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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、発癌初期の発現誘導にはエピジェネティックな遺伝子発現抑制機構がその背景にある

ことを明らかにした。また、癌の進行に伴うその発現亢進に、転写因子hypoxia 

inducible factorが関与する分子生物学的機構を詳細に解析した。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はリガンド中のシアル酸の構造変化で制御されることに着目し、その

分子機構を解明し、このようなシアル酸側の構造変化による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、シアル酸の構造変化を追跡する確実な方法論の開

発を行い、現在、実際の組織・細胞における詳細な存在分布の解析を行っている。今後、

細胞接着における機能研究が可能になった。小島グループは細胞や機能性分子から人工

糖脂質ライブラリーを構築し、それらに含まれる機能性糖鎖の同定ならびに解析を行うこ

とを目的としている。そのために、微量で人工糖脂質の検出が可能な蛍光人工糖脂質の作

製法を開発し、それらのハンドリング技術を構築した。さらに大腸がん細胞株のミクロド

メイン中に含まれるE-セレクチンリガンド分子中に含まれる接着機能性糖鎖の解析のため、

リガンド分子から蛍光人工糖脂質ライブラリーを作製し、機能性糖鎖の同定を行ってゆく。 

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

うと試みる。板野グループはヒアルロン酸の腫瘍形成促進作用を明らかにする目的で、

血管新生に対するヒアルロン酸作用の動物試験を行い、ヒアルロン酸マトリックスが血管

形成を促進することを見出した。また、ヒアルロン酸無細胞合成系の確立を目指して、バ

キュロウイルス発現系によるヒアルロン酸合成酵素蛋白質の大量発現と精製法を確立した。

今後はこの無細胞ヒアルロン酸合成系を用いて糖鎖合成阻害剤の探索を行う。 



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Le
x
やシアリルLe

a
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、本年度は発癌初期に「糖鎖不全現象」のメカニズムによって消化器

癌細胞においてシアリルLe
a
糖鎖の発現が誘導される機構を解明した。正常消化管上皮細

胞においては、シアリルLe
a
糖鎖はごく弱くしか発現されて居らず、それよりも複雑な構

造を持つ2-3,2-6ジシアリルLe
a
糖鎖が強く発現している。これは、正常上皮細胞ではシア

ル酸転移酵素ST6GalNAcVIの働きによって合成されている。癌化した細胞ではST6GalNAcVI

遺伝子の発現が抑制され、このため癌細胞ではシアリルLe
a
糖鎖の発現が誘導される。こ

の背景には、癌化に伴うDNAのメチル化やヒストンの脱アセチル化などのエピジェネティ

ックな遺伝子発現抑制機構が存在することが明らかになった。また、正常上皮細胞に強く

発現するジシアリルLe
a
糖鎖は、Siglec-7の特異的糖鎖リガンドとして働き、正常粘膜内

で白血球系細胞と上皮細胞との相互作用を媒介することを明らかにした（図１）。この細

胞間相互作用は正常粘膜内の免疫学的ホメオスタシスを保持する働きをしていると見られ

る成績が得られつつある。一方、進行癌では、転写因子hypoxia inducible factor (HIF) 

のシアリルLe
x/a

糖鎖発現がさらに亢進するが、この機構についても引き続き解析を進め

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分子中のシアル酸は、脱アセチ

ル化、さらに環状ラクタム化されて、セレクチンとの結合が制御される。北島グループ

はこのようなシアル酸構造の変化による細胞接着の制御機構の生体内における普遍性の検

証と、シアル酸構造の人為的改変による細胞接着機能の制御を目指して、（１）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、

（２）その他のシアル酸構造変化による細胞接着制御の解明、（３）シアル酸を介する相

互作用の人為的制御による癌の進展防御の技術基盤の開発を行なう。（１）については、

サイクリックシアル酸残基の普遍的存在証明のために、14、15年度で開発した化学的検出

法を、さらに改良することに成功した（投稿準備中）。予備的に癌細胞においてこのシア

ル酸存在を見出した。（２）については、乳腺および乳以外のCD36上にポリシアル酸の存

在を検索した。血球には存在せず、脳において見出された（投稿準備中）。また、KDN、

図1．ヒト大腸粘膜における上皮細胞と白血球との接
着。上皮細胞の糖鎖リガンドジシアリルLeaを赤で、
この糖鎖と特異的に結合するSiglec-7陽性の白血球
を緑で染色しコンフォーカル顕微鏡で観察した。 

