WTまたは各 Cochlin変異体リコンビナントタンパク質を作成し、Western 

blottingに共することで構造を比較した。その結果、非還元状態ではCochlin WT、LCCL

ドメインに変異を導入した変異体 Cochlin (P51S、V66G、G87W、G88E、V104del、

I109N、W117R、A119T)と比較して Cochlin C542F変異体では高分子の位置にバンド

がみられた (Fig. 22A)。一方、還元状態にすると Cochlin WTおよび LCCLドメイン

に変異を導入した変異体と Cochlin C542F変異体のバンドの位置が揃い (Fig. 22B)、

その分子量は非還元状態で Cochlin C542F変異体のバンドがみられた位置であった。

また、Cochlinの分子量は 63 kDaであることから、このバンドは Cochlinのものであ

ると考えられる。 

 

(A) 
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 (B) 

 

 

 

Fig. 22 CochlinWT および C542F 変異体の Western blotting 

ヒト Cochlin WT および C542F 変異体を非還元  (A)または還元  (B)状態の

Western blotting。HEK293 細胞の培養上性を回収し、抗 FLAG 抗体を用い

た Western blotting に供した。ポリアクリルアミドゲルは 10%のものを用い

た。Cochlin WT は野生型の Cochlin タンパク質、P51S は 51 番目のプロリン

がセリンに置換された変異体、以下同様の表記法で V66G、G87W、G88E、

V104del (104 番目のバリンの欠損 )、I109N、W117R、A119T、C542F の 9

種類の変異を導入したヒト Cochlin 変異体をそれぞれ示す。Untransfected は

リポフェクションを行っていない HEK293 の培養上清を示す。Cochlin の分子

量は 63 kDa である。  
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4. 考察  

 

4-1. ヒト Cochlin と GAG とのレポーターアッセイ  

	
 当研究室卒業生古澤は、ヒト Cochlinがヘパリンと結合することを以前に明らかにし

たが (古澤修士論文)、GAG は二糖ユニット内に硫酸化されうる部位を複数箇所もち、

ランダムに硫酸化修飾を受けることで多様な構造を形成している (Fig. 23)。そこで、

Cochlinが GAGのどの硫酸化構造を認識しているのかを調べるために、より詳細な糖

結合性解析を行った。GAGは大きくCS/DSとHS/Hepとに分けられるため (Fig. 23)、

それぞれに対して Cochlinとの結合性をレポーターアッセイにより評価した。その結果、

ヒト Cochlinは CS/DSの CS-Eと結合することがわかった (Fig. 10)。CS-Eは二糖ユ

ニット内に硫酸基を 2つもつ構造が多く含まれているため、ヒト Cochlinは高硫酸化構

造と結合することが示唆された。しかし、同様に 2カ所硫酸化された二糖ユニットを多

く含む CS-Dとは結合性が見られなかったことから、単に電荷で結合しているわけでは

なく、構造特異的に結合していると考えられた。一方、HS/Hep に関しては Hep や脱

6-O-硫酸化 Hep、脱 2-O-硫酸化 Hep と結合することがわかった (Fig. 10)。これらに

共通した構造も二糖ユニット内に3カ所または2カ所硫酸化修飾を受けている構造を多

く含んでいることから、やはりヒト Cochlin は高硫酸化構造と結合すると考えられる。

しかし、同様に 2カ所硫酸化修飾を受けている 2位の N硫酸基を脱硫酸化した Hepに

関しては Hep と比較して有為に結合性が低下していたことから、ヒト Cochlin は特定

の硫酸化構造を認識しており、特に HS/Hepとの結合には 2位の N-硫酸基が重要であ

ることが示唆された。 

(A) 
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(B) 

 

 

 

 

 

Fig. 23 GAG 構造の模式図  

CS/DS (A)HS/Hep (B)の二糖ユニットの構造を示す。CS/DS は GlcA または

IdoA と GalNAc、一方、HS/Hep は GlcA または IdoA と GlcNAc の二糖繰り

返し構造からなる。また、二糖ユニットに含まれる硫酸基の位置や数によりそれ

ぞれユニット名が定義されている。  

 

