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１ 研究実施の概要 

 本研究では、糖鎖が機能性分子としてがんの進展で主役を演じる局面を解明し、新利用技術を

開発してがんの診断・治療に展開応用を試みる。糖鎖の機能には大別して細胞識別機能とシグナ

ル分子機能の二つがある。セレクチンと糖鎖リガンドを介したがん細胞の接着においては糖鎖の細

胞識別・接着機能が良く発揮されており、がん細胞の CD44-ヒアルロン酸シグナル伝達系におい

ては糖鎖のシグナル分子としての機能が良く発揮されている。本研究ではこれらの糖鎖を介した二

つの細胞接着系のがん進展との関わりを研究する。

 セレクチンと糖鎖リガンドを介した細胞接着の研究を担当する四つの研究グループのうち神神奈木

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た。セレクチンの特異的リガンドであるシアリル 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。

本研究においては、がんにおけるシアリル Lex/a 糖鎖の発現亢進のメカニズムを明らかにし、さらに

これら糖鎖のがん進展における機能的意義を明らかにする事を目標とした。白血病細胞、とくに成

人Ｔ細胞性白血病ではセレクチンの特異的リガンドであるシアリル Lex 糖鎖の発現が著しく亢進す

るが、これが成人Ｔ細胞性白血病のウイルスである HTLV-1 ウイルスによってコードされる Tax 蛋白

質が、シアリル Lex 糖鎖の合成糖転移酵素遺伝子の転写を強く誘導することによることを明らかに

した。これに関連して、シアリル Lex 糖鎖の正常白血球、特にＴリンパ球における発現は、合成糖

転移酵素遺伝子の転写のレベルで精密に調節されていることを明らかにした。また固形がんにお

いては、がんの発生母地である正常上皮細胞にはシアリル Lex/a 糖鎖と合成系を共通にしながら、

シアリル Lex/a 糖鎖よりさらに複雑な構造を有する糖鎖が発現していることを明らかにした。がん化

に伴ってこれら複雑な糖鎖の合成が不全となり、これによってがん細胞にシアリル Lex/a 糖鎖の発

現が誘導されることが明らかとなった。すなわち、「糖鎖不全現象」の機構が早期がんにおけるシア

リル Lex/a 糖鎖の発現誘導に関与している。その背景には、正常細胞において複雑な構造を有す

る糖鎖を合成する糖鎖関連遺伝子の DNA メチル化などによるエピジェネティックな発現抑制があ

る。局所進行癌の段階には、がん細胞におけるシアリル Lex/a 糖鎖の発現はさらに亢進する。その

背景には、局所進行癌病巣において低酸素抵抗性を獲得したがん細胞のもつ転写因子 hypoxia 
inducible factor による一連の糖鎖関連遺伝子の転写誘導があることを明らかにした。

 セレクチンの糖鎖リガンドであるシアリル 6-スルホ LeX 分子中のシアル酸は、脱アセチル化ののち

さらに環状ラクタム化されてサイクリックシアリル 6-スルホ LeX となり、この変化によってセレクチンと

の結合が制御される。北北島グループでは、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、16
年度までに、サイクリックシアル酸の普遍的存在証明のために、その残基のユニークな化学的性質

を見いだすとともに、モデル化合物を用いて化学的検出法を考案した。17 および 18、19 年度では

その方法を正常および癌細胞に適用するための種々の質量分析法を駆使しながら微量検出法の

開発に取り組み、その目処を得るとともに、様々な正常および癌細胞での質量分析による定量法



の基盤の確立をほぼ達成した。（２）については、18 年度までに、乳腺、ミクログリア細胞、乳癌にポ

リシアル酸構造をみいだした。また KDN、ジシアル酸構造、硫酸化シアル酸構造などユニークなシ

アル酸について、癌組織、培養細胞における存在検索を進め、いくつかの担体分子の同定に成

功した。19 年度には、特に、癌における KDN 量の増大を低酸素順応の性質によることをつきとめ、

診断、治療につながる知見が得られた。（３）について、18 年度までに、サイクリックシアル酸特異的

分解酵素活性を天然に見いだした。この酵素は微弱な活性であり、大量調製に適した精製法を検

討した結果、現在ようやく目処がたった。今後、酵素の精製を成功させてこの酵素の利用を目指し

ている。また、分子シャペロン熱ショックタンパク質にシアル酸認識分子結合活性を見いだし、血液

中においてその複合体の存在を見いだした。この複合体は、シアル酸をもつ糖鎖のような抗原性

の低い分子の免疫源として優れている可能性があり、そこから癌の免疫療法への応用が期待され

る。

 土土肥グループは癌における糖鎖異常のメカニズムとして糖鎖不全現象に着目した。我々は Sda

血液型糖鎖が正常消化管にのみ発現するが、癌組織ではその発現が著明に低下すること、癌細

胞の転移能がこの糖鎖の発現に依存することを明らかにしていた。また、その糖鎖の発現低下は

その合成酵素 Sda-β4GalNAcT の発現の低下によるものであった。本研究では発現低下のメカニ

ズムを解明するため、癌細胞株のメチル化阻害剤処理やメチル化酵素欠損細胞を用いた解析を

行い、Sda-β4GalNAcT 遺伝子のプロモーター領域にある CpG 配列が DNA 高メチル化を受けて

いるため遺伝子サイレンシングがおこっていることを見いだした。また、実際の胃がん、大腸癌組織

でも強い DNA メチル化がおこっていることが明らかとなった。さらに、Sda-β4GalNAcT の他にも遺

伝子サイレンシングによって糖鎖不全に関っている糖鎖関連分子がないか、４４の糖鎖関連遺伝

子について癌細胞株で検討した結果、糖鎖関連遺伝子の中に Sda-β4GalNAcT と連動して DNA
メチル化を受けて発現低下している遺伝子があることを見いだした。これらの一群の遺伝子は、胃

がん組織でも同時にDNAメチル化サイレンシングがみられた。また、糖鎖不全により欠失する正常

型糖鎖の機能を明らかにすることを最終目的とし、ヒト大腸粘膜で、正常型糖鎖認識蛋白（シグレッ

ク）を発現する免疫担当細胞の同定をこころみたところ、シグレック 7 陽性細胞、シグレック 9 陽性細

胞ともマクロファージ系の細胞分画内に存在することが明らかとなり、正常型糖鎖が消化管免疫恒

常性維持に関与していることが示唆された。

 小小島グループは、細胞や組織から得られる多様なオリゴ糖鎖を人工糖脂質化した糖鎖ライブラリ

ーとして調製し、このライブラリーから接着機能性のオリゴ糖鎖をスクリーニング後、機能性糖鎖の

構造を解析する技術を構築すること、さらに構築された解析法を用いてセレクチンのリガンド糖鎖を

はじめとしてがん細胞の多様な細胞接着性糖鎖を解明することを目的とした。この目的を達成する

ために，ジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン（DPPE）とパラアミノ安息香酸（ABA）とをカ

ルボジイミドで縮合させて蛍光脂質プローブ（ABA-DPPE）を合成し、このプローブと市販オリゴ糖

とを還元アミノ化反応により縮合して定量的に蛍光人工糖脂質へと導く方法を確立した。また、蛍

光人工糖脂質の PVDF 膜上への固定化と抗体での検出、膜上でのホスホリパーゼ D 消化による

人工糖脂質からの蛍光標識糖鎖の回収、および蛍光標識糖鎖の HPLC による分離が系統的に行

なえることをモデル糖鎖により確認した。しかし、HPLC での分離条件を設定する場合に溶媒系が

限られ、分離が困難であるなどの欠点が認められたので、新たな標識脂質プローブを用いて糖タ

ンパク質糖鎖から誘導される人工糖脂質ライブラリーの解析法を構築した。このプローブから調整



した人工糖脂質ライブラリーは ODS カラムを用いた HPLC によりアセトニトリル系溶媒で PA 化糖鎖

と同じように糖鎖構造の違い（糖鎖の長さ）によって分離可能であった。そこで微量人工糖脂質ライ

ブラリーをミクロ LC とスポッターを用いてカラムからの溶出液を直接 PVDF 膜や HPTLC プレート

上ドットスポットし、人工糖脂質ライプラリーとして展開した。このようにして作成された糖鎖の人工糖

脂質ライブラリーはレクチンや抗体などの糖鎖認識機能性分子を用いて検出でき、また質量分析

計で構造を解析することが可能であった。一方、大腸がん細胞株における細胞表面上の機能的な

E-セレクチンリガンド分子の探索と調製を細胞膜ミクロドメインに着目して行った。その結果、細胞

表面上ではミクロドメインに局在するシアリル Lea 糖鎖発現分子が機能的なリガンドとして働いてい

おり、これら機能性リガンドを含むコレステロール非依存的なミクロドメインが機能的リガンドドメイン

を構成していて、細胞表面で E-セレクチンとの接着を介したシグナル伝達のプラットホームになっ

ていることが示唆された。

 CD44 とヒアルロン酸の研究を担当する二つの研究グループのうち浜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 siRNA アンチセンス

を開発し、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することを研究目的としてい

る。細胞外マトリックスのヒアルロン酸とそのレセプターである CD44 は、種々の生理機能を担うと共

に、その合成・発現の増大が大腸癌、肺癌、乳癌やグリオーマ等で観察され、腫瘍マーカーとして

も注目されている。腫瘍組織におけるヒアルロン酸合成の活性化は、1930 年代からラウス肉腫ウイ

ルスによる発癌過程で観察されている。しかしその生理・病理的意義は長らく不明のままであった。

本研究では、癌細胞において恒常的に活性化されているシグナル伝達系に焦点をあて、特定の

シグナル伝達因子に対する siRNA やアンチセンスを癌細胞に導入し、そのヒアルロン酸依存細胞

運動や、マトリックスメタロプロテイナーゼの分泌に対する作用を調べる。これまでにヒアルロン酸合

成酵素(HAS1, HAS2, HAS3)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。さらにヒアルロン酸合成

と CD44 発現の腫瘍特異的活性化機構の解析とそれを標的とする癌細胞浸潤阻害法を研究し、

FAK、Stat3、Ras/MAPK/AP-1 が重要なシグナル伝達因子として機能し、HAS,1 HAS2 の転写を活

性化、ヒアルロン酸合成を活性化する事を明らかにした。さらに、FAK、Stat3、Jun に対する siRNA
を開発し，これらの蛋白質合成を抑制する事に成功した。また BATF による癌浸潤転移の抑制に

ついては、Stat3 の下流で AP-1 と拮抗する因子として、BATF を見いだした。ヒアルロン酸合成が亢

進している v-Crk 癌化細胞に，条件依存性に BATF を発現できる系を確立した。BATF 発現により

ヒアルロン酸の合成を抑制できる事を確認した．更にこの減少を補完する系として，D/Nfos や c-Jun
に対する siRNA の開発を行い，同様の結果を得つつ有る。更に新たな展開として、ヒアルロン酸

/CD44シグナルの研究の他、癌細胞で発現が低下する糖蛋白質 SHPS-1について研究を進めたと

ころ、SHPS-1/SHP-2 が炎症性サイトカインや ConA による MMP 産生に重要な役割を担う事を見い

だした。更に、SHPS-1 が ConA の機能的なレセプターとして細胞内シグナルの活性化にかかわる

事を見いだした。そこで、ヒアルロン酸と合わせて，ConA/SHPS-1 の細胞機能に及ぼす影響を解

析した。

 板板野グループは、癌組織、特に進行癌においてその産生増加が指摘されているヒアルロン酸糖

鎖分子とその受容体分子に着目し、癌進展との関係解明、更には、ヒアルロン酸合成を作用点とし



た制癌・抗転移薬の開発を目指した。先ず、ヒアルロン酸、ヒアルロン酸受容体 CD44、そしてヒア

ルロン酸結合蛋白質 SHAP の三者複合体によって発信される糖鎖情報について、ヒアルロン酸と

CD44 の相互作用を SHAP が増強する新たな機構を世界に先駆けて証明した(J. Biol. Chem. 2006
年に発表)。次に、ヒアルロン酸合成酵素(HAS)遺伝子を強発現あるいは抑制した癌細胞株を樹立

して、ヒアルロン酸と癌細胞の増殖性や、運動能、造腫瘍性、転移性について評価した。そして、ヒ

アルロン酸の過剰な産生と異常なマトリックスの形成が、過度の細胞増殖を引き起こし、癌細胞の

浸潤を特徴づける細胞運動の促進に働くことを明らかにした。一方、ヒアルロン酸合成を低下させ

た場合には、癌細胞の運動性と腹膜播種転移が有意に抑制されることを見出した（J. Biol. Chem. 
2004 年に発表）。ヒアルロン酸の過剰産生を伴って進展するヒト乳癌の病態解明を目的に、ヒアル

ロン酸合成酵素 2（HAS2）遺伝子を誘導性に発現するトランスジェニックマウスを作製し、乳癌特異

的にヒアルロン酸を過剰に産生するモデルマウスを樹立した。発生した乳癌の組織像から、ヒアル

ロン酸過剰産生群は対照群に比して、その腫瘍内に顕著な間質反応を示すこと、さらに免疫組織

学的解析から、血管やリンパ管が腫瘍内に著しく新生していることを明らかにした。血管やリンパ管

は主に腫瘍間質内あるいはその近傍に新生していることから、腫瘍間質が血管形成の“場”として

機能していると考えられた。以上の解析から、当該モデルマウスが、間質反応を伴うヒト進行性乳癌

の病態モデルとして、癌進展や転移における病態解明と病態の進行阻止に向けた技術開発に極

めて強力なツールと成り得ることが明らかとなった(Am. J. Pathol. 2007 に発表及び印刷中)。
 上記結果から、異常なヒアルロン酸合成を正常化することで、癌の退縮や転移の阻止が可能と考

