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「糖鎖の動態-機能相関への統合的アプローチ」 

 

１．研究実施の概要 

 糖鎖の機能研究の多くは、生合成が完了した形態のものを対象として行われ、様々な重要な生物

学的機能が明らかになり、糖鎖の構造との関係についても解明が進みつつある。本研究課題では、

糖鎖の生合成の過程と、分解に至るプロセッシングの過程でも重要な生物機能が発現することに注

目し、生合成から分解への全行程における、糖鎖の構造と局在部位の変化と、生物機能発現の相関

を統合的に研究している。糖鎖の動態を変化の時間的流れに沿って、「糖鎖生合成時の動態」、「糖

鎖の膜上動態」、「糖鎖プロセッシングの動態」の３つの相に分けてとらえ、各相における機能と

の相関をとらえようとしている。対象として、GPI アンカー、N-グリカン、O-グリカン、グリコサ

ミノグリカンを取り上げ、生合成時、膜上、プロセッシング時の動態を支配する構造的、細胞生物

学的基盤を解明し、さらに病態解明への展開を図りつつある。今年度においては、本チーム内の研

究グループ間の共同研究により、１）膜上動態の重要な現象である脂質ラフトへのGPIアンカー型

タンパク質の濃縮過程に必須な因子PGAP2の発見、２）前立腺癌の診断に重要なPSAの糖鎖構造の

解明、３）N-グリカンのフコース転移酵素の欠損マウスが肺気腫を起こすことの発見といった重要

な進展があった。 

 

２．研究実施内容 

木下タロウグループ 

GPI アンカー型タンパク質は、細胞膜上において脂質ラフトに濃縮され、他のラフト構成成分と

相互作用しつつ、細胞内外の情報のやりとりなどの機能発現に関与する。GPI アンカー型タンパク

質が脂質ラフトに濃縮されるのは、PIの脂肪鎖が２本とも飽和型であり、それによってスフィンゴ

糖脂質やコレステロールが作る liquid ordered phase に安定に存在できるからだと言われてきた。

今年度の研究で、その構造がGPIアンカーの脂質リモデリングによって形成されること、リモデリ

ングにはゴルジ体の新規膜タンパク質 PGAP2 が必要であること、リモデリングが起こらないと GPI

アンカー型タンパク質は脂質ラフトに濃縮されないことを明らかにした。 

 GPIアンカー生合成の第１ステップに働くGPI-N-アセチルグルコサミン転移酵素の新規成分であ

るPIG-Yをクローニングし、この酵素が、単糖転移酵素としては極めて特異な、７成分からなる複



合体であることを示した 

 

池田義孝グループ 

 アスパラギン結合型糖鎖のコア構造形成に関与する N-アセチルグルコサミン転移酵素 III

（GnT-III）の活性制御機構の解析を行った。無機ピロリン酸による酵素活性阻害では、ピロリン酸

結合によるコンフォメーション変化を伴うことが内因性トリプトファン蛍光の変化によって追跡す

ることができた。また、そのコンフォメーション変化には、協同性のない成分と強い協同性をもつ

成分二つからなっていることがわかり、ピロリン酸の結合部位として区別出来る複数が存在するこ

とが示唆された。前者の成分は弱い活性化に関与し、後者の成分は不活性型への変換に相当すると

考えられ、この二つによってピロリン酸による協同的な阻害が見かけ上非常に強くなるものと考え

られた。一方、糖鎖構造によるタンパク質機能の制御については、上皮増殖因子（EGF）受容体に注

目し、この糖鎖構造をGnT-III遺伝子の導入により改変した細胞を用いて細胞内シグナル伝達およ

びリガンド結合能への影響を解析している。現在のところ、リガンド結合に関してon-rateおよび

off-rateの両者が同程度低下しているという結果を得ており、この変化によって自己リン酸化から

引き続く細胞内での諸反応が影響を受けていると考えている。さらに解析を進め、糖鎖構造の変化

が受容体タンパク質の性質をどのように変化させるか明らかにしたいと考えている。 

 

