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1.研究実施の概要 

 神奈木グループは、細胞接着分子セレクチンとその特異的リガンド糖鎖を介した細胞

接着のがんの進展における意義を明らかにすることを目的としている。セレクチンの特異

的リガンド糖鎖シアリルLex/a糖鎖の発現は、がんの発生母地である正常上皮細胞とくら

べ、癌化した細胞では著しく亢進しているが、本年度はその発現亢進のメカニズムを研究

し、低酸素時にはたらく転写因子hypoxia inducible factorの作用がその背景にあること

を明らかにした。糖鎖発現の制御機構の研究として重要な進歩と考えられ、今後引き続き

シアリルLex/a糖鎖発現の誘導機構について研究を継続する。北島グループは、セレクチ

ンとその糖鎖リガンドの結合がリガンド中のシアル酸の構造変化で制御される分子機構を

解明するとともに、このようなシアル酸側の構造変化が引き起こす細胞機能制御の普遍性

と癌進展との関連を探究する。本年度までに、その探究に必要な基本的な方法論の開発に

取り組み成功したため、今後の癌細胞と正常細胞におけるシアル酸を介する細胞接着の解

析が可能になった。小島グループはセレクチン糖鎖リガンドの構造と機能を解明するた

めに、接着性機能糖鎖エピトープを有する人工糖脂質の糖鎖工学的手法による合成・精製

を行うとともに、癌細胞上の接着性複合糖質糖鎖を人工糖脂質へと変換し、各種接着分子

と相互作用を解析することで、癌細胞に特徴的な機能性糖鎖を検索する。これまでに微生

物由来糖転移酵素を用いてセレクチンリガンドおよびその前駆体である人工糖脂質を酵素

学的手法により効率良く作製する技術および人工糖脂質の構造解析法を確立した。 

 浜口グループはヒアルロン酸合成が活性化しているv-Src癌化細胞やヒト癌由来細胞株

を用いて、ヒアルロン酸合成酵素とそのレセプターであるCD44、あるいはその下流のシグ

ナル伝達因子を標的とする、癌細胞の浸潤転移を抑制する新たな遺伝子治療法を開発しよ

うとしている。本年度はヒアルロン酸合成酵素(HAS)に対する特異抗体を作成し、これを

用いてv-SrcがSTAT3依存的にヒアルロン酸合成酵素特にHAS2の発現を活性化する事を明ら

かにした。板野グループは、ヒアルロン酸複合体形成が CD44-ヒアルロン酸相互作用の

促進に働くことを本年度明らかにした。次年度以降は、ヒアルロン酸複合体がCD44を介し

て細胞を活性化する機構を解明する。また4-メチルウンベリフェロンのヒアルロン酸合成

阻害機序に関する解析を行い、新たな阻害機構を明らかにした。今後は、ヒアルロン酸合



図１．大腸癌細胞の低酸素培養によるシアリ
ル Lex/a発現誘導． 

成の制御技術を確立して癌の浸潤転移阻止を目指す。 

 

2.研究実施内容 

 細胞が悪性化するとさまざまな糖鎖異常が出現する。とくに細胞接着分子セレクチンの

リガンドであるシアリルLexやシアリルLea糖

鎖の発現は癌細胞で亢進し、これらの糖鎖と

血管内皮E-セレクチンとの結合により癌の血

行性転移や腫瘍血管形成が促進される。細胞

の悪性化に伴う糖鎖変化の機構として古くか

ら「糖鎖不全現象」と「異常糖鎖の新規合

成」の二つの機構が知られている。神奈木グ

ループは、本年度は「異常糖鎖の新規合成」

の機構によるシアリルLex/a糖鎖発現の亢進機

構の解明を試みた。癌細胞はしばしば低酸素

状態にさらされ、低酸素状態を克服する代謝

偏倚を獲得する事が知られているので、とく

に低酸素時にはたらく転写因子hypoxia 

inducible factor (HIF) のシアリルLex/a糖

鎖発現に対する作用を解析した。その結果、細胞の低酸素下培養によってシアリルLex/aの

発現が有意に誘導されるることを見いだした（図１）。 

 この誘導の分子生物学的機序を明らかにするために、低酸素で転写誘導される遺伝子を

DNAマイクロアレイ法およびRT-PCR法にて検索したところ、糖転移酵素および糖トランス

ポーター遺伝子数種の転写誘導を認めた。これら遺伝子の低酸素による転写誘導は、リポ

ーターアッセイにおいて転写因子HIFのドミナントネガティブ体の共発現により消失し、

HIFの下流にある現象と考えられた。また低酸素によりα5-integrinやsyndecan-4などの

接着分子の発現も強く誘導された

（図２）。以上の成果をProc. Natl. 