えられた。そこで、ヒアルロン酸糖鎖合成を作用点とした制癌・抗転移薬の開発を目的に、従来報

告のあるヒアルロン酸合成阻害剤 4-メチルウンベリフェロン(MU)について、その阻害機序の解明

を試みた。細胞培養下に MU を添加すると、細胞内在性 UDP-グルクロン酸糖転移酵素(UGT)の
働きにより、 UDP-グルクロン酸からグルクロン酸が MU に糖転移した MU-グルクロン酸が生成する

ことを見出した。そして、UGT による糖転移反応が、ヒアルロン酸合成基質である UDP-グルクロン

酸の細胞内プールを著しく低下させて、間接的にヒアルロン酸合成阻害に働くという新たな阻害の

機序を明らかにした（J.Biol.Chem.2004 年に発表）。一方、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ト HAS2 蛋白質の大量発現と可溶化並びに部分精製に成

功し、ヒアルロン酸糖鎖合成阻害剤のハイスループットな探索を可能にする技術基盤を確立した。

２ 研究構想及び実施体制

(1) 研究構想

 本研究の当初計画においては、細胞接着分子としてセレクチンファミリーと CD44 とを取り上げ、

その糖鎖リガンドのがんにおける病態的意義を解析することを計画していた。がんにおいてセレク

チンの糖鎖リガンドを産生している合成経路は不全に陥っており、この合成経路が正常の上皮細

胞でほんらい合成している複雑な構造をした糖鎖は、Siglec の糖鎖リガンドであることが判明した。

Siglec ファミリーの糖鎖認識分子の糖鎖リガンドの研究は、当初計画では想定されていなかったも

のである。今後、がんの病態発生に関連する事項については、Siglec についての研究も本研究計

画にあらたに含めることとした。その結果、Siglec-7, Siglec-9, Siglec-2 について新規の糖鎖リガンド

を見いだした。また、本研究の結果、こうした糖鎖不全現象の背景には、正常上皮細胞で複雑な

糖鎖を合成している糖鎖遺伝子の、DNA メチル化によるエピジェネティックな転写抑制機構が存



在することが判明したため、計画途中から土肥多恵子班員に分担研究者として加入し、この方面

の検討を担当していただくこととした。

 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。北北島グループでは、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

盤の開発を行った。（１）については、これまでにサイクリックシアル酸の普遍的存在証明のために、

その残基のユニークな化学的性質を見いだすとともに、モデル化合物を用いて化学的検出法を考

案した。サイクリックシアル酸の性質が予測を超える特徴的な性質をもつため、検出法の確立には

予想以上に時間がかかったが、質量分析を用いた検出法の技術基盤を確立することができた。今

後、さらなる微量検出法さらには簡便検出法の開発を進め、癌との発現を確実に証明することが必

要である。（２）については、乳腺およびミクログリア細胞上に新たにポリシアル酸構造をみいだし、

乳癌細胞でのポリシアル酸の検出を行った。また KDN、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について、癌組織、培養細胞における存在検索を進めた。これらのシアル

酸エピトープは、自己抗原であり、有用な検出抗体を調製することは容易ではないが、本プロジェ

クトによっていくつもの有用モノクローナル抗体が得られた。これらの基盤をもとに、今後は癌進展

におけるこれらのシアル酸の役割を探求することが可能になり、それが新たな目標である。（３）に

ついて、まず、サイクリックシアル酸に対する特異的な検出および機能探求プローブの開発を推進

して成果を得た。特に、今後の目標として、これまでに天然から見いだした新規のサイクリックシア

ル酸特異的分解酵素活性を利用可能な形にすることが挙げられる。その他のシアル酸誘導体に

ついは、上述の種々のモノクローナル抗体を利用した診断、治療法の開発が今後の重要な目標と

なる。さらには、シアル酸の修飾を司る代謝酵素の遺伝子を同定することは、今後の重要な方向性

である。

 癌性糖鎖の発現異常は癌細胞の転移能など予後にも関連する癌の悪性形質の重要な因子であ

る。土土肥グループは癌性糖鎖の発現異常のメカニズムとして糖鎖不全現象に着目し、糖鎖不全を

引き起こす機序としてとくに糖鎖合成遺伝子の DNA メチル化に着目した。即ち正常上皮細胞では

多彩な糖鎖が合成されているが、病変部ではその合成経路の一部に不全・障害が生じるため、正

常型糖鎖の発現が低下し、癌に特有な腫瘍型糖鎖が出現するに至る現象である。我々は Sda血液

型糖鎖が正常消化管にのみ発現するが、癌組織ではその発現が著明に低下すること、癌細胞の

転移能がこの糖鎖の発現に依存することを明らかにしていた。また、その糖鎖の発現低下はその

合成酵素 Sda-β4GalNAcT の発現の低下によるものであり、DNA メチル化が重要であることも見い

だしていた。そこで、この結果を発展させるべく、18 年度より本研究を開始した。まず Sda-β
4GalNAcT 遺伝子のエピジェネティックな変化を明らかにするとともに、その DNA メチル化を症例

で解析することとした。さらに、Sda-β4GalNAcT の他にも遺伝子サイレンシングによって糖鎖不全

に関っている糖鎖関連分子がないか、癌細胞株と正常組織の比較や DNA メチル化酵素欠損細

胞の検討を行うこととした。この結果、糖鎖関連遺伝子の中に Sda-β4GalNAcT と連動して DNA メ

チル化を受ける遺伝子があることを見いだしたため、この点についても詳しく症例で検討することと



した。さらに、糖鎖不全により欠失する糖鎖の機能を明らかにすることを最終目的とし、ヒト大腸粘

膜で糖鎖認識蛋白（シグレック）を発現する免疫担当細胞を同定すること、既知の糖鎖認識タンパ

クのなかに、Sda 糖鎖を認識するものかがあるかどうかを検討した。ヒト大腸粘膜ではシグレック陽性

細胞は CD33 陽性マクロファージ系の細胞にあることが明らかとなったので、さらに慢性炎症での

状態も検討し、この細胞の消化管の免疫学的恒常性維持機構における意義の解明をめざした。

 小小島グループは当該研究機関の有する糖鎖構造解析技術および人工糖脂質の作製・ハンドリン

グ技術を活用して各種オリゴ糖および糖アミノ酸・ペプチドから変換した人工糖脂質を大量に調製

し、それらをシアル酸転移酵素やフコース転移酵素などにより修飾することで、既知あるいはこれま

でに見いだされていないような接着機能性糖鎖の人工糖脂質ライブラリーを作製し機能解析に応

用することを目標として計画を立案した。しかし細胞や糖タンパク質に存在する様々な構造未知の

糖鎖から特定の機能を有する糖鎖を検出しその構造を解析する方法は未だ存在していないことか

ら、本計画実施に際しては、細胞や組織の糖鎖を膜等に固定化可能な人工糖脂質に誘導・ライブ

ラリー化し、この人工糖脂質ライブラリーから接着機能性のオリゴ糖鎖をスクリーニング後その構造

を解析する技術を確立し、この技術を用いてセレクチンリガンドの糖鎖の接着機能と構造解析を行

う戦略を立てた。その為に、蛍光ラベルを導入したリン脂質誘導体を合成すること目指した。このプ

ローブを用いるとホスホリパーゼ消化により人工糖脂質を水溶性の蛍光糖鎖に変換できるので、糖

脂質のもつ機能解析へのメリットと標識糖鎖のもつ構造解析へのメリットの両者を持つと考えられた。

このプローブを用いて糖鎖の解析するための諸条件を検証し、当初の目標を達成しうるプローブと

して使用できる目処がついが、天然糖タンパク質の糖鎖に実際に適応してみたところ、リン脂質を

基盤とする人工糖脂質には分離上の欠点が認められたので、HPLC の分離に適した新たな標識

脂質プローブ（リピドプローブ X）を探索・開発した。最終的にリピドプローブ X 用いた人工糖脂質

の分離方法の構築に取り組み、微量人工糖脂質ライブラリーの分離・固定化・検出・解析に至る一

連の技術を確立した。一方、これまで大腸がん細胞株の E-セレクチンリガンドとして様々な分子が

候補として挙げられているが、細胞上でどの分子のどのような糖鎖構造が E-セレクチンとの結合や

認識に寄与しているのか未だに明らかではなかった。従って E-セレクチンリガンド糖鎖の解析を行

うためには、実際に細胞表面上で機能している E-セレクチンリガンド分子を単離する必要があった。

そこでまず機能性リガンドの探索を行ったところ、E-セレクチンリガンドとなるシアリルルイス a 型糖

鎖発現分子がミクロドメイン中に局在していることを見いだした。ミクロドメインは情報伝達のプラット

ホームとして知られているので、ミクロドメイン中に局在するシアリルルイス a 陽性糖タンパク質が機

能的なリガンドかどうかを検証し、上記のような成果に繋がった。 

 CD44 とヒアルロン酸の研究を担当する二つの研究グループのうち浜浜口グループは、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 siRNA アンチセン

スを開発し、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た。細胞外マト

リックスのヒアルロン酸とそのレセプターである CD44 は、種々の生理機能を担うと共に、その合成・

発現の増大が大腸癌、肺癌、乳癌やグリオーマ等で観察され、腫瘍マーカーとしても注目されてい

る。しかしその生理・病理的意義は長らく不明のままであった。浜口グループの研究から、ヒアルロ

ン酸合成とそのシグナル伝達に FAK、Stat3、Ras/MAPK/AP-1 が重要なシグナル伝達因子として

機能し、HAS,1 HAS2 の転写を活性化、ヒアルロン酸合成を活性化する事を明らかになった。さら



に、FAK、Stat3、Jun に対する siRNA を開発し，これらの蛋白質合成を抑制する事に成功した。ま

た、Stat3 の下流で,AP-1 と拮抗する因子として、BATF を見いだした。ヒアルロン酸合成が亢進して

いる v-Crk 癌化細胞に，条件依存性に BATF を発現できる系を確立した。BATF 発現によりヒアル

ロン酸の合成を抑制できる事を確認した．更にこの減少を補完する系として，D/Nfos や c-Jun に対

する siRNA の開発を行い，同様の結果を得つつ有る。更に新たな展開として、ヒアルロン酸/CD44
シグナルの研究の他、癌細胞で発現が低下する糖蛋白質 SHPS-1 について研究を進めたところ、

SHPS-1/SHP-2 が炎症性サイトカインや ConA による MMP 産生に重要な役割を担う事を見いだし

た。更に、SHPS-1 が ConA の機能的なレセプターとして細胞内シグナルの活性化に関わる事を見

いだした。そこで、ヒアルロン酸と合わせて，ConA/SHPS-1 の細胞機能に及ぼす影響を更に解析

中である。また、人乳癌細胞に SHPS-1 を強制発現すると、通常の培養条件では増殖に変化が認

められなかったが、がん細胞に特異的な増殖である足場非依存増殖が著明に抑制されることを明

らかにした。さらに、SHPS-1 の強制発現によって、細胞の Rho シグナルが活性化され、アクチンスト

レスファイバーの形成と、細胞接着斑の回復が認められた。この結果は、SHPS-1 ががん抑制遺伝

子としての機能を持つことを示す。

 板板野グループは、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を担当した。

そして、ヒアルロン酸糖鎖とその受容体 CD44 との相互作用によって発信される糖鎖情報を解読し

て、ヒアルロン酸の合成異常が癌の進展に果たす役割を解明することを第一の課題とし、また、ヒア

ルロン酸合成を作用点とした制癌・抗転移薬の開発を第二の課題として目標を設定した。ヒアルロ

ン酸と受容体 CD44 との相互作用によって発信される糖鎖情報の制御機構に関して、ヒアルロン酸

結合蛋白質 SHAP がヒアルロン酸-CD44 相互作用を調節する仕組みの解明を試みた。また、HAS
遺伝子を強発現あるいは抑制した癌細胞株を樹立して、癌細胞の増殖性や、運動能、造腫瘍性、

転移性について評価することを計画した。乳癌の進展におけるヒアルロン酸の役割について、

HAS2 遺伝子を誘導性に発現するトランスジェニックマウスから、乳癌特異的にヒアルロン酸を過剰

に産生するモデルマウスを樹立し、病態の解析を計画した。ヒアルロン酸糖鎖合成を作用点とした

制癌・抗転移薬の開発に関して、従来報告のあるヒアルロン酸合成阻害剤 MU について阻害機序

を明らかにし、その情報に基づき新規阻害剤を開発することを試みた。また同時に、無細胞ヒアル

ロン酸合成系を確立して、ハイスループットな阻害剤の探索を目指した。乳癌特異的にヒアルロン

酸を強発現するトランスジェニックマウスを開発して解析した結果、当該マウスに発生した乳癌は、

腫瘍間質の形成や血管・リンパ管の新生を伴って進行し、ヒト進行性乳癌の病態を極めてよく反映

していることが明らかとなった。言い換えれば、ヒアルロン酸糖鎖合成を制御して腫瘍間質の形成

を抑制し、癌の進展に密接に関連する広範な癌病態（血管新生やリンパ管新生、腫瘍増殖、転移

等）を制御することも可能と考えられる。このような新展開から、今後、阻害剤開発のための新たな

知見に基づき、あるいは新規に確立した無細胞ヒアルロン酸合成系を駆使して新規阻害剤を開発

し、当該進行性乳癌モデルマウスを用いた動物試験により前臨床試験を進め、臨床応用のための

基礎的な情報を得るという新しい目標が生じた。



(2)実施体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

神奈木グループ 

 

愛知県がんセンター研究所 

分子病態学部 

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を担当 

北島グループ 

 

名古屋大学 

生物機能開発利用研究センター

細胞接着に関わるシアル酸の構造変化と細

胞接着制御の解明を担当 

土肥グループ 

 