大山 力グループ 

1. 前立腺特異抗原（PSA)の糖鎖構造解析 

前立腺特異抗原（PSA）は糖蛋白であり、N結合型糖鎖が一ケ所存在する。PSAの糖鎖構造の癌性変

異を検出するために、まずseminal fluid由来の PSA糖鎖の詳細な構造解析を行い、前立腺癌に特

異的なPSAの糖鎖構造の変異を検出するレクチンの同定を行った。さらに詳細に前立腺癌特異的な

糖鎖構造について検討したところ、PSAの糖鎖構造は従来同定された構造のみならず、非常に多様

性に富んでいることが明らかになった。Stameyらのグループは2本鎖で末端にはシアル酸がα2-6

でガラクトースに結合したN-glycanのみが発現していると報告したが、我々の検討では、計19種

類の構造が同定された。しかも、末端のシアル酸はα2-6のみでなくα2-3でガラクトースに結合

しているものも約10%存在することが明らかになった。さらに、Sialic acid alpha 2,3 Gal-GlcNAc

が癌に多く発現していることが明らかになった。そこでSialic acid alpha 2,3 Gal-GlcNAcを免疫

原として同構造を認識するモノクローナル抗体の作成を開始した。 

2. α-galactosylceramideのNKT細胞活性化作用を利用した尿路感染症治療法に関する研究 

マウス尿路感染症モデルにおいてα-galactosylceramideが優れた抗菌効果を有することを明らか

にした。 

3. 泌尿器癌における糖転移酵素の遺伝子多型 

前立腺肥大症と前立腺癌の症例におけるCore2GnT のSNPについて検討したところ、codon 152 A/G 

多型と前立腺癌発症の関連が明らかになった。 

 



顧 建国グループ 

 細胞に発現する糖鎖構造は糖転移酵素、糖鎖分解酵素などの糖鎖合成関連遺伝子（糖鎖遺伝子）

の発現パターンにより決定される。これらの遺伝子をもちいて、糖鎖リモデリング、そしてグライ

コミクスの手法によって糖鎖の生理機能、癌転移への影響、疾患との関連などが明らかとなりつつ

ある。これまでの研究から、α1,6 フコースは多くの糖蛋白質の機能制御に大きく関わることが予

想されているが、このα1,6フコースの生理的な機能や標的糖タンパク質への機能制御に関しては、

ほとんど不明である。最近、著者らはFut8のノックアウトマウスの作成に成功した。この変異マウ

スは生後早い時期に死亡してしまい、α1,6フコースが成長発育に必須であることが判明した。TGF-

β受容体にこのα1,6フコース糖鎖が付加されないと、受容体とリガンドであるTGF-βとの結合性

が低下し、TGF-β受容体を介してマトリックスメタロプロテアーゼの発現抑制が解除される。それ

によって、肺組織の細胞外マトリックス生合成と分解の均衡が破れ、分解酵素が多量に作られ、肺

組織が壊れて肺気腫になることをマウスの実験で確認した。またこの欠損マウスはこのTGF-βを大

量に投用することにより肺気腫が改善することも確かめた。一方、細胞増殖と深く関わるEGF受容

体にはこのフコースを欠損すると、EGFからのシグナルをうまく伝達されなくなることをFut8のノ

ックアウトマウスまたは細胞で確認された。 

 

近藤 玄グループ 

 アンギオテンシン変換酵素(ACE)の GPI アンカー型タンパク質遊離活性を生体レベルで解析するため、

ペプチダーゼ欠損ACE Tgマウスを系統化し、各臓器でのトランスジーンの発現を調べたところ、精

巣での発現と受精異常に相関関係がみられた。また、これらのTgマウスの尾動脈で血圧測定したと

ころ,血圧低下は野生型ACE 導入Tgマウスでは認められず欠損型ACE 導入Tgマウスに特徴的であ

った。 

 

