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１．研究実施の概要 

細胞表面の糖鎖構造は、生物の発生過程や細胞の癌化において顕著な変化をしめす。糖鎖

修飾は翻訳後修飾の主たるものであり、ポストゲノムの重要課題である。本研究は、「個体

レベルでの糖鎖機能の解明」を目的とし、糖鎖の種を越えて保存されている機能に着目し

て、ショウジョウバエをモデルとした網羅的解析システムからその全容を明らかにするも

のである。 

 

ヒトや他の哺乳類の遺伝子をクエリーとしたデータベース検索により、糖転移酵素遺伝子

をはじめとする２５４個のショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子を網羅的に抽出した。１５５

遺伝子について RNAi 変異体を作成し、全身で RNAi を誘導したところ、約７０％が致死性

を示した。さらに、糖転移酵素を中心とした７６遺伝子に対して組織特異的なノックダウ

ンを行った。各々の遺伝子は、その表現型によりクラスタリングされ、各クラスターは、

各糖鎖の生合成経路と形態形成における機能を反映していた。これらの事実より、糖鎖が

発生、及び、生命維持において重要な働きをすることが、明らかになった。 

 

より進んだ高い目標の達成のためには、機能する糖鎖のコアタンパク質、作用するレクチ

ン、関与するシグナル伝達カスケードの３要素を強く意識した研究の遂行が不可欠である。

糖鎖を中心としたこれら３要素とのネットワークを、従来の生化学的手法に加えて、ショ

ウジョウバエの特徴を生かした遺伝学的相互作用解析に基づいた手法を駆使し、明らかに

してゆく予定である。ハエを用いた解析から得られた情報に基づいて、哺乳類培養細胞系

へ RNAi 法を適用する事により、糖鎖の種を超えて保存されている生理機能の解明と応用へ

の道が、さらに、開けるものと考える。 

 

２．研究実施内容 

本研究は、糖鎖の種を越えて保存されている機能に着目して、ショウジョウバエをモデル

にした網羅的解析システムからその全容を明らかにし、ヒトをはじめとする哺乳類へと結



果の還元を行う。具体的には、（１）ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、

（２）糖鎖関連遺伝子に対するハエ RNAi ノックダウン体の網羅的作成と解析、（３）解析

結果の哺乳類細胞での検討の３つの部分から構成されるが、（２）が研究の中心となってい

る。 

 

（１） については、昨年度までに、ほぼ終了している。 

 

（２）糖鎖関連遺伝子に対するハエ RNAi ノックダウン体の網羅的作成と解析 

（２− １）糖転移酵素を中心としたショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi ノックダウン体

を用いた網羅的糖鎖機能解析 

（研究目的） 

本項目では、糖鎖の複雑性の基礎となる糖転移酵素を取り上げた。糖転移酵素の生体機能

を調べる方法として，糖転移酵素遺伝子をノックアウトした変異体を作出することがもっ

とも基本的であるが、そのすべてに対する変異体の作成は一部のモデル生物以外は必ずし

も容易ではない。一方、分子進化学的な解析を行ったところ、ショウジョウバエにはヒト

類似の糖転移酵素が約１００種存在し、オルソログと認められるものも多かった。つまり、

ハエをモデル系にしてヒトの基本的な糖鎖機能を解析できると考えられた。遺伝学的な研

究の進んだショウジョウバエをモデル動物として取り上げ、RNAi 技術を適用することによ

り、糖転移酵素の網羅的ノックダウン解析が可能となる。形態形成を指標として、網羅的

な解析を行う事により、糖鎖機能の概観を把握することを目的とした。 

（方法） 

糖転移酵素を中心に、７６種のショウジョウバエ RNAi 誘導系統を作成した。これらに対し、

発現時期や強さが異なる１２種の GAL4 ドライバー系統との掛け合わせを行って、組織特

異的なノックダウンを行い、表現型の解析をした。また、鍵となる糖転移酵素遺伝子のノ

ックダウン体については、mRNA や糖鎖構造変化の定量も行った。 

（結論） 

７６種のショウジョウバエ RNAi 誘導系統に対し、Act5C-GAL4 とのかけあわせによって、

全身で RNAi を誘導したところ、その約７０％が致死生を示し、糖鎖が発生、及び、生命維

持において重要な働きをすることが、明らかになった。さらに、１１種の GAL4 ドライバ

ー系統とのかけあわせにより、組織特異的、あるいは、発生段階特異的にノックダウンを

行い、表現型の解析を行った。翅や複眼で顕著な形態形成異常が認められ、これにより、

クラスタリングされた。各クラスターは、各糖鎖の生合成経路と形態形成における機能を

反映していた。また、各糖転移酵素の発現量とそれが合成する糖鎖構造の解析も行ったと

ころ、各 mRNA のみならず、標的糖鎖の特異的なノックダウンが行われていることも、明

らかになった。 

 