国立国際医療センター研究所 

消化器疾患研究部 

消化器癌の糖鎖不全現象におけるエピジェ

ネティックな遺伝子抑制機構の解析を担当 

研究代表者 

神奈木玲児 

浜口グループ 

 

名古屋大学大学院医学系研究科 

腫瘍生物学分野 

癌細胞の浸潤転移を制御するヒアルロン酸

-CD44 シグナルの研究を担当 

板野グループ 

 

信州大学大学院医学研究科 

加齢適応医科学系専攻 

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の研究を担当 

小島グループ 

 

東海大学 

糖鎖工学研究施設 

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を担当 



３ 研究実施内容及び成果  

 

３．１ 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（愛知県が

んセンター 神奈木グループ） 

 

(1)研究実施内容及び成果 

 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。本グ

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機能的意義を

明らかにすることを研究目的としている。

(1) 白血病細胞のセレクチン糖鎖リガンド発現の誘導機構

 白血球とくにリンパ球系細胞のシアリルルイスｘ糖鎖の発現においては、フコース転移酵

素のうち七番目のアイソザイム(Fuc-T VII)が重要な役割を演じる。白血球の悪性疾患である

白血病では、とくに本邦に多発する成人Ｔ細胞性白血病の腫瘍細胞にシアリルルイスｘ糖鎖

が高発現し、その発現の程度はこの白血病細胞の組織浸潤と相関することから、成人Ｔ細胞

性白血病細胞における Fuc-T VII 遺伝子の発現を検索したところ、転写が著明に増加してい

た。このメカニズムを解析し、成人Ｔ細胞性白血病の病原ウイルスがコードする転写活性化

因子 Tax が、Fuc-T VII 遺伝子の調節領域の CRE 配列に、CREB/ATF ファミリーの転写因子

のリン酸化非依存的で恒常的な結合を引き起こすことが、白血病細胞における異常な転写亢

進の原因であることを明らかにした。正

常細胞においては Fuc-T VII 遺伝子の転

写は CREB/ATF ファミリーの転写因子の

リン酸化の程度によって調節されている。

Tax はこの調節機構を逸脱して、きわめ

て強い本遺伝子の恒常的な転写を誘導す

ることが判明した(Blood 101: 3615-3621, 
2003)。 

(2)健常人におけるセレクチンの糖鎖リガン

ドによる白血球動態の調節

 正常個体ではセレクチンは本来、リン

パ球をはじめとする白血球の体内動態を

調節している。これについては我々が以

前にＬ－セレクチンの糖鎖リガンドとし

て同定したシアリル 6-スルホルイスｘの

生理的意義を、主としてノックアウトマ

ウスを用いて解析した。シアリル 6-スル

ホルイスｘを合成する硫酸基転移酵素に

は少なくとも主要なものが二つあり、ひ

とつは GlcNAc6ST-1 であり、他の一つは

HEC-GlcNAc6ST である。これまでの成績

図 1．硫酸基転移酵素 HEC-GlcNAc6ST および
GlcNAc6ST-1 遺伝子のダブルノックアウトマウス
におけるリンパ装置高血管内皮細静脈のシアリ
ル 6-スルホ Lex の発現喪失．特異抗体による検
出を示す．PLN:末梢リンパ節、MLN:腸間膜リン
パ節、PP:パイエル版．



では、両者は相補的に働いていると考えられている。このうち、GlcNAc6ST-1 遺伝子のノッ

クアウトマウスを解析し、本遺伝子がリンパ球のパイエル板へのホーミングを規定してお

り、また、腸間膜リンパ節へのホーミングを一部媒介していることを明らかにした(J. Biol. 
Chem., 279: 35001-35008, 2004)。一方、末梢リンパ節へのホーミングについては他方の酵素

HEC-GlcNAc6ST の貢献が大きいので、両酵素遺伝子をともにノックアウトしたダブルノッ

クアウトマウスについても析を行った。ダブルノックアウトマウスにおいてはいずれのリ

ンパ装置へのホーミングも著明に低下しており、両酵素がリンパ球ホーミングを媒介する

硫酸基転移酵素として主要なものであることが判明した（図１）(Nat. Immunol., 6: 1105-1113, 
2005)。 

 さらに Fuc-T VII の調節領域に CREB/ATF, Sp1, MZF-1 に加えて T-bet と GATA-3 の結合部位

が存在することを明らかにした（図 2）。Ｔ細胞の活性化時にシアリルルイスＸが Th1 細胞でより強く

発現するのは、Th1 細胞では Th1 細胞特異的転写因子 T-bet がヒストンアセチル化酵素 CBP/P300
を結合して Fuc-T VII の転写を促進し、Th2 細胞では Th2 細胞特異的転写因子 GATA-3 がヒスト

ン脱アセチル化酵素 HDAC-3 および-5 を結合して Fuc-T VII の転写を抑制するためであることが

判明した(Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 103: 16894-16899, 2006)。また、転写因子 GATA-3 が

HDAC-3 および-5 と結合するにあたっては、GATA-3 のリン酸化が重要な役割を演じていることが

明らかになった。大部分のリンパ球は resting 状態ではシアリルルイスＸを発現せず、活性化すると

発現するようになる。以上の Fuc-T VIIの転写調節機構は活性化リンパ球におけるシアリルルイスＸ

発現誘導をよく説明する。

 一方、resting 状態でごく一部のＴ細胞にセレクチンリガンドが発現する。健常人ヒト末梢血リンパ

球のうちヘルパーメモリーＴ細胞の約 10～15%は無刺激下でシアリル 6-スルホ Lex 糖鎖を発現し、

E-、P-、L-セレクチンと接着する。抗シアリル 6-スルホ Lex 抗体によりこの接着が阻害されることから、

シアリル 6-スルホ Lex 糖鎖が接着を媒介していると考えられる。シアリル 6-スルホ Lex 糖鎖を発現

するヘルパーメモリーＴ細胞サブセットは CCR4+CCR9— 4 7-integrin—であり、皮膚ホーミング性

のヘルパーメモリーＴ細胞であることが判明した。このＴ細胞サブセットは CCR4 陽性シアリル 6-
スルホ LeX陽性でありながら、CCR7 と L-セレクチンも陽性である事が明らかになり、皮膚

ホーミング性のヘルパーメモリーＴ細胞のうち、エフェクターヘルパーメモリーＴ細胞ではなくてセ

ントラルヘルパーメモリーＴ細胞であることが明らかになった。このＴ細胞はフコース転移酵素 VII
および硫酸基転移酵

素 HEC-GlcNAc6ST
の mRNA を有意に発

現していることから、こ

れらによりシアリル 6-
スルホ Lex が合成さ

れていると考えられた

(Blood, 107: 3197- 
3204, 2006)。このサブ

セットが特別の活性

化刺激なしでシアリ

ル 6-スルホ LeXを発

現するについては、
図 2．フコース転移酵素 Fuc-T VII の調節領域に結合する転写因子複
合体． 



 
図 4．大腸癌細胞の低酸素培養によるシアリル 
Lex/a 発現亢進． 

GATA-3 のリン酸化状態の変化が重要と

推定される。

(3) 早期がんにおけるシアリルLea糖鎖

発現の誘導機構

 また我々は発癌初期に「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 Lea
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 Lea

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 Lea

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 Lea

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 Lea
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(Cancer Res., 64:
4498-4505, 2004)（図 3）。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。 

(４) 局所進行癌病巣におけるシアリル Lex/a糖鎖発現の亢進機構の解明

 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
の発現が有意に亢進することを見いだした（図 4）。

 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 (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 101:8132-8137, 2004)。
 糖鎖リガンドに対する特異抗体を用いて in 
vivo の動物実験において腫瘍形成阻害実験

図 3．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。 



を試みたところ、セレクチンと糖鎖を介

した細胞接着は、従来から指摘してき

た血行性転移のみならず、腫瘍巣の

結果異型性にも関与することが明らか

になった(Cancer Res., 62: 6289-6296, 
2002)。このことは、局所がん病巣の低

酸 素 環 境 下 に お い て 、シアリル

Lex/a
の発現が亢進したがん細胞に

は growth advantage があることを示し

ている。

 転写因子 HIF はシアリル Lex/a
の

みならず、他の糖鎖の発現や細胞接

着分子の発現にも大きな変化を誘

導する。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 5）。また、腫瘍巣の低酸素条件による癌のプログレッションに伴い、シアル酸トランスポータ

ーsialin遺伝子の転写が増大し、これにより N-グリコリル型のシアル酸 NeuGcの発現が癌細胞で誘

導されることを明らかにした(Cancer Res., 66: 2937-2945, 2006)。

(2)研究成果の今後期待される効果

 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。本研究成果はがん細胞におけるシアリル Lex
やシアリル Lea

糖鎖の発現誘導や亢進にも、これらの機構が働いていることを示すものである。これらの

結果から、エピジェネティックな遺伝子発現抑制機構や、転写因子 HIF の高発現による低

酸素抵抗性の獲得機構が、がんの糖鎖異常の要因として重要であることが判明した。また

これらの機構を阻害することによる治療法を展開できると考えられる。  

 

 

３．２ 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 （名古屋大学 北

島グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 北島グループでは、シアル酸構造の変化が細胞接着を制御する重要な機構であることを広

く証明し、その多様な構造変化を理解して、さらには癌の診断や治療につながる技術基盤

の確立に貢献することを目指し、サイクリックシアル酸、KDN、ジシアル酸、ポリシアル酸、

硫酸化シアル酸構造を対象として、その検出法と新しい検出プローブの開発を行った。そ

の結果、これらの新規性の高いシアル酸誘導体の検出プローブを獲得することができ、こ

の点で完全に世界をリードしている状況である。また、これらサイクリックシアル酸など

のシアル酸誘導体の存在を癌組織中にはじめて見いだした。とくに、特異的なモノクロー

ナル抗体の獲得は、他の追随を許さない状況にある。さらに、サイクリックシアル酸など

のシアル酸誘導体を特異的に分解する酵素の検索も順調に進められ、特定のシアル酸をタ

ーゲットにした分解が可能になれば、治療法などへの応用が期待できる。この点において

も、本研究グループは世界で唯一の研究グループであると言える。 

 
図 5 ． 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)． 

 



 

（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

 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。これまでにサイクリックシアル酸の普遍

的存在証明のために、その残基のユニークな化学的性質を見いだすとともに、モデル化合物を用

いて化学的検出法を考案した。サイクリックシアル酸の性質が予測を超える特徴的な性質をもつた

め、検出法の確立には予想以上に時間がかかったが、質量分析を用いた検出法の技術基盤を確

立することができた。図 6 に方法概要を示す。今後、さらなる微量検出法さらには簡便検出法の開

発を進め、癌との発現を確実に証明することが必要である。

（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

 乳腺およびミクログリア細胞上の CD36 に新規にポリシアル酸構造をみいだし、乳癌細胞

でのポリシアル酸の検出を行った。また KDN、ジシアル酸構造、硫酸化シアル酸構造などユニ

ークなシアル酸について、癌組

織、培養細胞における存在検

索を進め、いくつかの担体分子

の同定に成功した。特に 19 年

度には、癌における KDN 量の

増大を低酸素順応の性質によ

ることをつきとめ、診断、治療に

つながる知見が得られた。これ

らのシアル酸エピトープは、自

己抗原であり、有用な検出抗体

を調製することは容易ではない

が、本プロジェクトによっていく

つもの有用モノクローナル抗体が得られた（表１）。これらの基盤をもとに、今後は癌進展におけるこ

れらのシアル酸の役割を探求することが可能になった。

（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

 まず、サイクリックシアル酸に対する特異的な検出および機能探求プローブの開発を推進して成

果を得た。特に、今後の目標として、これまでに天然から見いだした新規のサイクリックシアル酸特

異的分解酵素活性を利用可能な形にすることが挙げられる。その他のシアル酸誘導体についは、

上述の種々のモノクローナル抗体を利用した診断、治療法の開発が今後の重要な目標となる。さ

らには、シアル酸の修飾を司る代謝酵素の遺伝子を同定することは、今後の重要な方向性であ

る。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 上記の研究成果を踏まえて、サイクリックシアル酸などのユニークなシアル酸誘導体をターゲット

として、臨床における癌組織を用いた検出法の開発、あるいは糖鎖の破壊による治療法の開発へ

と進展する高い可能性を秘めている。癌との関係が明確になることによって、社会的に役立つもの

と期待される。一方、これらのユニークなシアル酸誘導体は、その原因酵素遺伝子の同定がいまだ

になされていないため、我々が有する化学的および免疫化学的検出法を利用して、これらの遺伝

子のクローニングを行うことができる。その点からも、基礎科学的に重要な研究成果であるといえる。

 

図 6．サイクリックシアル酸の化学的検出のストラテジー． 



本研究では、シアル酸誘導体の理解と検出や操作の技術基盤を確立しており、今後、確実性の高

い癌の診断や治療法の開発へと展開する可能性は高いと考えている。 

 

 

３．３ 消化器癌の糖鎖不全現象におけるエピジェネティックな遺伝子抑制機構の解析（国立

国際医療センター研究所 土肥グループ） 

 

(1)研究実施内容及び成果 

 

１） 糖鎖関連遺伝子発現の癌性変化 

 ４４種の糖鎖関連遺伝子の発現について、ヒト胃・大腸の正常組織、6 種の胃がん細胞株

（ MKN45, MKN28, MKN7, MKN74, KATOIII, AZ521 ） 、 9 種 の 大 腸 細胞 株 （ CACO2, 
COLO320, LOVO, SW480, HCT116, RKO, HT29, DLD1, SW48）を用いて定量 RT-PCR を行い