Acad. Sci. USA, 101:8132-8137, 

2004にて報告した。 

 セレクチンの糖鎖リガンドである

シアリル6-スルホLeX分子中のシアル

酸がサイクリックシアル酸に変化す

ることによってセレクチンとの結合

が解除されることが神奈木らによっ

て初めて見いだされた。このような

シアル酸側の構造変化によって細胞

機能が発現・解除される制御機構は、

 
図 ２ ． DNA マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 低 酸 素 に よ る
Syndecan-4, α 5-integrin 遺 伝 子 の 発 現 誘 導
(Normoxia-赤, Hypoxia-緑)． 



セレクチンだけでなく他のシアル酸結合分子においても起こることが推測される。北島

グループはこの可能性を探究するために、特に、癌細胞と正常細胞におけるシアル酸を

介する細胞接着に着目して、その分子機構を解明すると共に、それを人為的に制御する技

術基盤の確立を目指している。平成15年度では、サイクリックシアル酸形成とセレクチン

および関連シアル酸結合分子を介する細胞接着制御の解明およびユニークなシアル酸構造

の制御的機能の解明を目指した。まず、これらの解明研究の基本となる微量化学検出法の

開発では、サイクリックシアル酸の定量法の目処をつけることができた。その過程で、サ

イクリックシアル酸が想像以上に存在していることを示唆する結果が得られたが、今後そ

の確実な証明を行う必要がある。また、より正確に検出する化学的方法を用いて、種々の

細胞臓器における存在分布の検索を行う予定である。また、サイクリックシアル酸以外の

ユニークなシアル酸構造の機能に関しては、硫酸化シアル酸、ジ・オリゴ・ポリシアル酸

に注目して研究を進めた。特に、硫酸化シアル酸の微量検出を可能にする化学的検出法、

検出抗体の開発とその利用において進展があった（投稿準備中）。このように本年度は、

サイクリックシアル酸を含めユニークなシアル酸の構造と生物学的機能研究に必要な方法

論の確立することをほぼ達成できた。したがって、今後、種々の癌細胞における存在検索、

癌進展との関わりの解明の研究へと発展させる予定である。 

 小島グループは多様な機能性糖鎖およびその人工糖脂質の創成を目的として、ラクト

N-テトラオースをDPPE化し人工糖脂質へと変換後HPLCにより精製し、このラクトN-テトラ

オース-DPPEを基質として市販のα2-3シアル酸転移酵素によりシアリルラクトN-テトラオ

ース-DPPEへと変換した。変換効率は約５０％であった。一方、細菌由来の糖転移酵素を

用いた天然からは得難い糖鎖およびその人工糖脂質の創出についても検討した。キラン・

バレー症候群の原因菌と言われているキャンピロバクターの菌体破砕液より酵素を抽出し、

Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc-DPPEを基質として反応させたところ、また非常に高い

効率（約60％）でシアリル化糖鎖に変換することが可能であったが、Siaα2-3Galβ1-

3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc-DPPE以外に２つの生成物が認められた。シアリダーゼに対する

感受性からこれら２種の生成物はGalβ1-3GlcNAcβ1-3(Siaα2-4/6)Galβ1-4Glc-DPPE, 

Siaα2-3Galβ1-3GlcNAcβ1-3(Siaα2-4/6)Galβ1-4Glc-DPPEであると推定された。すな

わちキャンピロバクターのシアル酸転移酵素は非還元端のガラクトース残基のみならず内

側に存在するガラクト—スに対してもシアル酸を導入することができると考えられた。ま

たGalβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc-DPPEを基質とした場合も同様の生成物が確認された。

動物由来のシアル酸転移酵素を用いた場合ルイスXやルイスa構造からシアリルルイスXや

シアリルルイスaには変換できないため、本酵素を用いてルイスXからシアリルルイスXへ

の変換を試みた。ラクトフコペンタースIII-DPPE（Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ1-3Galβ

1-4Glc-DPPE）を基質として反応させたところ、非常に効率良くシアル酸を含む糖鎖に変

換したが、このシアリル化糖鎖はシアリダーゼ処理に抵抗性を示すこと、および抗アリル

ルイスX抗体と反応しないことからGalβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ1-3(Siaα2-4/6)Galβ1-

4Glc-DPPEであると予想された。従って、キャンピロバクターのシアル酸転移酵素でもル



 