4-2 ヒト Cochlin 変異体と GAG との結合アッセイ  

	
 DNFA9患者では COCH遺伝子上に変異が入っており、その変異は主に LCCLドメ

インに存在していた (Fig. 24)。COCH遺伝子上に変異が入ることで GAGとの結合性

が変化するかを調べるために、DFNA9患者でみられる変異を導入したヒト Cochlin変

異体を作製し、GAG との結合性を評価した。レポーターアッセイ及び ELISA による

両方の系において、ヒト Cochlin WTと比較して全てのヒト Cochlin変異体で Hepと

の結合性が減少する傾向にあった (Fig. 11A, 13B)。レポーターアッセイに関してはヒ

ト Cochlin 変異体レポーター細胞間でレポーター分子の発現量を揃えることが困難で

あったため、Hep との結合性を抗 Cochlin 抗体への結合性を基準に相対値で示した。

しかし、抗体への結合性が変異体間で均一であるという実験的な証拠がなく、また抗

Cochlin抗体を用いたフローサイトメトリーにより Cochlinレポーター細胞の発現を確
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認した際に Cochlin C542F変異体レポーター細胞では他の変異体と比較してシフトが

弱かった (Fig. 11A)。これは発現量が弱いまたは変異を導入したことにより抗体の結合

性が低下している可能性が考えられる。そのため、mycタグを付加したヒト Cochlin Fc

融合タンパク質を用いた ELISA の系の方がより定量的であるといえる。DFNA9 患者

における Cochlin のアミノ酸変異の位置と難聴の発症時期をみると、30 代までの比較

的早期に発症するものは V66G、I109N、C542F、40 代で発症するものは G87W、

V104del、A119T、40代以降と比較的後齢に発症するものは P51S、G88E、W117Rと

報告されている (Table 7) (86, 90, 98)。これらの発症時期と CS-Eあるいは Hepとの

結合性との相関について考えてみた。まず、CS-Eと Cochlin変異体の結合がWTと比

較して 40%以下になっているものは C542F、60%以下になっているものは G87W、

I109N、70%以上のものは P51S、V66G、G88E、I109N、W117R、A119Tであった (Fig. 

13D、Table 8)。両者を比較すると、早期に発症した 3 つの変異のうち 1 つ (C542F)

の変異では Hepとの結合がWTの 40%以下になっていた。しかし、早期に発症した残

り 2つの変異体 (V66G、I109N)では WTの 70%以上の Hep結合性を保持していた。

つまりCochlin変異体とCS-Eとの結合性と発症時期の間に相関関係はみられなかった。

一方、Hepとの結合がWTと比較して 40%以下になっているものは V66G、V104 del、

I109N、C542F、60%以下になっているものは G87W、G88E、70%以上のものは P51S、

W117R、A119Tであった (Fig. 13B、Table 9)。両者を比較すると、早期に発症した 3

つ(V66G、I109N、C542F)の変異では Hepとの結合が WTの 40%以下になっていた。

また、後期に発症した 3つのうち 2つ (P51S、W117R)では Hepとの結合性を 70%以

上保持していた。これらのことから、Cochlin と Hep との結合性の強弱と発症時期の

間に概ね相関性がみられることが明らかとなった。今まで Cochlin分子の性質から相関

を見出そうといくつかの研究グループから報告が成されているが、いずれもきれいな相

関が見出された報告は皆無である。  

	
 また、今回 ELISAの系により Hepとの結合性を調べた結果、A119Tは Hepとの結

合性がWTと同程度であった。Hepとの結合性の低下が見られなかった A119Tが難聴

を発症することについては、現時点では明確な答えを提示することはできない。しかし、

今回のアッセイでは C末端側に hIgG Fc領域を融合したリコンビナントタンパク質を
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用いたため、Cochlinの構造とは無関係に hIgG Fc領域により二量体を形成した状態で

GAGとの結合性を評価した。そのため生体内では A119T変異により Cochlin構造が変

化し二量体を形成できないなどの変化があり、GAG との結合性に影響を与えている可

能性は否定できない。 

	
 また、Cochlin の LCCL ドメインに変異を導入したことにより Hep や CS-E との結

合性がWTと比較して低下していたことから、Cochlinと GAGとの結合が LCCLドメ

インを介していることが示唆された (Fig. 13B, C, D)。さらに、マウス Cochlin LCCL

ドメイン Fc 融合タンパク質がマウス Cochlin Fc 融合タンパク質と同様の HS/Hep 結

合性を示したことから (Fig. 14C, Fig. 18)、LCCLドメインが GAGとの結合性に関与

していると考えられる。 

 

 

 

 

 