菅原一幸グループ 

 （1）ハエでのヘパラン硫酸合成における３つのEXTファミリーメンバーの３つの遺伝子を異なる

組み合わせで共発現させ、合成産物を生化学的に解析し、３つの遺伝子産物がそれぞれ必須の固有

の機能を有することを証明した。（２）胎児脳由来の、神経突起伸長促進活性をもつコンドロイチ

ン硫酸・デルマタン硫酸ハイブリッド鎖から、その活性を担うプレイオトロフィン結合ドメイン八

糖をプレイオトロフィン固定化カラムを用いて単離し、構造を決定した。（３）ホヤから単離した

高硫酸化デルマタン硫酸を免疫源として、世界に先駆けて抗デルマタン硫酸単クローン抗体を作成

し、海馬と小脳を特異的に染色することを示し、多糖を酵素で限定分解後に最小サイズを十糖と決

定し、陰イオン交換クロマトでエピトープ十糖を単離精製し、構造を決定した。（４）ヘルペス単

純ウイルス-1の哺乳動物細胞への感染をイカ軟骨のコンドロイチン硫酸Eが強く阻害することを見

出し、さらに宿主細胞のコンドロイチン硫酸にもE二糖構造が存在しレセプターとして機能してい

ることを証明し、ウイルス表面糖タンパク質Cの結合サイトの最小構造を八糖と決定した。（５）

マウスのEXTL2を破壊したキメラマウスを作成し、フェノタイプを解析中である。ゼブラフィッシ



ュの系でコンドロイチン 4-O-硫酸基転移酵素遺伝子のモルフォリノオリゴヌクレオチドを用いて、

コンドロイチン硫酸合成を遺伝子撹乱し、フェノタイプを解析中である。（７）コンドロイチン硫

酸を分解する新規酵素を検索中である。 

 

鈴木 匡グループ 

 真核細胞の細胞質に広く遊離のN型糖鎖が蓄積、プロセスされる現象は古くから知られている。そのプロセシ

ングの順序として主に(1)糖タンパク質からの糖鎖の脱離（PNGase）(2)糖鎖の還元末端の GlcNAc 残基の脱離

（ENGase）そして(3)非還元末端のMan残基の脱離（α-マンノシダーゼ）の３段階で行われることが示唆されて

いる。平成17年度はα-マンノシダーゼの遺伝子を同定し、その阻害が遊離糖鎖の蓄積をもたらすことを明らか

にした。更に糖鎖の簡便解析法の確立のため、種々 遊離糖鎖のスタンダードの調製を行った。また、PNGaseのERAD

における機能の解析も行った。 

 

田口友彦グループ 

 ゴルジ体から細胞膜へ向けての分泌経路（エキソサイトーシス）において、直接タンパク質がゴ

ルジ体を脱出後細胞膜へと到着するという古典的な考え方が最近になって再考を迫られている。

我々は以前に実はゴルジ体の近傍に存在しているリサイクリングエンドソームという細胞小器官が

分泌経路におけるkey playerであることを示し、本CREST研究ではその細胞小器官の機能を分子レ

ベルで説明すべく研究を行っている。本年度においては、リサイクリングエンドソームに局在する

可能性のあるタンパク質(rab family)を種々同定することに成功し、また生化学的単離に関する基

礎手法を確立することができた。また、細胞膜から小胞体へ至る逆行輸送においてもリサイクリン

グエンドソームの機能が必要であることを示すことができた。 

 

田口 良グループ 

 木下グループとの共同で GPI アンカータンパク質合成変異体の一つにおいて、ホスホリパーゼ D

様の酵素作用により生じる GPI アンカーC 末端ペプチドの微細構造を質量分析により解明した。さ

らに、ＧＰＩアンカー野生株とGPI合成２重変異株のPI分子種の質量分析によりPIのsn-2位の脂

肪酸のリモデリング過程の存在を明らかにした。 

 