比較を行った。その結果、癌細胞株で特異的に発現上昇が見られるような遺伝子はなく、逆に、

正常組織では発現しているが、癌細胞株で発現低下している遺伝子がいくつかみられた。

Sda-GalNAcT が癌細胞特異的に発現低下していることも確認された。

 これまで、接着分子として機能して転移を仲介するシアリルルイス X やシアリルルイス a など癌

糖鎖抗原の発現機構として、その合成経路にあるフコース転移酵素などの活性が高まるために、

合成が更新しているのではないかという可能性が検討されていた。しかし、解析した細胞株で高

いシアリルルイス X やシアリルルイス a がみられるにも関わらず、発現亢進している糖転移酵素

が見いだせなかったことから、この仮説は明らかに否定されることとなった。また、糖鎖関連遺伝

子の一つを選んでノックダウンのーゲットとする糖鎖修飾法も困難であることが示された。すなわ

ち、糖鎖不全現象は、正常組織に発現しているさまざまな糖転移酵素のうちいくつかに異常な

サイレンシングがおこることにより、糖鎖合成経路に変化をきたし、その結果として、シアリルルイ

ス X やシアリルルイス a といった癌性糖鎖が発現するというメカニズムを示すことができた。

 

２） DNA メチル化阻害剤処理による糖鎖関連遺伝子サイレンシング機構の解析 

 大腸癌細胞株 HT29 について、Sda-GalNAcT の発現低下の原因が、エピジェネティックな変化

にあると考え、DNA メチル化阻害剤である 5-aza-2-deoxycytidin (5-AZAdC), 及びヒストン脱

アセチル化阻害剤である butyrate を培養液中に加え、Sda-GalNAcT の mRNA 発現及び細

胞表面上の Sda 糖鎖の発現をそれぞれ RT-PCR とフローサイトメトリーで解析した。その結果、

5-AZAdC添加によりSda-GalNAcT の発現が亢進し、処理前は細胞表面上で全くみられなかっ

表１．シアル酸の構造変化と検出試薬および組織局在のまとめ 

 

新規シアル酸 化化学的検出法の開発 検出抗体 
組織局在と 

癌化に伴う変化 

2,8-polySia  mAb.12E3 存在(神経,腎)；増加 

2,8-diSia  mAb.S2-566  存在；変化なし 

2,9-polySia  mAb.4E7   現在進行中 

Neu5Ac8S  mAb.3G9 存在(乳腺)；変化なし 

KDN  kdn8kdn  存在(血球)；増加 



た Sda 糖鎖の発現が検出されるようになった。Butyrate ではこのような変化は見られなかった。よ

って、Sda 糖鎖の癌組織での欠失は Sda-GalNAcT 遺伝子の DNA 高メチル化によるものであり、

ヒストン脱アセチル化の果たす役割は小さいと考えられた。 

 そこで、上記の胃癌、大腸癌細胞株をすべて 5-AZAdC で処理し、１）の解析で明らかにな

った癌性発現低下を起こす糖鎖関連遺伝子のうちから N-アセチルガラクトサミン転移酵

素(Sda-GalNAcT を含む)、ガラクトース酸転移酵素、シアル酸転移酵素、フコース転移酵

素、計９種の糖転移酵素 mRNA 発現を定量 PCR で測定したところ、３種の N-アセチル

ガラクトサミン転移酵素酵素(Sda-GalNAcT を含む)、４種のシアル酸転移酵素がほとんど

の細胞株で 10 倍から 10000 倍に及び発現亢進していた。一方フコース転移酵素である

FUT1, FUT2 の遺伝子発現は 5-AZAdC によりほとんど影響を受けなかった。以上により、

癌細胞における一群の糖鎖遺伝子サイレンシング機構としてDNAメチル化が重要である

ことが明らかとなった。

 次に、さらに確証を得るために DNA メチル化酵素 DNMT1, DNMT3 の欠損大腸癌細胞

株 HCT116 を用いた解析を行った。欠損のないもとの HCT116 細胞には Sda糖鎖は発現し

ていないが、DNMT1, DNMT3 いずれの欠損細胞においても高い Sda 糖鎖発現と

Sda-GalNAcT mRNA 発現が確認された。これにより、癌細胞における Sda-GalNAcT サイレン

シングには、DNA メチル化が十分条件であることが示された。

 

３） 胃癌組織における Sda-GalNAcT 及びシアル酸転移酵素の DNA メチル化解析 

 BRAT 検索により、Sda-GalNAcT のプロモーター領域には CpG アイランドが存在することが明

らかとなったので、DNA メチル化状態を多数の検体で検証するための COBRA 法（combined 
bisulfite restriction analysis法）を確立した。COBRA法では bisulfiteで処理したのち特異的 PCR
にてメチル化を検出する方法であり、比較的短い範囲の DNA が検出対象となるため、CPG アイ

ランドにわたる 39 箇所のメチル化部位を bisulfite 処理の後シークエンスを行って確認した

(bisulfite シークエンス法)。まず、胃がん細胞株６種を用いて Sda-GalNAcT の COBRA 及び

bisulfite シークエンス法をおこなったところ、Sda-GalNAcT 発現低下に一致して COBRA でメチ

ル化陽性となり、それらの細胞株では 39 カ所のメチル化部位のほとんどがメチル化を受けてい

ることが明らかとなった。正常の背景粘膜ではこのような DNAメチル化はみられなかった。次に、

胃癌症例で COBRA による Sda-GalNAcT の検討を行ったところ、約半数という高い頻度で DNA
高メチル化状態にあることが明らかとなった。COBRA 陽性症例では Sda-GalNAcT プロモータ領

域CPGアイランドの広範な領域でメチル化を受けていることも bisulfiteシークエンス法により確認

された。

 さらに、胃癌細胞株で Sda-GalNAcT と同時に発現低下していたシアル酸転移酵素についても

COBRA 法にて DNA メチル化状態を検討した結果、Sda-GalNAcT と強い相関を持って高メチル

化状態にあることが明らかとなった。以上より、癌組織においてもある一群の糖鎖関連遺伝子が

DNA メチル化を受けてサイレンシング状態にあることが明らかとなった。

4）癌組織で発現変化する糖鎖を認識する細胞の同定 

 シグレック 7 及びシグレック 9 分子は、正常上皮細胞に発現しているが癌組織で発現低下する

糖鎖ジシアリルルイス a やシアリル 6 スルホルイス x を認識する。シグレック 7/9 はシグナル抑制

性の ITIM モチーフを持つことから、消化管における免疫恒常性維持機構を支える因子の一つ

と推測された。そこで、シグレック 7 及びシグレック 9 分子がヒト消化管で、どのような細胞に発現

しているかを検索した。研究協力のインフォームドコンセントを得た症例の大腸外科手術標本よ



り、非病変部の粘膜を採取し、EDTA, collagenase 処理をおこない、大腸粘膜固有層単核細胞

(LPMC)を得た。LPMC をマグネティックソーティングにてさらに CD33+細胞(マクロファージ系細

胞)と CD33-に分画し、シグレック 7 及びシグレック 9 分子の細胞表面の発現をフローサイトメトリ

ーで解析した。その結果、ヒト大腸 LPMC ではシグレック７陽性細胞、シグレック９陽性細胞、シ

グレック 7＆9 陽性細胞は、CD33 陽性分画のそれぞれ 11.3  3.4%, 5.6  4.6 %, 2.8  2.0 %を

占めた。CD33陰性分画ではシグレック７陽性細胞がわずかに 1.7  3.4%, シグレック９陽性細胞

1.7  0.7％であり、CD33陽性細胞がLPMC全体の２０％未満であることを考慮しても、シグレック

7/9 を発現している主な分画は CD33 陽性のマクロファージ分画であることが明らかとなった。

 さらに、この細胞の機能を解析する緒として、消化管炎症におけるシグレック分子の発現を解

析した。腸結核の症例で検討したところ、CD33+シグレック７陽性細胞は LPMC で顕著に減少し

ており、かわって CD33+シグレック９陽性細胞が増加していることがわかった。この結果より、シグ

レック分子は炎症に伴って発現変化し、とくにシグレック 7 とシグレック９は、異なった機能を持っ

ていることが示唆される。我々は正常型糖鎖 Sda についてもシグレックリガンドとなる可能性を考

え試験したが、シグレック 7/9 いずれも現在の検討方法では Sda 糖鎖との結合は確認されなかっ

た。

 炎症粘膜では、癌性変化に至らないまでも、糖鎖が変化している可能性がある。実際潰瘍性

大腸炎局所ではムチン産生細胞の減少がよく知られており、このことと、糖鎖認識蛋白発現細胞

の変化とは関連がある可能性がある。消化管炎症における糖鎖構造の発現変化は未だ詳しい

解析が行われていないが、近年炎症粘膜が癌の母地となることがはっきり示されてきており、こ

の結果はさらに詳しく検討していく必要がある課題である。

(2)研究成果の今後期待される効果 

 本研究によって明らかとなった一群の糖鎖関連遺伝子の DNA メチル化異常は、癌性の糖鎖

不全を感度よく検出する方法ともなるため、個々の臨床情報、病理診断などと関連させた解析

や、前向きコホート研究を進めることによって、糖鎖腫瘍マーカーをさらに発展させた形の診断

マーカー及び予後推定マーカーとなる可能性がある。また DNA メチル化解析において糖鎖関

連遺伝子に関する臨床的な検討はこれまで情報が少なく、一群の糖鎖遺伝子が連動して DNA

メチル化を受ける現象は、エピジェネティックな糖鎖発現制御機構として新しい研究分野の発展

をもたらしたと考えている。とくに、DNA メチル化が特徴となっている一部の消化器癌のタイプ

CpG island methylater phenotype (CIMP)とのオーバーラップが示唆されることから、糖鎖遺伝子

がこのタイプの癌でどのような意義を持つのかが、今後の展開として重要な部分であると考えて

いる。また、DNA メチル化阻害剤によって、癌細胞株に正常型糖鎖発現を誘導することが可能

なため、がん治療のターゲットとなっていく可能性もある。診断や治療に本成果を応用していくた

めには、前癌病変、炎症発癌の過程での糖鎖関連遺伝子発現とDNAメチル化状態の解析を行

うことが欠かせない。 

 さらに、消化管ではマクロファージの免疫応答制御が炎症の収束あるいは慢性化の鍵を握っ

ていることが強く示唆されている。我々も潰瘍性大腸炎局所のマクロファージが正常では決して

みられない免疫応答能を獲得していることを明らかにしてきた。本研究で、正常型糖鎖認識蛋

白及びそれを発現する細胞がマクロファージであること、炎症で発現が変化することをみいだし

たことは、糖鎖発現とマクロファージ機能という消化管免疫の新しい研究テーマの発展につなが

っている。  

 



３．４ 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 （東海大学・

小島グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 本研究項目では、細胞や機能性分子に存在する多種多様な糖鎖から機能性糖鎖をスクリーニン

グし、その構造を解析する手段として、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た。そのために、以下の項目について検討することと

した。  

 