Fig 24. Cochlin のドメイン構造と患者にみられる変異。  

DFNA9 患者でみられる COCH 遺伝子上の変異を示す。  

 

 

Table7. DFNA9 患者における Cochlin の変異箇所と難聴の発症時期  
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Table 8. Cochlin 変異体と Hep との結合性  

 

Table 9. Cochlin 変異体と Hep との結合性  

 

4-3. マウス Cochlin と GAG との結合アッセイ  

	
 マウス Cochlin レポーター細胞は、CS-B、CS-E、Hep、de-6-O-desulfated Hep、

de-2-O-desulfated Hepと結合した (Fig. 14B, C)。この結果はヒト Cochlinと類似して

いた (Fig. 10)。マウスとヒトの Cochlinはアミノ酸レベルで約 95%の相同性をもち、

LCCLドメインでは 94%の相同性を有している (Fig. 25)。また DFNA9患者で変異が

見られるアミノ酸に関しては100%保存されていることが知られている。このことから、

Cochlin はヒトとマウスで同様の機能を発揮しており、DFNA9 患者で変異が見られた

アミノ酸はその活性に重要な役割を果たしていることが示唆された。一方で、CS/DS

に関してはヒトとマウスの結合性が若干異なっており、マウス Cochlinでは CS-Bと結

合したがヒト Cochlin ではほとんど結合性が見られなかった。ヒトとマウスの LCCL
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ドメインの配列を比較すると、アミノ酸の性質が大きく変わっているのは、ヒトではア

ラニンであった 31 番目のアミノ酸がマウスではプロリンに (A31P)、以下同様の表記

法で P51S、Y62F、S84G、T122Aの 5つのアミノ酸であった (Fig. 25)。この変異を

ヒト Cochlinに導入した Cochlinキメラ Fc融合タンパク質を作製し、これらのアミノ

酸が CS-Bとの結合に関与しているかを検討することは興味深い。なぜならこのように

少数のアミノ酸残基が糖結合特異性を定義しているのであれば、それらの変化により糖

結合部位の構造がどのように変化するかを追跡することでアミノ酸の三次元構造から

糖との結合性を予測するこが可能になるかもしれない。 

 

 

Fig. 25 ヒトとマウス Cochlin LCCLドメインのアミノ酸配列比較 

ヒトとマウス Cochlin LCCLドメインのアミノ酸配列を比較した。完全に一致している

アミノ酸は青、性質が一致しているアミノ酸を赤、不一致のアミノ酸を黒で示した。数

字はアミノ酸残基の番号を示している。 

 

4-4. 内耳の免疫染色  

	
 マウス内耳を mCochlin Fc 融合タンパク質で染色したところ、蝸牛が一様に染色さ

れ、特に鼓室階や前庭階の縁に沿って強い染色が観察された (Fig. 21A, B)。このこと

から Cochlin のリガンドとなる構造 (GAG)は、蝸牛に一様に分布していることが示唆

された。しかし、アルシアンブルーを用いてムコ多糖 (GAG)を染色したところ、Cochlin 

Fc 融合タンパク質を用いた染色で見られた染色部位よりもより限局された部位 (蝸牛

の鼓室階や前庭階の縁)のみが染色された (Fig. 25)。今回 Cochlin Fc融合タンパク質に
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よる染色にはマウス Cochlin full lengthを用いたため vWAドメインの寄与が含まれて

しまったのではないかと考えられる。vWA ドメインは内耳のコラーゲンなどに結合す

ることが報告されているため (、内耳に豊富に存在するコラーゲンと GAGの両者が染

色されたことによりアルシアンブルーを用いてGAGを染色したときよりも広範囲にわ

たる染色がみられたと推測される。先行研究におけるレポーター細胞を用いたアッセイ

ではコラーゲンとの結合性は検出されなかったが、レポーター細胞は C 末端側を細胞

に繋留しているため、N 末端側の寄与が大きいアッセイであるといえる。そのため、

vWAドメインによる結合が反映されていなかった可能性が考えられる。マウスCochlin 

LCCLドメイン Fc融合タンパク質を用いた染色を行うことにより、LCCLドメインに

フォーカスしたリガンドの染色を行うことができると考えられる。一方、抗 Cochlin抗

体を用いた染色では基底板および蝸牛の縁に沿った染色像が得られたため (Fig. 21E, 

F)、Cochlin蝸牛の縁や基底板に発現し分布していることがわかった。これらの結果か

ら、Cochlinと Cochlinのリガンド分子は蝸牛の縁で共局在し、そこで結合していると

考えられる。また、過去の研究により Cochlinは蝸牛のラセン靭帯やラセン版、基底板

に存在しているという報告がある (99)。今回の染色ではラセン靭帯や基底版における

染色が観察されたがラセン板縁の染色はみられなかったことから、一部過去の報告と同

様の結果が得られたといえる。この原因については、抗体の感度が低かったために、発

現量の少ない部位が染色されなかったのではないかと考えている。 
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Fig. 25 マウス内耳切片のアルシアンブルー染色。  