（今後の予定） 

RNAi 誘導系統の作成が成功していない遺伝子については、処理工程に技術的な改良を加

えて２回目の試みをおこなっている。また、注目すべき表現型を示した遺伝子については、

更に詳しく解析を行っている。 

 

（２− ２）RNAi ノックダウン体を用いた糖鎖修飾の機能と機構の解析 

糖鎖の機能を詳細に解析するために、特定の糖蛋白質に付加している糖鎖を変化させ、そ

の機能を調べる系を作成した。着目した蛋白質は、ショウジョウバエの眼で発現している

接着因子 Chaoptin(Chp)である。その理由は、Chp には多数の糖鎖が付加していること、光

受容細胞の形成に必須であることが挙げられる。本年度は、Chp の細胞接着機能を解析する

ために、細胞に発現させて接着性を測定する系を作成し、さらに Chp の糖鎖付加位置に突

然変異を導入した遺伝子を作成した。さらに、個々の糖鎖の機能を解析するために、個々

の糖鎖付加位置にも突然変異を導入している。今後は、その変異遺伝子を細胞に発現させ、

接着能力における糖鎖の役割の詳細を明らかにする予定である。 

 

（２− ３）微量糖鎖構造解析システムを用いた RNAi ノックダウン体の解析 

致死性を示した RNAi ノックダウン体の糖鎖構造変化を、昨年に引き続いて微量糖鎖構造解

析システムにより解析している。その為に不可欠な微量 N-結合型糖鎖解析システムを構築

している。2-アミノピリジンを用いた蛍光プレカラム HPLC による微量分析法を詳細に検討

したところ、１０匹のショウジョウバエに応用することに成功した。現在、このシステム

を用いて、N-結合型糖鎖に関連する RNAi ノックダウン体を解析中である。 

 

（３）解析結果の哺乳類細胞での検討 

機能解析する重要性が確認できた糖鎖関連遺伝子の RNAi を哺乳動物細胞で実現すること

を目的として、哺乳動物細胞で恒常的に siRNAi が働くシステムを、レトロ・レンチ両ウィ

ルスベクターを含む各種ベクターにより構築した。その一部を、まず、造血前駆細胞株に

導入し、本 siRNA システムが実際に機能するか否か解析した。細胞間相互作用に関係する

糖鎖遺伝子群を標的とし、標的遺伝子特異的に７５％以上のノックダウン効果を示す配列

を実験に用いた。ノックダウン細胞を用いた表面糖鎖抗原の発現、内在性レクチンとの反

応性、細胞接着活性、免疫不全マウスへの移植による in vivo 機能解析などを通して、当該

遺伝子機能に対して明解な結果を得ることができた。これらにより、構築した本 siRNA シ

ステムが哺乳動物細胞でも実際に活用できることを示せた。 

また、最も重要性な標的糖鎖関連遺伝子と考えている PAPST1 を、コンディショナルに遺伝

子破壊している。全身性ノックアウトを調製したところ、胎生期または周産期致死である

ことが判明した。なお、最近単離同定した第二の PAPS 輸送体遺伝子である PAPST2 につい

ても、ノックアウトマウスの作成を開始ししている。 



３．研究実施体制 

「統括グループ」グループ 

①研究分担グループ長：西原 祥子（創価大学、教授） 

②研究項目：ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、及び、体系的 RNAi 変

異体の分子生物学的・生化学的解析と個々の遺伝子の機能解析、解析結果

のヒトへの応用 

 

「遺伝学的機能解析」グループ 

①研究分担グループ長：上田 龍（国立遺伝学研究所、教授） 

②研究項目：ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の体系的な RNAi 変異体作成とその遺伝

学的解析 

 

「発生学的機能解析」グループ 

①研究分担グループ長：後藤 聡（三菱生命研、主任研究員） 

②研究項目：野生型、及び、ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の糖鎖構造

解析 

 

「糖鎖構造解析」グループ 

①研究分担グループ長：豊田 英尚（千葉大学、助教授） 

②研究項目：ショウジョウバエ N-結合型糖鎖の超微量分析法の確立 

 

「糖鎖細胞制御」グループ 

①研究分担グループ長：中村  充（産総研、チームリーダー） 

②研究項目：糖鎖関連遺伝子 RNAi 導入哺乳類細胞の性状解析、およびノックアウトマ

ウスの作成と解析 

 

「糖鎖合成」グループ 

①研究分担グループ長：水野 真盛（（財）野口研究所、研究員） 

②研究項目：糖鎖基質及び阻害剤の合成 

 

「糖鎖チップグループ」グループ 

①研究分担グループ長：隅田 泰生（鹿児島大学、教授） 

②研究項目：糖鎖チップ及び糖鎖固定化金ナノ粒子の調製、それらを用いた解析 
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