和田芳直グループ 

 我々が開発した糖タンパク質部位特異的糖鎖構造解析法のパフォーマンスを実証するためにフィ

ブロネクチンの血漿型・細胞型アイソフォームにおける７箇所のN型糖鎖構造の違い、および、分

子量５５万のアポリポ蛋白B100の１８箇所の糖鎖構造を解析した。これらの糖タンパク質を酵素消

化ののち、前年度に開発した方法によって糖ペプチドを濃縮し、質量分析法により解析した。前者

においては２つのアイソフォーム間でフコース付加に違いがあり、糖鎖付加部位によってさらにそ

れらが異なっていることがわかった。また、新規のO型糖鎖付加部位を発見し、論文に発表した。

すなわち、この方法がO型糖鎖の解析にも有用であることが証明されたことで、研究の遅れている



O 型糖鎖に関しての今後の研究展望を開くことができた。また、大山グループの課題である前立腺

特異抗原PSAの糖鎖構造に対して共同研究を行い、新たな知見を得た。一方、先天性糖鎖合成異常

症CDGの分子診断を確立するためにも、上記の方法が有用であり、特に、患者の発見が難しいCDG-II

型について、診断戦略を構築した 

 

３．研究実施体制 

「木下タロウ」グループ 

①研究分担グループ長：木下タロウ（大阪大学微生物病研究所、教授） 

②研究項目： 

（1）GPIアンカー型タンパク質の生合成時の動態の解明 

（2）GPIアンカー型タンパク質の脂質ラフトへの組み込みメカニズムの解明 

 

「池田義孝」グループ 

①研究分担グループ長：池田 義孝（佐賀大学・医、教授） 

②研究項目：アスパラギン結合型糖鎖のアセンブリと多様性の制御機構 

 

「大山 力」グループ 

①研究分担グループ長：大山  力（弘前大学、教授） 

②研究項目： 

1.前立腺特異抗原（PSA)の糖鎖構造解析 

2.α-galactosylceramideのNKT細胞活性化作用を利用した尿路感染症治療法に関する研究 

3.前立腺癌におけるCore2GnTの遺伝子多型 

 

「顧 建国」グループ 

①研究分担グループ長：顧 建国（大阪大学、助教授） 

②研究項目：N-結合型糖鎖による細胞膜受容体の機能制御とそのメカニズムの解析 

 

「近藤 玄」グループ 

①研究分担グループ長：近藤 玄（京都大学、助教授） 

②研究項目：糖鎖プロセッシングの動態と機能発現 

 

「菅原一幸」グループ 

①研究分担グループ長：菅原 一幸（神戸薬科大学、教授） 

②研究項目： 

1. マウスの遺伝子撹乱による糖鎖機能解析 

2. ゼブラフィッシュの遺伝子撹乱による糖鎖機能解析 



3. 神経系での糖鎖撹乱と機能解析 

4. 脳の糖鎖の構造・機能解析 

5. 糖鎖抗体エピトープの解析 

6. ウイルス感染における糖鎖機能解析 

7．コンドロイチン硫酸を分解する新規酵素の検索 

 

「鈴木 匡」グループ 

①研究分担グループ長：鈴木 匡（大阪大学医学部、特任助教授） 

②研究項目：細胞質における遊離糖鎖のプロセシング機構とその生物学的重要性 

 

「田口友彦」グループ 

①研究分担グループ長：田口 友彦（大阪大学、特任助教授） 

②研究項目：リサイクリングエンドソームの構造と機能の解明 

新規な膜輸送小胞の単離法の開発と応用 

 

「田口 良」グループ 

①研究分担グループ長：田口 良（東京大学、客員教授） 

②研究項目：質量分析法によるGPIアンカーの詳細構造決定システムの動態理解への応用 

 

「和田 芳直」グループ 

①研究分担グループ長：和田 芳直（大阪府立母子保健総合医療センター研究所、研究所長） 

②研究項目：部位特異的な糖鎖構造解析と糖鎖合成疾患解析への応用 
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