マウス内耳の 13 µm のパラフィン切片を作製し、アルシアンブルー染色を行っ

た。パラフィン切片を作成した後脱パラフィンし、酢酸で前処理した。その後ア

ルシアンブルー染色液に浸し室温で 30 分静置することで染色を行った。その後、

酢酸で洗浄・脱水処理をし、Eukitt 中に封入した。図中のスケールバーは 100 µm

を示す。  

 

4-5. マウス内耳 GAG の二糖組成解析  

	
 マウス内耳の二糖組成を調べたところHS/Hepではmonosulfatedがメジャーな構造

であり、次に多いのが 6-O、N または 2-O、N の disulfated 構造であった (Table 5)。

Cochlin と HS/Hep との結合性解析の結果から、Cochlin は、HS/Hep の Hep、de 

6-O-desulfated Hep、de 2-O-desulfated Hep と結合することが判明している (Fig. 

14C)。このことから、マウス内耳には Cochlin が結合し得る構造である 6-O、N また

は 2-O、N の disulfated 構造が HS/Hep 全体の 3 割程度存在しており、免疫染色の際

に mCochlin Fc 融合タンパク質を用いた組織染色で得られた染色像はこの disulfated

二糖構造との結合を反映していると考えられる。また、CS/DS に関しては GalNAc の

4位に硫酸基がついた A unitが主要な構造であったが、disulfatedな構造も 13%程度

存在していた (Table 6)。mCochlinと CS/DSとの結合アッセイの結果から mCochlin

は disulfated CS/DSの CS-Bや CS-Eとは結合するが CS-Dとは結合しないことが判

明している (Fig. 14B)。それゆえ、今回検出された二硫酸化二糖構造を主要な成分とす

る CS/DSが CS-Bや CS-Eであれば mCochlinが結合する構造であるといえる。 

	
 また、内耳に存在する HS/Hepが 72%であったのに対して CS/DSが 28%であったこ

と、またマウスでは CS/DS中に CS-B、CS-E構造が数%しか含まれていないことが知

られているため、生体内における Cochlinのメジャーなリガンドは desulfated Hepで

あると考えられる。 
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4-6. C542F 変異体について  

	
 DFNA9患者でみられる COCH遺伝子上の変異は LCCLドメインに集中していた。

また、マウス Cochlin LCCLドメインが Hepに対する結合性を有していたことからこ

の LCCLドメインが糖結合ドメインであることが示唆される。しかしまれではあるが

DFAN9患者でLCCLドメインに変異はなく、vWAドメインに変異をもつ報告がある。

その vWAドメインにみられる変異のうち C542Fに関して糖結合アッセイを行ったと

ころ、他の変異体と同様に Hepに対する結合性が減少していた。この C542Fの変異が

システイン残基にみられる変異であったことから、ジスルフィド結合の形成不全が原因

ではないかという推測をたて還元・非還元条件下で SDS-PAGEを行ってみた (Fig. Fig. 

22)。その結果、WT及び C542F以外の変異体 Cochlinでは還元・非還元状態でバンド

の位置が変化しており還元状態では非還元状態と比較して高分子側にバンドがみられ

た。このことから、Cochlinは分子内ジスルフィド結合を形成していると考えられる。

一方、Cochlin C542F変異体では還元・非還元状態でバンドの位置が変化しておらず、

その位置は Cochlin WTの還元状態のバンドの位置と一致していた。このことから、

Cochlin C542F変異体ではCochlin WTで形成されている分子内ジスルフィド結合が形

成されていないことが示唆される。つまり、542番目のシステイン残基は分子内ジスル

フィド結合に関与しており、C542Fの変異がみられる患者では分子内ジスルフィド結

合が形成できなくなることにより正常な Cochlin分子の構造 (立体構造及び二量体化)