 
図５．各種src変異株発現細胞におけるHASの発現．

図４．抗HAS抗体による蛍光染色． 

イスXからシアリルルイスXへの変換は不可能であると考えられた。しかしながら、バクテ

リア由来の糖転移酵素を用いることで、通常動物では存在し得ない糖鎖構造の創出が可能

であると考えられた。今後は本年度作製したシアリルラクトN-テトラオース-DPPEとピロ

リ菌由来のフコース転移酵素を用いて、セレクチンリガンド候補糖鎖を創成する予定であ

る。 

 浜口グループは本年は、ヒアルロ

ン酸合成酵素(HAS)を特異的に認識で

きる抗体を作成し、その抗体を用い

てv-SrcがSTAT3依存的にヒアルロン

酸合成酵素、特にHAS2の発現を活性

化する事を明らかにした。まず最初

にGST融合蛋白の形で、HASのそれぞ

れ特異的なアミノ酸配列部分をバク

テリアに発現し、抗体を作成した

（図３）。抗HAS2抗体を用いて細胞

を蛍光染色したところ、がん化細胞

で特異的な蛍光を観察できた（図

４）。次に、RT-PCR法で種々のsrc 

変異株発現細胞におけるHASの発現を調

べた。その結果、HASの中でも特にHAS1、

HAS2に癌化に特異的な発現の活性化が

認められた（図５）。 

 板野グループは、「ヒアルロン酸・

CD44による癌転移促進機構の解明」お

よび「ヒアルロン酸合成機構の解明と

合成阻害剤の開発」の課題と取り組ん

だ。ヒアルロン酸・CD44による癌転移

促進機構の解明を目的に、本年度はヒ

アルロン酸—CD44相互作用の機構解明を

試みた。先ずヒアルロン酸依存的な

図４．抗HAS抗体の反応性． 



CD44の機能にヒアルロン酸複合体形成が及ぼす効果を細胞接着実験により検討した。ヒア

ルロン酸複合体と対照のヒアルロン酸単独を塗布した培養皿を用いて、CD44高発現細胞の

接着を両細胞基質間で比較検討した。そしてヒアルロン酸単独では細胞接着が認められな

い濃度下において、ヒアルロン酸複合体が強い細胞接着活性を示すことを明らかにした。

またこの接着はヒアルロン酸の添加や細胞を抗CD44抗体にて前処理することで完全に阻害

された。以上の成果より、ヒアルロン酸複合体の形成がCD44-ヒアルロン酸を介した細胞

接着の促進に重要であることを見出した。また、本研究の目的であるヒアルロン酸合成機

構の解明と合成阻害剤の開発を念頭に、既存のヒアルロン酸合成阻害剤である4-メチルウ

ンベリフェロン(MU)の作用機序に関する解析を行い、新たな阻害機構の存在を明らかにし

た。MUが濃度依存的にヒアルロン酸合成酵素活性を阻害すること、またUDP-グルクロン酸

糖転移酵素(UGT)の糖転移反応によりMUグルクロン酸が生成することを明らかにした。特

にMUのグルクロン酸化がヒアルロン酸合成の阻害に重要な役割を果たしていることが証明

されたことで、新規阻害剤の開発を行う上で新たな方向性が示された。また本解析の過程

でヒアルロン酸合成開始反応に促進機構が存在し、合成制御に働く可能性が示唆された。 

 

3.研究実施体制 

 神奈木グループ 

① 研究分担グループ長：神奈木 玲児（愛知県がんセンター分子病態学部・部長） 

② 研究項目：セレクチンと糖鎖リガンドを介した細胞識別・接着の制御機構とがんの

進展 

 

 北島グループ 

① 研究分担グループ長：北島 健（名古屋大学生物機能開発利用研究センター・助教授） 

② 研究項目：細胞接着に関わるシアル酸の構造変化と細胞接着制御の解明 

 

 小島グループ 

① 研究分担グループ長：小島 直也（東海大学工学部生命化学科・助教授） 

② 研究項目：細胞接着性機能糖鎖の構造解析と人工糖脂質を用いた糖鎖の機能解析 

 

 濱口グループ 

① 研究分担グループ長：濱口道成（名古屋大学大学院医学系研究科・教授） 

② 研究項目：癌細胞の浸潤転移を制御するヒアルロン酸-CD44シグナルの研究 

 

 板野グループ 

① 研究分担グループ長：板野 直樹（愛知医科大学分子医科学研究所・講師） 

② 研究項目：ヒアルロン酸糖鎖を標的とした癌浸潤転移阻止技術の開発と創薬 
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