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１. 研究実施の概要 

哺乳動物の生体防御グループでは動物レクチンの生体防御における役割に関する研究を進め

た。マンナン結合タンパク質（MBP）依存的細胞性細胞障害作用 (MDCC) に単球形細胞の関与

を明らかにすると共に、開始因子となる糖鎖を単離した。MBP が肝細胞のみならす、腸管上皮細

胞において発現することを見出した。また、マクロファージのガラクトース特異的レクチンの新しい機

能を明らかにした。さらに、human natural killer (HNK)-1 糖鎖欠失マウスの作成に成功した。興味

あることに、本糖鎖は高次神経機能発現に必要で有ることが明らかとなった。糖鎖シグナルと疾病

グループでは、細胞のがん化に伴う糖鎖変化を糖鎖特異的な硫酸転移酵素遺伝子を中心に明ら

かにし、また、糖タンパク質の細胞内輸送への細胞内レクチンの関与、サイトカインが認識する GPI

アンカー糖鎖の構造と機能に関する新しい知見を明らかにした。無脊椎動物の生体防御グループ

では、カブトガニの抗菌タンパク質であるタキレクチンのＸ線結晶構造解析を報告するとともに、体

液タンパク質であるヘモシアニンが抗菌タンパク質と相互作用することでフェノール酸化酵素に変

換するという全く新しい現象を報告した。また、カブトガニ血球の LPS による刺激が G タンパク質を

経由していることを見いだした。 

２．研究実施内容 

＜哺乳動物の生体防御グループ＞ 

１） マンナン結合タンパク質依存的細胞性細胞障害作用の機構解析：ヒト結腸がん細胞株

SW1116 を MBP 存在下に、ヒト単球系細胞株 THP-1 と共培養すると、顕著な増殖抑制作用が

観察された。この作用は培地中に分泌されるある種の可溶性因子により媒介されること、また、こ

の時、次項に述べる、SW1116 細胞由来の高分子量糖ペプチド画分を加えると、反応は著しく促

進することから、がん細胞表面の糖鎖が一連の反応を引き起こしていることが明らかとなった。 

２） マウス組織におけるMBPの発現：単クローン抗体を用いた組織化学的研究、Western blot お

よび PCR, in situ ハイブリダイゼーションなどにより検討した結果、小腸上皮細胞が強い MBP 発

現を示すこと見い出した（論文投稿中）。 

３） ヒトがん細胞表面の MBP リガンドの同定：FITC 標識 MBP のヒト結腸がん SW1116 細胞への

結合は ALL などのフコース認識植物レクチンにより強く阻害され、また、抗ルイスＢ抗体、抗ルイ



ス A 抗体により阻害されたことより、フコース残基の重要が示された。また、細胞膜可溶化物より

調製した高分子量の糖ペプチド画分を MBP カラムにかけて得られた MBP 高親和性の糖鎖リガ

ンドはフコース、ガラクトース、N-アセチルグルコサミンを主成分とするユニークな長鎖の糖鎖で

あることが示された。これらの結果は、MBP がマンースをもつ糖鎖を認識対象とするという従来の

考えを覆すものである。 

４） HNK-1 抗原の機能に関する研究：HNK-1 糖鎖の生合成を担う２種類のグルクロン酸転移酵

素（GlcAT-P および GlcAT-S）遺伝子をクローニングした (発表論文２)。in vitro での細胞形質

変換実験において HNK-1 糖鎖の発現は細胞に著しい形態変化を引き起こすこと、また、同種

細胞の凝集を顕著に阻害することを明らかにした（論文投稿中）。さらに、GlcAT-P 遺伝子欠損

マウスを作成し、HNK-1 糖鎖が記憶・学習などの高次脳機能に関与していることを見い出した

（論文投稿中）。 

５） ストレス応答細胞内シグナル伝達機構の解析：新規なプロテインキナーゼをクローニングし

Leucine Zipper bearing Kinase (LZK)と名づけ、この分子がストレス応答性の MAP キナーゼを強

く活性化することを明らかにしている。本年度の研究では、本酵素遺伝子が 3q27 にマップされる

こと(発表論文 1)。 LZK のロイシンジッパー構造が LZK の多裏形成に必要であること(発表論文

5) および JNK カスケードのスカフォールドタンパク質である JIP-1 が LZK と特異的に結合するこ

と(発表論文 3)などを明らかにした。また、酵母 two-hybrid 法を用いて、膵臓で LZK と相互作用

する分子として AOP-1 (anti-oxidant protein-1)の単離に成功した。 

６） マクロファージレクチンの機能に関する研究：熊本大学医学部松野教授との共同研究で、ラッ

トの樹状細胞には、当グループが 1990 年にクローニングにした、ガラクトース、 N-アセチルガラ