が形成されなくなることで GAGとの結合性が減少し、DFNA9を発症するのではない

かと考えられる。 
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5. 総括  

 

1. 難聴の発症時期と Hep-binding との相関  

	
 本研究により、hCochlinがGAGのHepや6-O-desulfatd Hep、2-O-desulfated Hep、

CS-Eと結合することが判明した。また、DFNA9患者に見られる COCH遺伝子上の変

異を導入した変異体 Cochlinでは、Hepや CS-Eに対する結合性が低下していた。さら

に文献により早期に難聴を発症するといわれているCochlin変異体 (V66G、V104del、

C542F)では特に Hepとの結合性が低く、WTの 22 ~ 33%にまで低下していた。一方、

後期に難聴を発症するといわれている Cochlin 変異体 (P51S、W117R)では Hep との

結合性がWTの 70 ~ 77%であり、難聴の発症時期と GAGとの結合性には相関が見ら

れた。この COCH遺伝子上の変異は LCCLドメインに集中しており、また LCCLドメ

インの Fc 融合タンパク質を用いた GAG との結合性解析において全長の Cochlin と同

様の結合性を示したことから、Cochlinの LCCLドメインがこの GAGとの結合に関与

しているといえる。従来の研究では Cochlin の性状 (分泌、凝集など)に着目して発症

時期との相関が議論されてきたが、今回、Cochlinに結合する GAG鎖という新たなパ

ートナー分子を見出したことにより、GAG 鎖の加齢による変化という新たな視点から

説明が可能になったことは大きなインパクトがある。また同時に、健常人における加齢

性難聴も同じ理解で説明可能であり、これら難聴への治療あるいは予防への切り口にな

る可能性を秘めている。 

 

2. DFNA9 が遅発性であることについて  

	
 現在までに、DFNA9患者では内耳の蝸牛、前庭の広い範囲に GAGが蓄積している

こと (100)、患者により程度の差があるが有毛細胞が部分的に消失していること (101)

が報告されている。これを受け他の研究では Cochlin分子にのみ着目し、変異体 Cochlin

が凝集したり細胞外に分泌されなかったりすることで有毛細胞に障害が起こると考え

ているものが多数を占めている。しかし、近年 Cochlinノックアウトマウスも加齢に伴

い難聴を発症することが報告され (92)、変異体 Cochlin 自身が有毛細胞を障害すると

いう考えは否定された。一方、GAG は加齢に伴い発現量が減少し、硫酸化程度も低下
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することが知られている。また本研究により、Cochlin と Hep が LCCL ドメインを介

して結合していること、変異体 Cochlin では Hep との結合性が低下することが判明し

た。これらのことから、Cochlin変異体では GAGとの結合性が低いため、健常人より

も早い時期に Cochlinと GAGとの結合が閾値以下になる、あるいは Cochlinと結合で

きないGAGが蝸牛や前庭に蓄積することで有毛細胞を障害することにより遅発性の進

行性難聴を発症するのではないかと考えられる。 

 

3. DFNA9 が優性遺伝形式をとることについて  

	
 DFNA9が優性遺伝形式であることについては、ホモ接合体のほうがヘテロ接合体よ

りも早期に難聴を発症すること (81、82)、変異体 CochlinはWTや変異体 Cochlin同

士で安定的なダイマーを形成すること (91)、さらに Coch遺伝子をノックアウトしたマ

ウス (Coch+/-)のヘテロ接合体では難聴を発症しないこと (92)が報告されている。また

DFNA9 患者で知られた変異  (G88E)をノックインしたマウスのヘテロ接合体

Coch+/G88Eでは難聴を発症するが、Coch+/-では発症しないということから、Cochlin 変

異体が Cochlin WTの働きを阻害していることが考えられる。これとは別に、レクチン

においてダイマー形成はその糖との結合性を飛躍的に上昇されることが古くからよく

知られている (102)。このことから、Cochlin WTもダイマーを形成し、糖との結合性

を増加させている可能性がある。しかし Cochlin変異体が存在すると、正常な Cochlin

ともダイマーを形成するが、Cochlin変異体と GAGとの結合性が低いことからこのダ

イマーではGAGとの結合性をあげることができず正常 Cochlinの働きを阻害してしま

う可能性が高い。そのため、片方の遺伝子に変異が入っただけでも難聴を発症するので

はないかと考えている。 
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