 



ジシアル酸構造、硫酸化シアル酸構造などユニークなシアル酸の検出法が確立できた。現

在、癌および正常細胞におけるこれらのシアル酸の存在様式を組織学的に検証していると

ころである。（３）について、まず、サイクリックシアル酸を介する相互作用については、

現在、この糖残基を特異的に認識する有用酵素の探索を行っている。硫酸化シアル酸やポ

リシアル酸と相互作用する分子の検索においては、微量で相互作用を測定する蛍光分光装

置を用いた相互作用測定法、および表面プラズモン共鳴装置を用いた定量法の開発に着手

した。 

小島グループは糖鎖構造解析技術および人工糖脂質の作製・ハンドリング技術を活用

して、接着性機能糖鎖の人工糖脂質ライブラリーを作製し、それを用いてセレクチンのリ

ガンドであるシアリルルイスXをはじめとする多様な細胞接着性糖鎖を解明することを目

的としている。本年度は、この目的を達成するために、１）微量の機能性糖鎖の検出と解

析を同一のサンプルから一連の操作で行うことができる方法を確立し、２）大腸がん細胞

株のE-セレクチンリガンド分子の接着機能性糖鎖の同定を試みている。微量の機能性糖鎖

の検出と解析を同一のサンプルから一連の操作で行うことができる方法の確立のために、

まずリン脂質と糖鎖の間に蛍光団を有する蛍光人工糖脂質へと糖鎖を誘導する方法を検討

し、ついでこの蛍光人工糖脂質を膜上またはプレート上で各種レクチンにより検出した後、

ホスホリパーゼD処理により蛍光ラベルされた機能性糖鎖を遊離させる方法の妥当性につ

いて検討した。蛍光人工糖脂質はパラアミノ安息香酸で還元末端をラベルした糖鎖（ラク

トースなど）のカルボン酸をWSCとHOBtで活性エステルへと導いた後、ホスファチジルエ

タノールアミンと縮合させることで定量的に合成した。人工糖脂質の合成確認はMALDI-

TOF-MSにて行った。これらの蛍光人工糖脂質をPVDF膜上にスポットし各種レクチンを用い

て検出したところ、それぞれのレクチンの糖鎖結合特異性に応じて検出が可能であった。

さらにPVDF膜上に固定化した人工糖脂質を直接ホスホリパーゼDで消化することにより、

人工糖脂質から蛍光標識糖鎖として糖鎖部分を定量的に回収した後、人工糖脂質由来の蛍

光標識糖鎖をHPLCによる分離、MSによる構造解析が行えることを確認した。すなわち蛍光

人工糖脂質を用いることで、微量の接着性（レクチン反応性）の機能糖鎖を検出、同定す

ることが可能になったと考えられる。今後はプローブとして蛍光標識リン脂質を作製し、

常法の還元アミノ化により糖鎖を直接蛍光人工糖脂質に誘導する方法を構築し、その微量

化を目指す予定である。一方、大腸がん細胞株のE-セレクチンリガンド分子に関しては、

リガンド分子の効率的な精製方法を検討した。細胞をトリトンX-100含有緩衝液でホモジ

ナイズし、常法に従いミクロドメインを調製したところ、シアリルLeaエピトープをもつ

120kDaおよび40kDaの糖タンパク質が非常に高濃度にミクロドメインに集積していること

が判明した。特に40kDaの糖タンパク質はミクロドメインにのみ存在していた。さらに、

この糖タンパク質を含むミクロドメインをE-セレクチン-Fcで免疫沈降するとLeaエピトー

プをもつ120kDaおよび40kDaの糖タンパク質ともにE-セレクチン-Fc結合画分に回収された

ので、ミクロドメインがE-セレクチンのリガンドとなりうることも判明した。しかし、ミ

クロドメインからオクチルグルコースでこれら糖タンパク質を抽出した後、E-セレクチ



ン-Fcで免疫沈降すると120kDaの糖タンパク質のみがE-セレクチンと結合した。従って、

120kDaおよび40kDaの糖タンパク質はミクロドメイン中で複合体を形成しているものと考

えられた。なおN-グリカナーゼ処理の結果から、120kDaおよび40kDaの糖タンパク質糖鎖