１．細胞や組織の人工糖脂質ライブラリーを作製し、このライブラリーから接着機能性の

オリゴ糖鎖をスクリーニングし、その構造を解析するという一連の糖鎖機能・構造解析法

を構築する 

 糖鎖の機能と構造を一連のサンプルで解析する方法は確立されていない。糖鎖の構造解析およ

び機能解析を行うためには、糖タンパク質などから糖鎖のみを遊離させる必要があるが、糖鎖は適

当な吸収などを有しておらず、また水に対しての溶解性がきわめて高いことから、糖鎖を何らかの

方法で糖鎖誘導体へと導いた上で解析するのが一般的である。しかし、機能解析と構造解析では

異なる誘導体へ誘導する必用があり、細胞や糖タンパク質に存在する様々な構造未知の糖鎖から

特定の機能を有する糖鎖を検出しその構造を解析する方法は未だ存在していない。本研究目的

を達成するためには、糖鎖の機能と構造を微量のサンプルから一連の操作で解析する必要がある。

そこで本研究では、人工糖脂質の利点を活かしつつ、微量の構造解析にも適した新規人工糖脂

質の調製技術を確立し、この技術を用いてセレクチンリガンドの糖鎖の接着機能と構造解析を行う

戦略を立てた。人工糖脂質は様々な基質に固定化でき糖鎖の機能解析に優れているが、蛍光団

などが存在しないため微量で検出することができないという欠点を持つ。一方、蛍光標識糖鎖は分

離が容易であり微量検出ができることからこれまで構造解析に広く用いられてきたが糖鎖の機能解

析に応用しようとする場合には、固相に結合させることが困難であるという欠点を持っていた。そこ

で、第１項目については両者の利点をあわせ持つようなプローブの創製を目指すことにした。特に

糖鎖とリン脂質から構築される人工糖脂質が糖鎖の機能解析に優れているという点と、リン脂質が

ホスホリパーゼで消化でき、水溶性の物質へと変換できるという点に着目し、(ⅰ) 糖鎖とリン脂質

の間に蛍光標識を挿入した新しい人工糖脂質（新規人工糖脂質）の構築、(ⅱ) 人工糖脂質（新規

人工糖脂質）の機能解析と構造解析への適合性、について検討した。

 
図７．.機能性糖鎖のスクリーニングと構造解析の戦略 



 まず新規蛍光脂質プローブとして蛍

光 団 と リ ン 脂 質 部 分 を 有 す る

ABA-DPPEを合成した。図７には合成

したABA-DPPEを用いた蛍光人工糖

脂質の調製と機能ならびに構造解析

への展開の概略を示している。すなわ

ち、蛍光団を有する人工糖脂質のライ

ブラリーを細胞、糖タンパク質から作成

することができれば、このような蛍光人

工糖脂質はPVDF膜やTLC上に固定

化することができることから、非常に微

量であっても抗体やセレクチンをはじ

めとする糖鎖認識分子により検出する

ことが可能であり、特定の分子に認識

される機能性糖鎖を検出･スクリーニングすることができる。またスクリーニングした人工糖脂質糖鎖

をホスホリパーゼDで処理し水溶性の蛍光糖鎖として遊離させることができるので既存の構造解析

法に準じて構造解析が可能であると考えられた。以上のような戦略に基づいて既知のオリゴ糖を用

いて新規解析法の構築に取り組んだ。まず、既知のオリゴ糖とABA-DPPEを還元アミノ化法で縮合

し蛍光人工糖脂質へと誘導した。誘導された人工糖脂質はHPLCでの分離状況を蛍光モニターで

き、その感度はこれまでの蛍光糖鎖と同程度であった。また予想どおり蛍光人工糖脂質はPVDF膜

やTLC上に固定化でき抗体等で微量検出が可能であった。次いで、膜上に固定化されレクチン等

で検出された機能性人工糖脂質を膜上で直接ホスホリパーゼD処理を行うことで定量的に水溶性

の蛍光糖鎖へと変換した。このようにして得られた標識機能性糖鎖は、これまでの蛍光標識糖鎖と

同様にHPLCを用いて微量分析が可能であることが判明した。そこで実際の糖タンパク質糖鎖に適

応する為に反応の微量化を行なった。しかし、実際の糖タンパク質に適応しようとすると、人工糖脂

質ライブラリーをHPLCで分離するための溶媒系が限られ、特に酸性糖鎖に由来する人工糖脂質

の分離が困難であるなどの欠点が認められた。

 そこで、新たな標識脂質プローブ（リピドプローブX）を開発し、この脂質プローブ用いて糖タンパ

ク質糖鎖を還元アミノ化法で人工糖脂質へと変換した。リピドプローブXからなる人工糖脂質を

HPLCで分離すると、アセトニトリル系溶媒でPA化糖鎖と同じように糖鎖構造の違いによって分離で

きることが判明した（図８）。また感度的にもPA化糖鎖と遜色の無いレベルであった。そこでミクロLC
とスポッターを用いて、カラムからの溶出液を直接PVDF膜やHPTLCプレート上ドットスポットするこ

とで、糖タンパク質オリゴ糖鎖を微量人工糖脂質ライプラリーとして膜あるいはプレート上に展開す

ることを試みた。図８はイムノグロブリンGのN-型糖鎖をリピドプローブXで人工糖脂質化し、ODSカ

ラムを用いてミクロLCで分離したパターンとその溶出液を一定量づつスポッターを用いて自動的に

PVDF膜にスポットして人工糖脂質を固定化し、ガラクトース認識レクチンであるRCA120で検出し

た場合の例を示す。ピークa（32.8 mim）はガラクトースを２つ有する２本鎖複合型糖鎖、ピークb
（34.7 mim）はガラクトースを一つ有する２本鎖複合型糖鎖、ピークc（36.5 mim）はガラクトースを持

たない２本鎖複合型糖鎖である。ピークcはRCA120で検出されないが、他の２つのピークが

RCA120で検出されているおり、レクチンによる構造特異的な糖鎖の検出が可能であった。この検

出されたスポットから人工糖脂質を抽出し、構造を質量分析計で確認できる。すなわち、糖タンパ

ク質の多様な糖鎖の中から機能を有する糖鎖をスクリーニングしその構造を解析する基本的な技

術を確立したといえる。糖鎖の機能解析を行うためには、糖鎖を脂質やビオチンあるいはマトリック

ス等に結合させる方法が用いられているが、この方法は機能解析には優れている反面、構造解析

図８．新規人工糖脂質の分離とレクチンによる検出． 



には蛍光標識糖鎖に比べ多量の試料を必要とするなどの問題がある。これらの欠点を補うために、

蛍光標識糖鎖から蛍光標識を外し、それを機能解析用のプローブへと変換する方法が報告されて

いる。しかし、この方法では構造既知の糖鎖の機能が解析できるのみで、構造未知の糖鎖の機能

を検出し、その構造を解析する方法は未だ存在していない。本研究で構築した方法は、これまで

技術開発されてきた水溶性の蛍光糖鎖の構造解析法を限りなく踏襲できるという点で、機能・構造

解析技術として有用であると考えている。 

 

２．大腸がん細胞の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を解析する： 

 これまで大腸がん細胞株のE-セレクチンリガンドとして様々な分子が候補として挙げられている

が、細胞上でどの分子のどのような糖鎖構造がE-セレクチンとの結合や認識に寄与しているのか

未だに明らかではない。従って機

能的なE-セレクチンリガンド糖鎖の

解析を行うため、まず大腸がん細

胞株Colo201細胞を使用して細胞

表面上の機能的なE-セレクチンリガ

ンド分子の探索を行った。その結

果、E-セレクチンリガンドとなりうる

分子が大腸がん細胞株のミクロドメ

イン中に存在することを見いだした。

すなわちミクロドメイン中にはシアリ

ルLeaエピトープをもつ120kDaおよ

び30kDaの糖タンパク質が非常に

高濃度に集積しており（図９パネル

A）、N-グリカナーゼ処理の結果か

ら、120kDaおよび30kDaの糖タンパ

ク質中のシアリルLeaエピトープは、

それぞれO-およびN-結合型糖鎖上に主に担われていると推定された。一方、E-セレクチンリガンド

として機能しうるシアリルLex糖鎖は高密度画分にのみ分布していた。E-セレクチンカラムによるア

フィニティークロマトグラフィーではシアリルLeaエピトープをもつ糖タンパク質を含むミクロドメインの

一部がリガンドとなることから（図９パネルB）、このE-セレクチンカラムに結合するミクロドメインが機

能的なリガンドである可能性が考えられた。また、このE-セレクチンカラムに結合するミクロドメイン

には非受容体型チロシンキナーゼ（Srcファミリーキナーゼ）の一つであるLynが共存したことから

（図９パネルC）、大腸がん細胞へのシグナル伝達のプラットホームとしても機能している可能性が

考えられた。そこで、実際にこのようなミクロドメインが生理的な条件でE-セレクチンのリガンドとして

機能しうるかどうかについて検証した。まず。E-セレクチン-Fcを結合させた磁気ビーズを細胞と混

合し、ビーズを結合した細胞を磁石で分離した。次に、この細胞をE-セレクチン磁気ビーズとリガン

ド分子の結合を維持したまま、可溶化し、すぐにリガンド分子複合体を磁石で回収した。その後ビ

ーズからリガンド複合体をEDTAで溶出し、ショ糖密度勾配法で分離した（Cell surface）。また別の

方法として、細胞を最初に可溶化し、その後E-セレクチン磁気ビーズで全てのリガンド分子を回収

した（Whole cell lysate）（図10）。このような２つの方法で得たE-セレクチンリガンドを比較した結果、

可溶化後に回収したリガンドのシアリルLea糖鎖は低密度および高密度画分に存在しており、また

高密度画分に分布するシアリルLex糖鎖もリガンドとして機能していた（図10左）。しかし細胞表面

から直接リガンドを単離した場合、シアリルLea糖鎖はほとんど全て低密度画分である界面活性剤

に抵抗性のミクロドメインに分布していた（図10右）。またシアリルLex糖鎖は高密度画分にもミクロド

 
図９. ミクロドメイン中に存在する E-セレクチンリガンド. 



メイン画分にもほとんど見いだすことが

できなかった。すなわち可溶化後には

様々な分子がリガンドとして機能しうる

が、実際の細胞表面上ではミクロドメイ

ンに局在するシアリルLea糖鎖発現分

子が機能的なリガンドとして働いてい

おり、これら機能性リガンドを含むミク

ロドメインが機能的リガンドドメインを構

成していると考えられた。さらにこのよ

うにして得られた機能的リガンドドメイ

ンにはやはりLynが共存していた。そこ

で、このリガンドドメインのシグナル伝

達との関連について検討した。その結

果、細胞をE-セレクチン-FCおよび抗

FC-抗体で架橋すると、機能的リガンドドメインの再編（キャッピング）を通してシグナルが伝達され

ERKのリン酸化が一過性に増加すること、またE-セレクチンへの接着で細胞が形態的にも一過性

に変化するも見いだした。すなわち、この機能的リガンドドメインは血管内皮細胞上のE-セレクチン

との間でグリコシナプスを形成することで大腸がん細胞へのシグナル伝達のプラットホームになって

いると考えられた。また、ERKのリン酸化や細胞接着などはメチル-β-シクロデキストリンで影響を受

けないことから、コレステロール非依存的なミクロドメインの関与が示唆された。これまでシアリルLex

糖鎖やシアリルLea糖鎖をもつ様々な分子、例えばLAMP、CD43、CD44、MUC-1、DR-3などが大

腸がん細胞株細胞表面上のE-セレクチンリガンド分子として提唱されてきた。またMAPキナーゼの

リン酸化の亢進がE-セレクチンへの接着に伴いある種の大腸がん細胞株で認められることから、リ

ガンドを介したシグナル伝達系の存在が示唆されていた。しかし、ミクロドメインの関与に関しては

ほとんど考慮されていなかった。本研究に於ける寄与は、大腸がん細胞株において機能的なE-セ
レクチンのリンガンドは細胞膜ミクロドメインに限局していること、またこのリガンドミクロドメインを介し

て大腸がん細胞にシグナル伝達がされるということを示したところにある。セレクチンリガンドがミクロ

ドメイン中に局在しシグナル伝達に関与しているという報告はP-セレクチンリガンドであるPSGL-1で

極最近に報告されたのみであり、E-セレクチンリガンドでは最初の報告である。

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 新たな脂質プローブ（リピドプローブX）から誘導される人工糖脂質は高感度（ピコモルレベル）で

HPLCにおける分離で検出できる。12糖程度までであれば十分な分離能も得られており、糖鎖のラ

イブラリーとしてPVDF膜やHPTLCプレートに固定化・展開できるので、O-結合型糖鎖ライブラリー

から機能性糖鎖をスクリーニングし解析する為には優れた方法であると考えられる。しかし、新規プ

ローブ中にはホスホリパーゼなどの酵素に感受性の構造は含まれておらず、親水性のラベル化糖

鎖への変換ができない。そこで現在ジスルフィド結合を導入し、還元条件下で水溶性の糖鎖へ変

換できるようなプローブを開発中である。このようなプローブを用いることで今後糖鎖の優れた解析

系が構築されることが期待される。一方、このような方法で機能性糖鎖の構造が明らかになれば、

その人工糖脂質を化学合成し、リポソームなどの表面に提示させることで、ターゲッティングやイメ

ージングといった医療分野への応用も期待される。一方、セレクチンリガンドに関してはムチン型糖

タンパク質の関与するグリコシナプスの重要性を示すことができ、これまでの研究動向に対して新

しい方向性が示された。今後、ムチン型糖タンパク質を含むグリコシナプスの理解が進むことで新

たな糖鎖研究の進展が期待される。 

図 10. E-セレクチンの機能性リガンドはミクロドメイン中

に存在する. 



図 12．抗 HAS 抗体による蛍光染色． 

３．５ 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 （名古屋大学 

浜口グループ） 

 

(1)研究実施内容及び成果 

 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た。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 11）。

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

12）。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 13）。ヒアルロ

ン酸分泌が高く、ヒアルロン酸-CD44 シグナル伝達系が活性化されており、Src キナーゼも活性化

されている細胞系を検索し、この条件に合うヒト乳癌細胞株を見い出した。更にこの細胞系では、ヒ

アルロン酸刺激によって MMP-2 分泌も活性化している事を確認した。ヒアルロン酸合成と CD44 発

現の腫瘍特異的活性化機構を解析し、それを標的とする癌細胞浸潤阻害法を研究した結果、

FAK、Stat3、Ras/MAPK/AP-1 が重要なシグナル伝達因子として機能し、HAS,1 HAS2 の転写を活

性化、ヒアルロン酸合成を活性化する事を明らかにした。さらに、FAK、Stat3、Jun に対する siRNA
を開発し，これらの蛋白質合成を抑制する事に成功した。また BATF による癌浸潤転移の抑制に

ついては、Stat3 の下流で AP-1 と拮抗する因子として、BATF を見いだした。ヒアルロン酸合成が亢

進している v-Crk 癌化細胞に，条件依存性に BATF を発現できる系を確立した。BATF 発現により

ヒアルロン酸の合成を抑制できる事を確認した．更にこの減少を補完する系として，D/Nfos や c-Jun
に対する siRNA の開発を行い，同様の結

果を得つつ有る。また、ConA の刺激を伝達

する機能レセプターとして SIRP が機能し

ている証左をつかんだ。更に，その下流で，

チロシンフォスファターゼの SHP-2 が機能し

ている事を明らかにした。SHP-2 遺伝子を

破壊した細胞では，ConA 刺激による MMP
産生が著しく低下していた．他方，この細胞

に SHP-2 を導入すると MMP 産生が回復し

た。また、この系が実際のヒト癌細胞で機能

しているかを明らかにする為に、乳癌細胞

における MMP 産生過程における SHP-2 の

機能をその siRNA を用いてしらべ、乳癌細

図 11．抗 HAS 抗体の反応性． 

 



 
 
図 13．各種 src 変異株発現細胞における HAS の発
現． 

胞の浸潤過程に SHP-2 が重要な役割を果たす事を明らかにした。

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 以上の結果より、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 siRNA アンチセンスを開発し、癌細胞の浸潤転移を抑制する新たな遺

伝子治療法を開発するための基盤が整ったと考えられる。 

 

 

３．６ 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の研究 （信州

大学 板野グループ） 

 