クトサミンに特異的なマクロファージレクチンが発現しており、本レクチンが樹状細胞の Kupffer

細胞への結合および樹状細胞によるウイルス粒子の取り込みに関与することが示唆された（発

表論文 7,8）。 

＜糖鎖シグナルと疾病グループ＞ 

１） 大腸癌の悪性度に関わる硫酸転移酵素の同定 

a)  ヒト大腸粘液癌特異的GlcNAc:→6硫酸転移酵素(GlcNAc6ST)の同定：ヒト大腸粘液癌に存

在して、分化型癌及び正常粘膜には存在しない GlcNAc6ST を GlcNAc6ST-2 と同定した。一

方、正常粘膜における GlcNAc6ST 活性は、GlcNAc6ST-3 遺伝子由来で癌部において発現

量が低下していることが判った（発表論文 10）。  

b)  ヒト大腸スルホムチンの生合成に関与する Gal:→3 硫酸転移酵素(Gal3ST)の同定：ヒト大腸

スルホムチンの主要糖鎖は 3’-スルホルイス a 構造をもつ。本糖鎖の 3’-硫酸化に関する

Gal3ST 遺伝子を Gal3ST-2 と同定した。また、本酵素の発現低下が癌組織におけるスルホム

チンの減少の一因であることを推定した（発表論文 13） 

２） ガレクチン-4 の細胞内局在性の解析：ガレクチン-4 は小腸、大腸に主に発現するレクチンで

あり、O-結合型糖鎖の SO3
-→3Galβ1→3GalNAcα→を特異的に認識する（発表論文 12）。抗ガ

レクチン-4 抗体を用いて各組織の免疫染色を行った結果、正常粘膜では腸上皮細胞のうち、



腸管腔近傍の細胞の核が強く染色されるのに対し、癌組織では細胞質が染色されることが判っ

た。 

３） 高マンノース型糖鎖認識細胞内レクチン VIP36 の機能解析：輸送小胞の膜タンパク質として

同定された VIP36 は、細胞内の小胞体、ゴルジ体および原形質膜におよぶ広い領域での存在

が明らかとなり、VIP36 は輸送初期のみならず新生糖タンパク質が細胞外に分泌されるまでの過

程において関わっていることが示唆された。 

４） サイトカインが認識する GPI アンカー糖鎖の構造と機能： IL-18 が Glycosyl phosphatidyl 

inositol (GPI)アンカー型膜糖タンパク質のグリカン部を認識するサイトカインであることを見い出

した。また、哺乳動物に共通してGPIアンカー糖鎖の側鎖構造にβ-N-アセチルグルコサミニルリ

ン酸残基が存在することを明らかにした。また、このβ-N-アセチルグルコサミニルリン酸残基が

Aeromonas hydrophila が産生する毒素 Aerolysin の標的となっていることを見出した。 

＜無脊椎動物の生体防御グループ＞ 

１） タキレクチンのＸ線結晶構造解析：タキレクチンのＸ線結晶構造解析に成功した。電子顕微鏡

観察では、プロペラ状のオリゴマーを形成していることが推測されていたが、今回、解析された

結晶中ではモノマーとして存在していた。しかし、結晶学的には４量体が可能であり、生理的条

件下ではこのようなオリゴマーを形成してリガンドに対して多価で反応することが期待される（発

表論文 19）。 

２） 抗菌ペプチドによるヘモシアニンのフェノールオキシダーゼへの機能変換：キチン結合性抗

菌ペプチド、タキプレシンがヘモシアニンのPO活性発現を誘導することを見いだした。表面プラ

ズモン共鳴センサーを用いて、結合親和性を速度論的に解析するとともに、化学修飾したタキ

プレシンを用いて、ヘモシアニンと相互作用するアミノ酸残基を特定した（発表論文 18）。 

３） Drosophila S2 cells を用いたカブトガニ Factor C の LPS 結合ドメインの発現：Factor C の 

1ectin-1ike ドメインをショウジョウバエ Schneider 2 培養細胞を用いて発現させた。1L の細胞培

養から約 4mg の組換えタンパク質が得られた。プロテアーゼ活性部位の Ser を A1a に置換した

Factor C 全長の発現を進めている。 

４） G タンパク質共役型受容体のクローニング：脱顆粒シグナル伝達系に G タンパク質共役型受

容体(GPCR)が関与していることが推定された。今回、GPCR に高度に保存されているアミノ酸配

列を参考に PCR プライマーを設計し、プローブを作製して、カブトガニ血球細胞 cDNA ライブラ

リーのスクリーニングを行った結果、GPCR をコードしている遺伝子のクローンが得られた。 

５） カブトガニ外骨格を構成するキチン結合タンパク質群の分析：カブトガニ外皮を構成する主要

タンパク質分子のうち、特にキチンと結合するタンパク質をキチンアフィニティークロマトグラフィ

ーを用いて精製した。 
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