はそれぞれO-およびN-結合型糖鎖であると推定された。またSW10831-2-8株で発現してい

るジシアリルLeaエピトープはこのミクロドメイン中の40kDa糖タンパク質にのみ存在して

いた。今後は、これらの糖タンパク質をミクロドメインから精製し、分子上の糖鎖を蛍光

人工糖脂質に誘導後、上記方法に基づいた機能解析と構造解析を行う予定である。 

浜口グループはv-Src癌化細胞において，ヒアルロン酸合成活性化シグナルを検討した

結果、RasシグナルとStat3シグナルが共益して高いヒアルロン酸合成をもたらす事を明ら

かにした。更に，Stat3で転写が活性化されるヒアルロン酸合成酵素は，主にHAS1及び

HAS2である事が明らかになった。Stat3のsiRNAをデザインし，その作用をみたところSrc

癌化細胞のヒアルロン酸合成を著明に抑制する事が明らかになった。更に，肺癌組織にお

いて，Stat3が高い頻度で恒常的に活性化している事を明らかにした。そこで現在siRNAの

作用を，ヒアルロン酸合成の高いひと癌細胞においても検討中である。また，我々はヒア

ルロン酸—CD44シグナルの研究と平行して、癌の浸潤転移に関与する糖蛋白質を調べてい

る。ConAは、その刺激下でマトリックスメタロプロテイナーゼ(MMP)分泌を活性化する事

が知られている。このシグナルは、癌の浸潤転移に重要な役割を担うものとして、我々は

注目してきた。その結果，SHPS-1がConAのMMP分泌刺激を伝達する機能的なレセプターで

ある事を明らかにした。 

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を目的に、本年度

はヒアルロン酸糖鎖合成とマトリックス形成を制御する技術の開発に取り組んだ。そして、

腫瘍形成や癌転移の促進に働く血管新生に対して、ヒアルロン酸糖鎖合成の抑制が及ぼす

効果を動物試験により検討した。具体的には、ヒアルロン酸合成酵素(HAS)遺伝子の発現

をRNAi法により抑制し、あるいは、HASアイソフォームのうちHAS1遺伝子の欠損マウスを

作製して、マトリゲルプラグアッセイにより血管新生を評価した。その結果、マトリゲル

内に新生した血管周囲にはヒアルロン酸マトリックスが形成されており、その形成にHAS1

とHAS2が合成酵素として関与していることを見出した。マトリゲル内への血管侵入を測定

した結果、HAS1遺伝子欠損マウスは野生型マウスのそれと有意差を認めなかったが、HAS2

のRNAiを作用させると、血管侵入の有意な抑制が観察された。以上の結果より、HAS2によ

って合成されるヒアルロン酸が血管新生に深く関与していることが明らかとなった。また、

ヒアルロン酸合成機構の解明と合成阻害剤の開発を目的として、本年度は無細胞ヒアルロ

ン酸合成系の確立を目指し、バキュロウイルス発現系を用いたHAS蛋白質の大量発現と精

製を試みた。そして、HAS蛋白質をヒスチジンタグとの融合蛋白質として発現し、界面活

性剤により活性を保持した状態で可溶化、さらにアフィニティー精製することに成功した。

今後、この無細胞ヒアルロン酸合成システムにより、ヒアルロン酸合成阻害剤のハイスル

ープットな探索を目指す。 

 



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（名古屋大学生物分子応答研究センター・ 

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人工糖脂質ライブラリーの構築とそれを用いた

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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