１．ヒアルロン酸・CD44 による癌転移促進機構の解明 

(1)研究実施内容及び成果 

①研究実施方法: ヒアルロン酸と受容体 CD44 との相互作用によって発信される糖鎖情報の制御

機構を解析するため、ヒアルロン酸被覆基質に対する CD44 発現細胞の接着実験を施行した。血

清蛋白質インター-α-トリプシンインヒビターの長鎖サブユニットに相当する SHAP(Serum-derived 
Hyaluronic acid-Associated Protein)は、ヒアルロン酸と複合体を形成して、その機能調節に働くと考

えられている。そこで、ヒアルロン酸−SHAP 複合体と対照のヒアルロン酸単独を被覆した培養皿を

用いて、T リンパ腫細胞株 Hut78 細胞の CD44 依存的な細胞接着を比較検討した。

 発癌に伴う三種のヒアルロン酸合成酵素(HAS1,2,3)の発現変動は、種々のがん遺伝子(v-ras や

v-src, v-fos)で形質転換したラット線維芽細胞株 3Y1 細胞を用いて、リアルタイム定量 RT-PCR 法に

より解析した。また、v-ras で形質転換した 3Y1 細胞(HR-3Y1)に、アンチセンス HAS2 発現ベクター

を導入し、ヒアルロン酸合成を抑制した細胞を樹立して、腹膜播種性の転移について検討した。次

に、HAS1 や HAS2 遺伝子を導入した HR-3Y1 細胞を樹立して、ヌードマウス皮下における腫瘍増

殖について、ヒアルロン酸産生量との関係を検討した。さらに、これら遺伝子導入細胞の運動性に

ついて、タイムラプス顕微鏡観察により I 型コラーゲン基質上での細胞移動速度を計測した。

 ヒアルロン酸の過剰産生を伴って進展するヒト乳癌の病態解明を目的に、HAS2 遺伝子を

Cre-loxP システムにより誘導性に発現するトランスジェニックマウスを作製した。そして MMTV-Neu
乳癌発症モデルマウスとの交配により、HAS2 コンディショナルトランスジェニックマウスに乳癌を誘

発した。Cre リコンビナーゼの発現に

より、乳癌特異的にヒアルロン酸合

成を誘導することで、ヒアルロン酸の

過剰産生による腫瘍形成や増殖、

血管新生、リンパ管新生への影響を

検討した（図 14）。また、血管新生に

対するヒアルロン酸の作用を明らか

にするため、EHS 腫瘍由来の細胞

外マトリックス成分であるマトリゲルに

各種ヒアルロン酸標品を混入し、マ

ウス皮下に移植して血管新生を評

価した（マトリゲルプラグアッセイ）。

抗 CD31 抗体を用いた免疫組織染

色や CD31 遺伝子のリアルタイム定

量 RT-PCR により、マトリゲル内に侵

入した血管内皮細胞数を定量して



血管新生の促進効果を解析した。また、HAS アイソフォームのうち HAS1 遺伝子のノックアウトマウ

スを作製して、あるいは、HAS2 遺伝子の siRNA を作用させてヒアルロン酸合成を抑制した際の血

管新生への影響をマトリゲルプラグアッセイにより評価した。 

②研究実施内容・成果：CD44 発現細胞である Hut78 細胞は、SHAP−ヒアルロン酸複合体を被覆

した基質に対し、ヒアルロン酸単独を被覆した基質に比して、より強い細胞接着活性を示した(図
15)。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

れることから、ヒアルロン酸と CD44 の相互作用を介して成立していることが明らかとなった。さらに、

CD44 非発現細胞である Jurkat 細胞に CD44 を発現させると、Hut78 細胞と同様、SHAP-ヒアルロ

ン酸複合体に対して強い接着性を示した。以上の成果から、SHAP−ヒアルロン酸高分子会合体の

形成が、CD44 を介した細胞認識を促進するという新たな調節機構が明らかとなった。

 癌遺伝子により細胞を形質転換した場合は、ヒアルロン酸合成が有意に増加し、それと対応して

HAS1 と HAS2 遺伝子の発現が亢進することを見出した。本解析から、細胞癌化に伴うヒアルロン

酸合成の異常が, HAS 遺伝子の発現増加に起因している事が明らかとなった。さらに、v-ras 癌遺

伝子によって形質転換した細胞において、HAS2 遺伝子の発現をアンチセンス法により抑制してヒ

アルロン酸合成を低下させた場合には、細胞運動性と腹膜播種性転移が有意に抑制されることを

見出した。逆に HAS1 や HAS2 遺伝子を導入してヒアルロン酸の産生増加を誘導した場合には、

ヌードマウスの皮下における腫瘍の成長が産生量依存的に促進されることを明らかにした。なお、

ヒアルロン酸産生能が顕著な細胞株は、皮下における造腫瘍性がむしろ低下しており、過度のヒア

ルロン酸産生が腫瘍増殖にとって抑制的に働くことも新たに判明した。つまり、癌細胞は至適のヒ

アルロン酸合成能を獲得することで、増殖や転移に有利な細胞外環境を形成し、増殖性や接着性、

運動性を高め、その性質をより増悪なものにしている機構が明らかとなってきた。

 乳癌特異的にヒアルロン酸を過剰に産生するモデルマウスを作製し、病態解析を施行した。その

結果、ヒアルロン酸過剰産生群では、乳癌組織における HAS2 の発現とヒアルロン酸量共に対照

群よりも著明に上昇していた。腫瘍発生までの期間は、対照群に比べヒアルロン酸過剰産生群で

短縮しており、腫瘍増殖速度も急速な増大を認めた。腫瘍の組織学的な検討から、ヒアルロン酸過

剰産生群の腫瘍では低分化型腺癌の像を呈し、腫瘍内への間質細胞の動員と腫瘍間質の形成

が顕著であった。一方、対照群の腫瘍は間質の乏しい腺癌の像を呈した。更に、ヒアルロン酸過剰

産生群の腫瘍組織では、I 型コラーゲンとフィブロネクチン抗体陽性の間質構造が著明に観察され

た。また腫瘍内に CD31 抗体陽性の微小な血管が多数認められた。腫瘍間質の近傍に腫瘍血管

の形成が著しいことから、間質由来の血管新生因子の関与が考えられ、事実、リアルタイム定量

RT-PCR による解析の結果、basic FGF や SDF-1a/CXCL12 の発現増加が明らかとなった。以上の

結果は、血管新生のヒア

ルロン酸依存的な促進

に腫瘍間質の密接な関

与を強く示唆している。

次に、ヒアルロン酸合成

の増加が間質反応及び

血管新生促進に働く分

子機構を解明するため、

腫瘍内の細胞外マトリッ

クスについてその構成

分子の発現と局在を解

析した。その結果、ヒア

ルロン酸結合性プロテ

 
図 14．乳癌特異的にヒアルロン酸を過剰に産生するモデルマウス（HAS

コンディショナルトランスジェニックマウス）の乳癌組織におけるリンパ管

形成の著明な亢進。 



オグリカンであるバーシカン/PG-M が、ヒアルロン酸合成の増加に伴って、腫瘍間質細胞の細胞外

マトリックスに蓄積していることを明らかにした。これらの発見は、ヒアルロン酸リッチマトリックスが宿

主間質細胞の動員に有利な細胞外微小環境を形成し、癌進展の促進に働くという考えを支持す

る。

 腫瘍形成や癌転移の促進に働く血管新生に着目し、ヒアルロン酸の作用をマトリゲルプラグアッ

セイにより解析した。種々のヒアルロン酸標品をマトリゲルプラグアッセイに供して血管新生促進効

果を検討した結果、高分子ヒアルロン酸単独では誘導されない血管新生が、バーシカンとの複合

体により促進されるという新規の機構を明らかにした。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

が明らかとなった。そして HAS1 遺伝子欠損マウスと野生型マウスについて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。

一方、HAS2 の siRNA 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、血管新生の促進に深く関与していることが明らかとなっ

た。

③成果の位置づけ：ヒアルロン酸-CD44 相互作用によって発信される糖鎖情報の解読とその調節

機構については、その解明が癌進展阻止の重要なポイントと位置づけられている。にもかかわらず、

その調節機構が複雑で全体像を解明するに至っていない。これまでのところ、ヒアルロン酸糖鎖長

や CD44 の活性化状態がその調節に重要とされている。しかしながら、ヒアルロン酸結合蛋白質に

よる調節機構については、近年まさに注目され始めたところである。本研究はそうした状況の中で、

ヒアルロン酸−CD44 相互作用に SHAP が調節因子として関与している事をいち早く解明した点で

先駆的と言える。

 癌遺伝子によるヒアルロン酸産生の亢進については古くからその報告があるが、今回我々は癌

遺伝子による HAS 遺伝子の発現増加を明らかにした。さらに、ヒアルロン酸産生による腫瘍増殖の

促進が単にヒアルロン酸量に依存しているのでなく、二層性の反応を呈し、過度なヒアルロン酸産

生はむしろ腫瘍増殖の抑制に働く事を世界で初めて明らかにした。以上の事実は、細胞の癌化と

ヒアルロン酸合成異常との詳細な関係を知るために極めて重要な研究成果と位置づけられ、その

後多くの論文により引用されている。また、HAS2 コンディショナルトランスジェニックマウスの樹立は、

世界的に例がなく、乳癌におけるヒアルロン酸の過剰産生の報告も無い。今回、乳癌特異的にヒア

ルロン酸を過剰産生するモデルマウスを用いて解析した結果、このモデルマウスがヒト進行性乳癌

の病態を反映した新規モデル動物であることが判明した。従って当該モデルマウスは、今後乳癌

の進行を解析する為の極めて良い実験動物を提供するという点で重要である。ヒアルロン酸合成

 
図 15．CD44 陽性細胞のヒアルロン酸および SHAP-ヒアルロン酸複合体への接着。CD44 陽性の HUT78 細

胞が各濃度の固定化ヒアルロン酸およびSHAP-ヒアルロン酸複合体へ接着する様子を観察した。SHAP-ヒア

ルロン酸複合体と同等の接着には 20～30 倍のヒアルロン酸濃度が必要である。 



の制御技術を確立して、癌進展との関連を探るという研究領域において、我々は現時点で既にヒ

アルロン酸合成に関して制御技術を確立しており、またその制御技術を用いて血管新生の抑制に

成功している点で研究の最前に位置していると言える。 

④類似研究との比較： 癌進展におけるヒアルロン酸の関与についてはこれまでのところ癌細胞株

を用いた研究が中心であり、ヒアルロン酸産生と癌細胞の増殖性や浸潤性との関係が報告されて

いるに過ぎない。今回我々は、こうしたヒアルロン酸の関与について、発現レベルの異なる細胞を

選別して解析する事により至適なヒアルロン酸合成レベルがある事を新規に明らかにした。一般に

ヒト癌において、ヒアルロン酸の産生増加と癌の進展との間に正の相関関係が認められているが、

例外も知られていた。今回の結果は、従来の類似研究では解明されていない機構として、過度のヒ

アルロン酸産生がむしろ癌細胞の増殖に対して抑制的に働く可能性を示して、この問題の理解に

新たな方向性を示した。一方、癌細胞株を用いた従来の解析では、前癌状態から癌化初期におけ

るヒアルロン酸の役割については解明されなかった。しかし今回、自然発症の乳癌モデルを用いる

ことにより、ヒアルロン酸が癌の発生初期からその発生率や増殖速度を高める働きのある事が初め

て確認された。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

①成果の今後の展開見込：本研究で示した SHAP やバーシカンの例にも明らかなように、ヒアルロ

ン酸の機能発現や糖鎖情報が、結合分子の関与する複雑な分子間ネットワークによって総合的に

調節される機構が浮き彫りとなった。従って今後の方針として、これら超分子複合体の有する生物

機能に着目した応用研究を視野に研究を展開する見込みである。同時に、これらヒアルロン酸結

合分子の機能阻害に基づく制癌・抗転移薬の開発が見込まれる。今後、ヒアルロン酸合成阻害剤

やヒアルロン酸糖鎖シグナルの下流で機能するシグナル分子の阻害剤については、マウス動物試

験により制癌・抗転移の前臨床試験を進め、臨床応用のための基礎的な情報を得ることを目指

す。 

②想定される科学技術や社会への波及効果：これまで、多くの癌組織において、ヒアルロン酸の過

剰産生と予後との関係が指摘されてきたが、ヒアルロン酸糖鎖の過剰な産生が腫瘍内間質反応を

強力に惹起するという今回の結果は、腫瘍間質を標的とした癌治療の新たな可能性を示すととも

に「異常となったヒアルロン酸合成レベルを正常化することにより、癌を退縮させ転移を阻止するこ

とも可能」であることを示唆した。この点で、本研究の成果が新たな治療法開発に途を拓いたと言

える。本研究により作製した HAS コンディショナルトランスジェニックマウスは、間質反応を伴う進行

性乳癌の病態解明と治療法開発に有用であり、今後モデルマウスを用いたヒアルロン酸糖鎖合成

阻害剤の制癌・抗転移効果の検討、さらにはその臨床応用が期待される。また、HAS コンディショ

ナルトランスジェニックマウスは Cre リコンビナーゼを組織特異的に発現する事により基本的にあら

ゆる臓器でヒアルロン酸の過剰産生を誘導可能である。例えば、過剰なヒアルロン酸産生を伴って

その病態が進行する動脈硬化症や肝硬変等臓器線維症において、これら疾患の治療法開発の為

のモデルマウスとして有用と成り得る点でその波及効果は大きい。 

 

２ ヒアルロン酸合成機構の解明と合成阻害剤の開発 

 

(1)研究実施内容及び成果 

①研究実施方法：ヒアルロン酸合成阻害剤 4-メチルウンベリフェロン(MU)の阻害機序を明らかに

するため、HAS2 遺伝子導入ラット 3Y1 細胞を用いて MU 添加によるヒアルロン酸合成への影響を

解析した。合成酵素に対する MU の阻害活性については、遺伝子導入細胞の細胞膜画分を酵素

源として、試験管内ヒアルロン酸合成系により検討した。ヒアルロン酸合成は、UDP-[14C]グルクロ

ン酸のヒアルロン酸への取り込みを濾紙クロマトグラフィーにより解析して測定し、MU グルクロン酸



の生成は、薄層クロマトグラフィーと HPLC カラムクロマトグラフィーにより解析した。さらに UDP-グ
ルクロン酸糖転移酵素(UGT1A6)と HAS2 cDNA を導入した COS 細胞を用いて、MU 添加による

ヒアルロン酸合成阻害の増強効果を調べた。

 無細胞ヒアルロン酸合成系の確立のため、バキュロウィルス-昆虫細胞系にてヒト HAS2 蛋白質を

ヒスチジンタグとの融合蛋白質として発現した。ウィルス感染細胞を培養した後、超音波処理にて

細胞を破砕し、不溶性膜画分として HAS2 蛋白質を得た。その膜画分に界面活性剤を添加して脂

質二重膜から HAS2 蛋白質を可溶化した。次に可溶化した HAS2 蛋白質をニッケルカラムクロマト

グラフィーにより精製し、リン脂質から作製したリポソームを添加して脂質二重膜を再構成して酵素

活性を調べた。 

②研究実施内容・成果：ヒアルロン酸糖鎖合成阻害剤の開発を目的として、ヒアルロン酸合成阻害

剤として報告されている MU について、その阻害機序に関する研究を行った。その結果、MU が濃

度依存的に合成酵素活性を阻害すること、また MU によるヒアルロン酸合成の阻害に、UDP-グル

クロン酸糖転移酵素(UGT)の糖転移反応による MU グルクロン酸の生成が深く関与していることを

証明した。この結果は、UGT1A6 発現 COS 細胞において、MU の阻害作用が著しく増強されること、

またこの酵素を発現していない COS 細胞では、MU によるヒアルロン酸合成阻害が認められないこ

とからも支持された。

 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−昆虫細胞発現系を用いた 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、さらに部分精製することに成功した。そし

て、昆虫細胞系においても従来の哺乳動物細胞系で発現した場合と同程度の活性を保持した

HAS2 蛋白質を得ることが示された。可溶化のための界面活性剤としては、概して親水部に糖鎖を

持った非イオン性のものが適していることがわかった。リン脂質により膜の再構成を図ったものは界

面活性剤で可溶化しただけのものに比べて活性が向上した。リン脂質の種類に関しては、親水部

の電荷、アルキル鎖長や不飽和度の違いが HAS2 蛋白質の安定性に大きな影響を及ぼすことが

明らかとなった。さらに膜再構成前後の HAS2 蛋白質をゲルろ過クロマトグラフィーにより分画した

ところ、複数のピークが現れたが、高分子量域にある HAS2 蛋白質-脂質複合体のピークが相対的

に最も活性が高いことがわかった。以上の結果から、脂質等により HAS2 蛋白質が堅固に保持され

た安定な複合体として存在する場合に、十分な活性が維持されることが示唆された。 

③成果の位置づけ：HAS2 蛋白質は細胞膜を 7 回貫通する膜蛋白質であるために精製は困難

とされてきたが、今回我々は哺乳動物由来の HAS 蛋白質を安定にしかも活性を維持した状

態で精製することに世界に先駆けて成功した。これにより、無細胞ヒアルロン酸合成系の

確立に向け大きく前進した。また、細菌由来の HAS については、精製酵素を用いた解析例

の報告があるが、哺乳動物由来の HAS については、精製蛋白質を用いた無細胞ヒアルロン

酸合成系についての報告は無く、本研究は先駆的と言える。 

④類似研究との比較：細菌由来の HAS については、精製酵素を用いたリン脂質の要求性につ

いての解析例が報告されている。しかしながら、哺乳動物由来の HAS については、精製蛋

白質を用いたヒアルロン酸合成機構解明についての報告は無く、リン脂質に対する依存性

も明らかとなっていなかった。今回の解析により、細菌由来の HAS 蛋白質がその活性にカ

ルジオリピンを要求するのに対して、哺乳動物の HAS 蛋白質はフォスファチジルセリンが

その活性発現に最も効果的であり、脂質要求生に差異がある事を今回初めて明らかにした。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

①成果の今後の展開見込：本研究の結果、UGT の基質となる化合物が潜在的にヒアルロン酸

合成阻害に働く可能性が示唆された。今後、その阻害機序に関する情報をもとに新規阻害



物質の探索と開発を進めることが可能である。また、無細胞ヒアルロン酸合成系の確立を

受けて、今後は新規ヒアルロン酸合成阻害剤をハイスループットに探索し、阻害活性の認

められた化合物について動物試験により制癌・抗転移活性を評価することにより、前臨床

試験的なデータを取得して薬の開発を展開する事が期待される。 

②想定される科学技術や社会への波及効果：ヒアルロン酸合成阻害剤の開発は癌に対する薬

の開発に留まらず、ヒアルロン酸の過剰な産生を伴ってその病態が進行する動脈硬化や肝

硬変といった臓器線維症の治療薬としてもその有効性が期待されている。これらの疾患は

癌と並び我が国における死亡原因の上位を占めている。しかしながら、これまでのところ

有効な治療薬が少ないのが現状である。今後、本研究の成果に基づいて開発される新規合

成阻害剤がこれら臓器線維症の新規治療薬として開発される事は、疾患に悩む患者にとっ

て有益であり、社会への波及効果も大きいと想像される。 

 



４ 研究参加者 

   ①神奈木グループ（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） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

神奈木玲児 

 

愛知県がんセン

ター研究所分

子病態学部 

部長 研究全般統括 
平成 14 年 11 月～平成

20 年 3 月

田口  修 
 

同上 
室長 動物実験 

平成 14 年 11 月～平成

20 年 3 月 

京ケ島守 同上 主任研究員 細胞生物学的実験 
平成 16 年 4 月～平成

20 年 3 月

佐久間敬一朗 同上 主任研究員 分子生物学的実験 
平成 19 年 4 月～平成

20 年 3 月

金森審子 同上 主任研究員 分子生物学的実験 
平成 14 年 11 月～平成

20 年 3 月

陳 国雲 同上 
CREST 研

究員 
分子生物学的実験 

平成 15 年 10 月～平成

20 年 3 月

林 啓智 同上 特任研究員 分子生物学的実験 
平成 18 年 1 月～平成

20 年 3 月

殷 軍 同上 
リサーチレ

ジデント 
分子生物学的実験 

平成 15 年 4 月～平成

20 年 3 月

安川然太 同上 
リサーチレ

ジデント 
分子生物学的実験 

平成 18 年 4 月～平成

20 年 3 月

遊佐亜希子 同上 
リサーチレ

ジデント 
分子生物学的実験 

平成 19 年 4 月～平成

20 年 3 月

井澤峯子 同上 技師 細胞生物学的実験 
平成 14 年 11 月～平成

20 年 3 月

後藤嘉子 同上 技師 細胞生物学的実験 
平成 15 年 1 月～平成

20 年 3 月

宮崎敬子 同上 
CREST 技

術員 
細胞生物学的実験 

平成 14 年 11 月～平成

20 年 3 月

橋本彩子 同上 
CREST 研

究補助員
分子生物学的実験 

平成 15 年 4～平成 17
年 11 月

西岡明子 同上 技術補佐員 動物実験 
平成 15 年 4 月～平成

20 年 3 月

木村尚子 同上 
研修員(大学

院博士課程)
分子生物学的実験 

平成 15 年 5 月～平成

20 年 3 月

藤井正宏 同上 
研修員(大学

院博士課程)
細胞生物学的実験 

平成 18 年 6 月～平成

20 年 3 月

矢木宏和 同上 
研修員(大学

院博士課程)
分子生物学的実験 

平成 18 年 4 月～平成

20 年 3 月

近藤幸子 同上 研修員 生化学的実験 
平成 18 年 4 月～平成

20 年 3 月



萩原和美 同上 研修員 細胞生物学的実験 
平成 18 年 6 月～平成

20 年 3 月

藤井正宏 同上 
研修員(大学

院博士課程)
細胞生物学的実験 

平成 18 年 6 月～平成

20 年 3 月

小池哲史 同上 
研修員(大学

院博士課程)
分子生物学的実験 

平成 15 年 4 月～平成

20 年 3 月

芥川篤史 同上 
研修員(大学

院博士課程)
細胞生物学的実験 

平成 16 年 5～平成 19
年 3 月

八尾村多佳朗 同上 
リサーチレ

ジデント 
分子生物学的実験 

平成 15 年 4～平成 17
年 3 月

上田  大 同上 
リサーチレ

ジデント 
生化学的実験 

平成 16 年 4～平成 17
年 3 月

Fathy 

ElFasakhany 
同上 

外国人特別

研究員 
細胞生物学的実験 

平成 14 年 11～平成 17
年 10 月

隈元謙介 大原病院 医師 分子生物学的実験 
平成 14 年 11～平成 17
年 3 月

藪田智範 大原病院 医師 分子生物学的実験 
平成 14 年 11～平成 17
年 3 月

内村健治 
国立長寿医療

センター 
室長 分子生物学的実験 

平成 18 年 11 月～平成

20 年 3 月 

玉置広美 
愛知県がんセン

ター研究所 
技術補佐員 細胞生物学的実験 

平成 19 年 4 月～平成

20 年 3 月 

 

 

   ②北島グループ（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） 

 

氏名 所属 役職 研究項目 参加時期 

北島 健 名古屋大学・生

物機能開発利用

研究センター 

教授 

研究全般とグル

ープ統括 

平成 14年 11月～

平成 20 年 3 月 

佐藤ちひろ 
同上 

准教授 研究全般、特に検

出法の確立 

平成 14年 11月～

平成 20 年 3 月 

井上貞子 
同上 

客員研究員 メカニズムの解

析 

平成 18 年 4 月～

平成 20 年 3 月 

朝比奈慎二 
同上 

D2-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 18 年 9 月 

矢部宇一郎 
同上 

D2-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 17 年 3 月 

安川然太 
同上 

D1-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 18 年 3 月 

足立朋子 
同上 

M2-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 19 年 6 月 

郷 慎司 
同上 

M2-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 19 年 4 月 

宮田真路 
同上 

M2-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 18 年 3 月 



原田陽一郎 
同上 

D1-D3, CREST

研究補助員 

メカニズム解析、

利用技術基盤確

立 

平成 15 年 4 月～

平成 19 年 6 月 

殷 軍 
同上 

D1-D3 メカニズムの解

析 

平成 15 年 4 月～

平成 18 年 3 月 

遊佐亜希子 
同上 

D1-D3 メカニズムの解

析 

平成 15 年 4 月～

平成 18 年 3 月 

藤田明子 
同上 

M1-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 19 年 3 月 

山川奈緒 
同上 

M1-D3 メカニズムの解

析 

平成 14年 11月～

平成 20 年 3 月 

岩田章子 
同上 

CREST 研究補

助員 

検出法の確立、メ

カニズム解析、利

用技術基盤確立 

平成 15 年 4 月～

平成 20 年 3 月 

 

   ③土肥グループ（消化器癌の糖鎖不全現象におけるエピジェネティックな遺伝子抑制機構の

解析） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

土肥多惠子 国 立 国 際 医 療

センター研究所

消 化 器 疾 患 研

究部 

部長 消化器癌の糖鎖不全現

象におけるエピジェネテ

ィックな遺伝子抑制機構

の解析 

平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

河村由紀 国 立 国 際 医 療

センター研究所 

CREST 研

究員 

消化器癌の糖鎖不全現

象におけるエピジェネテ

ィックな遺伝子抑制機構

の解析 

平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

川島 麗 国 立 国 際 医 療

センター研究所 

研 究 補 助

員 

消化器癌の糖鎖不全現

象におけるエピジェネテ

ィックな遺伝子抑制機構

の解析 

平成 19 年 8 月～ 

 平成 20 年 3 月 

 

   ④小島グループ（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） 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

小島 直也 東海大学・糖鎖

工学研究施設 

教授 グループの統括、リガ

ンドドメインの機能解

析 

平成 14 年 11 月～ 

 平成 19 年 10 月 

清水 佳隆 東海大学・糖鎖

工学研究施設 

東海大学

・特定研究

員 

機能性糖鎖の人工糖脂

質ライブラリーの構築

およびセレクチンリガ

ンド糖鎖の検索 

平成 14 年 11 月～ 

 平成 15 年 10 月 

黒田 泰弘 東海大学・糖鎖

工学研究施設、

JST（東海大学

・糖鎖工学研究

施設） 

東海大学

・特定研究

員、CRES

T 研究員 

糖鎖の構造解析および

タンパク質部分の解析

平成 14 年 11 月～ 

 平成 19 年 8 月 



松村 和俊 JST（東海大学

・糖鎖工学研究

施設） 

CREST 技

術員 

リガンドの構造解析 平成 15 年 5 月～ 

 平成 17 年 1 月 

鈴木 智佳子 東海大学・糖鎖

工学研究施設 

研究補助

員 

ミクロドメイン中の糖

タンパク質の解析 

平成 16 年 9 月～ 

 平成 18 年 12 月 

森 泰之 東海大学大学

院・理学研究科 

大学院生 蛍光人工糖脂質の開発

と糖鎖の機能・構造の

解析 

平成 17 年 4 月～ 

 平成 19 年 3 月 

 

 

   ④ 浜口グループ（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） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

浜口道成 名古屋大学大

学院医学系研

究科 

教授 総括 
平成 14 年 11 月～平成

19 年 10 月 

岩本隆司 名古屋大学大

学院医学系研

究科 

助教授 遺伝子の解析 
平成 14 年 11 月～平成

18 年 3 月 

NaingNaing Mon 
名古屋大学大

学院医学系研

究科 

外国人研究

者 

シグナル伝達因子の解

析 
平成 16 年 4 月～平成

19 年 10 月 

長谷川仁紀 
名古屋大学大

学院医学系研

究科 

客員研究者
Crk 癌化細胞の解析 

平成 16 年 4 月～平成

19 年 10 月 

黄鵬宇 
名古屋大学大

学院医学系研

究科 

研究員 
細胞生物学的解析 

平成 14 年 11 月～平成

19 年 10 月 

鈴木紀子 
名古屋大学大

学院医学系研

究科 

CREST 研究

補助員 

遺伝子、細胞の調整 
平成 14 年 11 月～平成

19 年 10 月 

 

   ⑤板野グループ（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の研

究） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

板野 直樹 信州大学大学

院医学研究科

加齢適応医科

学系専攻 

准教授 ヒアルロン酸・CD44 に

よる癌転移促進機構の

解明・ヒアルロン酸合

成機構の解明と合成阻

害剤の開発 

平成 14 年 11 月～ 

 平成 19 年 3 月 

卓 麗聖 愛知医科大学

分子医科学研

究所 

助教 

 

ヒアルロン酸・CD44 に

よる癌転移促進機構の

解明 

平成 14 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

（平成 15 年 4 月～ 

 平成 16 年 3 月 

CREST 研究員） 



森 俊明 東京工業大学 

大学院生命理

工学研究科 生

体分子機能工

学専攻 

准教授 ヒアルロン酸合成機構

の解明と合成阻害剤の

開発 

平成 17 年 4 月～ 

 平成 18 年 3 月 

日比 輝正 科学技術振興

機構 

CREST 

技術員 

ヒアルロン酸・CD44 に

よる癌転移促進機構の

解明（データの収集及

び解析） 

平成 16 年 5 月～ 

 平成 17 年 4 月 

村川 明子 東京工業大学 

大学院生命理

工学研究科 生

体分子機能工

学専攻 

D3 

ヒアルロン酸合成機構

の解明と合成阻害剤の

開発（データの収集及

び解析） 

平成 16 年 7 月～ 

 平成 18 年 3 月 

（平成 16 年 7 月～ 

 平成 17 年 6 月 

CREST 研究補助員） 

大池 朋子 

科学技術振興

機構 

CREST 

研究補助

員 

ヒアルロン酸合成機構

の解明と合成阻害剤の

開発（データの収集及

び解析） 

平成 17 年 7 月～ 

 平成 19 年 3 月 

小山 洋 信州大学大学

院医学研究科

加齢適応医科

学系専攻 

D2 

ヒアルロン酸・CD44 に

よる癌転移促進機構の

解明 

平成 17 年 8 月～ 

 平成 20 年 3 月 

小林 宣隆 信州大学大学

院医学研究科

加齢適応医科

学系専攻 

D1 

ヒアルロン酸・CD44 に

よる癌転移促進機構の

解明 

平成 19 年 3 月～ 

 平成 20 年 3 月 

畑田 靖世 
信州大学大学

院医学研究科

加齢適応医科

学系専攻 

M1 

ヒアルロン酸合成機構

の解明と合成阻害剤の

開発 

平成 19 年 5 月～ 

 平成 19 年 10 月 

（研究補助員として

大学で採用し、JST 委

託費で雇用） 

三好 征司 
信州大学大学

院医学研究科

加齢適応医科

学系専攻 

M1 

ヒアルロン酸・CD44 に

よる癌転移促進機構の

解明 

平成 19 年 5 月～ 

 平成 19 年 10 月 

（研究補助員として

大学で採用し、JST 委

託費で雇用） 

 

５ 招聘した研究者等 

氏 名（所属、役職） 招聘の目的 滞在先 滞在期間 

なし    
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not sufficient for terminal differentiation and cell growth arrest of M1 mouse leukemia cells” 
平成 15 年 10 月 16 日、日本生化学会総会、横浜, 2003.  

150. Norihiko Ueda, Myat Lin Oo and Hamaguchi M “Signaling critical for 
anchorage-independent growth of v-Src transformed cells” 平成 15 年 10 月 16 日、日本生化
学会総会、横浜, 2003.  

151. Hitoki Hasegawa, Feng Xu, Takeshi Senga and Hamaguchi M “Recovery of cell spreading in 
MEK-transformed cells by BATF, a transcription factor” 平成 15 年 10 月 16 日、日本生化学
会総会、横浜, 2003.  

152. 橋本茂、小野寺康仁、橋本あり、森重真毅、田中美和、浜口道成、佐辺寿孝、「Arf6 は乳癌
細胞の浸潤性獲得において必須の分子装置の一つである」平成 16 年 9 月 30 日、日本癌
学会総会、福岡, 2004.  

153. 山本竜義、小田高司、二村雄次、浜口道成、「乳癌における SHPS-1 蛋白発現の臨床病理
学的検討」平成 16 年 9 月 30 日、日本癌学会総会、福岡, 2004.  

154. Miwa Tanaka, Takeshi Senga, Oo Myat Lin, Hiroshi Takeuchi and Hamaguchi M, “The 
cysteine cluster motif in the C-terminal lobe of the Src family kinases has an allosteric 
repressor function on the kinase” 平成 16 年１０月１４日、日本生化学会、横浜, 2004.  

155. Akino Takahashi, Takashi Iwamoto and Hamaguchi M  “Analysis of expression and function 
of microRNAs 143 and 145 in v-src-transformed fibroblasts” 平成 16 年１０月１４日、日本生
化学会、横浜, 2004.  

156. Naing Naing Mon, Hitoki Hasegawa, Yoko Tanimura and Hamaguchi M,  “A role for FAK 
in TF-alph-dependent secretion of MMP-9” １０月１６日、日本生化学会、横浜, 2004.  

157. “Suppression of anchorage independent growth of the cells by expression of SHPS-1” 
Yoshiko Ishida, Nozomu Kawashima and Hamaguchi M, １０月１６日、日本生化学会、横浜,
2004.  

158. Satoko Ito, Aye Aye Thant, Takeshi Senga, Yukio Yuzawa, Seiichi Matsuo and Hamaguchi M,
“The Ras-PI3K/Akt pathway suppresses the gap junctional communication in 
v-Src-transformed cells” 平成 16 年１０月１６日、日本生化学会、横浜, 2004.  

159. Pengyu Huang, Takeshi Senga, Aye Aye Thant and Hamaguchi M, “The abnormal subcellular 
localization of -catenin and microtuble disorganization in v-Src-transformed 3Y1 cells” 平
成 16 年１０月１６日、日本生化学会、横浜, 2004 

160. 田中美和、濱口道成。CC モチーフは Src ファミリーキナーゼで保存された制御ドメインであ
る、平成 17 年 9 月 16 日、日本癌学会学術総会、札幌。2005. 

161. ラーマン アミナー、千賀威，浜口道成。 一酸化窒素による細胞の運動の亢進，浸潤の機
構。日本癌学会学術総会、平成 18 年 9 月 28 日−30 日。横浜, 2006 

162. 山崎由紀子、伊藤聡子、角田伸行、千賀威、二村雄次、浜口道成. 乳癌細胞における
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抑制における Ras シグナルの役割。日本癌学会学術総会、平成 18 年 9 月 28 日−30 日。
横浜, 2006. 

164. 村川明子、板野直樹、木全弘治、神奈木玲児、森 俊郎、岡畑 恵雄 昆虫細胞を用いる膜
内在性ヒアルロン酸合成酵素の発現とその機能、日本化学会第 5 春季年会、神奈川大学、
2005.3.27. 

(４)特許出願 

 



①国内出願 (8 件)  

 
発 明 者：神奈木玲児、井澤峯子、村松  喬、内村健治、細川秀明 
発明の名称：大腸癌および腺腫の検査方法 
出 願 人：独立行政法人科学技術振興機構, 愛知県, 和光純薬工業（株） 
出 願 日：平成 15 年 8 月 20 日 
出願番号：特願 2003－296216 

 
発 明 者：濱口道成 
発明の名称：転写因子 BATF を用いた癌ならびに炎症性疾患の予防と治療 
出 願 人：独立行政法人科学技術振興機構 沖村憲樹 
出 願 日：平成１５年９月３０日 

 
発 明 者：小島直也、清水佳隆、池原 譲、中西速夫 
発明の名称：免疫応答システムを利用したドラッグデリバリーシステム 
出 願 人：東海大学、愛知県 
出 願 日：平成１６年３月１７日 

 
発明者：神奈木玲児, 宮崎敬子, 京ケ島守 
発明の名称：ケモカイン受容体 CCRlO の発現誘導剤 
出願人：独立行政法人 科学技術振興機構, 愛知県, 生化学工業（株） 
出願日：平成 16 年 7 月 26 日 
出願番号：特願 2004－216995 
 
発 明 者：神奈木玲児、井澤峯子、木村尚子、榑井俊介、渡邉一絵 
発明の名称：癌および腺腫の検査方法 
出 願 人：独立行政法人科学技術振興機構, 愛知県, (株)医学生物学研究所 
出 願 日：平成 17 年 12 月 15 日 
出願番号：PCT/JP2005/023015 

 
発明者：板野直樹 
発明の名称：ヒアルロン酸合成酵素遺伝子を導入した誘導性トランスジェニック動物 
出願人：独立行政法人 科学技術振興機構 板野直樹 
出願日：2006 年 3 月 31 日 
出願番号：特願平 2006-098273 
 
発明者：神奈木玲児, 木村尚子, 宮崎敬子, 松崎祐二, 安田洋祐 
発明の名称：2-6 シアリル 6-スルホ糖鎖に対する抗体 
出願人：独立行政法人 科学技術振興機構, 愛知県, 生化学工業（株） 
出願日：2007 年 2 月 14 日 
出願番号：特願平 2007-033674 
 
発明者：神奈木玲児, 松崎祐二, 安田洋祐 
発明の名称：2-6 シアリル 6-スルホラクトサミン糖鎖含有化合物 
出願人：独立行政法人 科学技術振興機構, 愛知県, 生化学工業（株） 
出願日：2007 年 2 月 14 日 
出願番号：特願平 2007-033675 
 
②海外出願 (2 件) 
発 明 者：神奈木玲児、井澤峯子、村松  喬、内村健治、細川秀明 
発明の名称：Methods for examining colorectal cancer and colorectal adenoma 
出 願 人：独立行政法人科学技術振興機構, 愛知県, 和光純薬工業（株） 
出 願 日：平成 16 年 7 月 9日 
出願番号：US 10/568,544 
 



発 明 者：神奈木玲児、井澤峯子、木村尚子、榑井俊介、渡邉一絵 
発明の名称：Methods for examining carcinoma and adenoma 
出 願 人：独立行政法人科学技術振興機構, 愛知県, (株)医学生物学研究所 
出 願 日：平成 19 年 7 月 16 日 
出願番号：PCT/US2005/023015 
 

 (５)受賞等  

 

   ①受賞 

平成 15 年 6 月 日本がん転移学会研究奨励賞 （板野直樹） 

平成 15 年 7 月 日本糖質学会研究奨励賞 （板野直樹） 
Poster of Distinction in Digestive Disease Week 2006. (Kawamura YI, Adachi Y, Curiel DT, 
Kawashima R, Mizutani N, Toyama-Sorimachi N, Nishimoto N, Dohi T) 

 

   ②新聞報道 

平成 17 年 1 月 6 日 中日新聞 朝刊「がん転移阻止に道筋－糖鎖発生“スイッチ”発見」 

平成 17 年 1 月 11 日 日刊工業新聞「糖鎖の仕組み解明－がんの治療法開発に道」 
平成 17 年 10 月 10 日 中日新聞 朝刊「リンパ球配置分子－糖鎖解明に成功」 

平成 19 年年 1 月 24 日、2 月 7, 14, 21 日 四回連載 讀賣新聞 朝刊「がん最前線」 

 

   ③その他： なし 

 

(６)その他特記事項： なし 

 

７ 研究期間中の主な活動 

ワークショップ・シンポジウム等 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2004年 

３月11日 
班会議 愛知県がん

センター 
７ 

チーム内ミーティング 

2004 年 

9 月 6-8 日 

糖鎖科学名古屋拠点の講

義と若手発表会

名古屋大学

東山キャン

パス 

80 

名古屋周辺の糖鎖研究者が集

まって討論。本研究班もほぼ全

員参加。 

2005 年 

3 月 15 日 

糖鎖科学名古屋拠点シン

ポジウム 

名古屋大学

東山キャン

パス 

100 

名古屋周辺の糖鎖研究者が集

まって討論。本研究班もほぼ全

員参加。 

2005年 

9月20-22日 

糖鎖科学名古屋拠点の講

義と若手発表会 

名古屋大学

東山キャン

パス 

80 

名古屋周辺の糖鎖研究者が集

まって討論。本研究班もほぼ全

員参加。 

2005 年 

9 月 29 日 
班会議 愛知県がん

センター 
７ 

チーム内ミーティング 

2006 年. 

9 月 13-15 日 

糖鎖科学名古屋拠点の講

義と若手発表会

名古屋大学

東山キャン

パス 

80 

名古屋周辺の糖鎖研究者が集

まって討論。本研究班もほぼ全

員参加。 

2007 年. 

9 月 13-15 日 

糖鎖科学名古屋拠点の講

義と若手発表会

名古屋大学

東山キャン

パス 

80 

名古屋周辺の糖鎖研究者が集

まって討論。本研究班もほぼ全

員参加。 

 

８ 結び 

 

特になし。 
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