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§１ 研究実施の概要 

 糖鎖の機能は、動態に対応して変化する。糖鎖の動態と機能の相関に統合的にアプローチするため、

糖鎖動態を時間的流れに沿って、生合成時の動態、膜上動態、プロセッシングの動態の３相に分けてと

らえ、各相における機能との相関をとらえることを目的とした。対象として、GPI アンカー、N-、O-グリカン、

グリコサミノグリカンを取り上げ、各相における糖鎖の動態を支配する構造的、細胞生物学的基盤を明ら

かにし、機能との相関の解明と病態解明への展開を図った。その結果、以下のような成果を得た。 

 （１）糖鎖生合成時の動態と機能発現に関し、英国で発見された先天性 GPI アンカー欠損症が、小胞体

での GPI アンカー生合成の低下のために起こっており、それが PIGM 遺伝子のプロモーター変異によっ

ている事を証明した(Almeida, Murakami et al, Nat Med, 2006)。さらに NaButyrate によってヒストンのアセ

チル化を回復させると生合成が回復することを発見し、英国グループによって治療に用いられた(Almeida, 

Murakami et al, N Eng J Med, 2007)。一方、哺乳動物の GPI アンカー型タンパク質の多くが、1 アルキル 2

アシル型ホスファチジルイノシトールを持っていることに関し、これが生合成の第 3 ステップ後にジアシル

型から劇的に変化すること(Houjou et al, J Lipid Res, 2007)、それにペルオキシソームのアルキルリン脂質

生合成経路が必要であることを示した（Kanzawa et al, Proc Natl Acad Sci, 2009）。前立腺癌、膀胱癌、精

巣腫瘍などの泌尿器悪性腫瘍および尿路感染症などの腎・泌尿器領域の疾患における糖鎖発現の意義

を検討した結果、特に、前立腺特異抗原（PSA）糖鎖の癌性変化を明らかにする成果を得た。すなわち、

前立腺癌由来の PSA は末端にシアル酸が alpha-2,3 で結合し、分岐した N-glycan が多いこと、正常PSA

には２本鎖 N-glycan はほとんど含まれず、ハイブリッドタイプや高マンノースタイプが主体であることを明

らかにした(Tajiri et al, Glycobiology, 2008)。膵がんの新しい腫瘍マーカーであるフコシル化ハプトグロビ

ンの産生に関与するフコシル化制御因子として、インターロイキン６を同定し、これをレクチンELISAキット

で証明した（Inohara et al, Biochem Biophys Res Commun, 2008）。フコシル化制御因子の１つである GMD

遺伝子の変異を大腸癌で発見し、腫瘍免疫との関連を解析した(Moriwaki et al, Gastroenterology, 2009)。 

糖鎖の構造多様性における平衡支配の可能性を、N-アセチルグルコサミン転移酵素-III の協同的活性

調節機構の速度論的モデルから反応可逆性の定量的な解析により示唆した（論文準備中）。グリコサミノ

グリカン糖鎖の生合成に関わる種々の糖転移酵素と硫酸基転移酵素の遺伝子の機能発現を、動物個体

および培養細胞系において解析し、神経突起伸長に重要なコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸ハイブ

リッド鎖の機能構造と発現パターンを明らかにした(Mitsunaga et al, J Biol Chem, 2006 ほか)。 

 （２）糖鎖の膜上動態と機能発現に関しては、小胞体で生合成された GPI アンカー型タンパク質の不飽

和脂肪酸が、ゴルジ体膜上で新規の PGAP2 と PGAP3 遺伝子の関与のもと、飽和脂肪酸に置き換えられ

る脂肪酸リモデリングが起こることを発見し、それが脂質ラフトへの濃縮に必須な現象であることを証明し

た(Tashima et al, Mol Biol Cell, 2006; Maeda et al, Mol Biol Cell, 2007)。また、GPI アンカー型タンパク質

が小胞体からゴルジ体へ輸送される際に、第 2 マンノースに付加されているエタノールアミンリン酸側鎖

が新規遺伝子 PGAP5 によって除去される糖鎖リモデリングを発見した。これが小胞体からの効率的な輸

送に必要であることを示し、タンパク質の膜アンカーに脂質だけでなく複雑な糖鎖が含まれていることの

意義のひとつを明らかにした(Fujita M et al, Cell, 2009)。さらに、GPIアンカー型タンパク質だけでなく、広

く糖タンパク質と糖脂質の輸送及びN-、O-型糖鎖の構造形成に、ゴルジ体のpHが重要であること、その

制御に新規の塩素イオンチャンネル GPHR がプロトンポンプのカウンターイオンチャンネルとして働くこと

が必須であることを明らかにした(Maeda Y et al, Nat Cell Biol, 2008)。リサイクリングエンドソームが、細胞

内膜輸送の多くの経路で重要な中継地点として機能していることを示した(Misaki et al, Biochem Biophys 

Res Commun 2007)。また、糖脂質に依存する逆行性膜輸送経路へのリサイクリングエンドソームの関与と、

その制御因子を明らかにすることができた。EGF と TGF-beta などの増殖因子受容体やインテグリンに付

加された N-型糖鎖により、膜上受容体の機能が正にまたは負に制御されることを明らかにし、また、イン

テグリン二量体の形成に重要な糖鎖付加部位を同定した(Isaji et al, J Biol Chem,2006; Isaji et al, J Biol 

Chem,2009; Sato, et al, J Biol Chem, 2009)。 

 （３）糖鎖プロセッシングの動態と機能発現に関し、GPI アンカー型タンパク質が精巣で細胞膜から遊離
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することを追求し、精巣型アンギオテンシン変換酵素(tACE)が GPI を切断する GPIase 活性を持つこと、

tACE による GPI 切断が受精能獲得に必要であることがわかった（Kondoh et al, Nat Med, 2005）。糖タン

パク質から脱離した N 型糖鎖の細胞質でのプロセシングの全体像を明らかにすることを目指し、遊離糖

鎖の微量簡便定量法を確立した（Suzuki, et al, Anal Biochem, 2008）。さらに、細胞質マンノシダーゼの

Man2C1 が、分解経路においてマンノースの刈り込みに働くことを証明した（Suzuki, et al, Biochem J, 2006）。 

 

 

§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

 

 糖鎖の動態と機能の相関に統合的にアプローチするため、糖鎖動態を変化の時間的流れに沿って３つ

の相に分けてとらえ、各相における機能との相関を明らかにする。第１は、「糖鎖生合成時の動態と機能

発現」である。特に、GPI アンカー、N-グリカン、グリコサミノグリカンといった複雑な構造の糖鎖生合成時

の動態を支配する構造的、細胞生物学的基盤を解明し、病態解明への展開を図る。 

 第２は、「糖鎖の膜上動態と機能発現」である。生合成された糖鎖は、細胞膜上・膜外に局在し機能を発

現するが、特に膜のドメインである脂質ラフトは様々な膜構成成分が相互作用しつつ細胞内外の情報の

やりとりを行う場になっている。脂質ラフトの構成成分である糖脂質と GPI アンカー型タンパク質のラフト局

在メカニズム、細胞内トラフィッキングと機能発現の相関を解明する。 

 第３は、「糖鎖プロセッシングの動態と機能発現」である。できあがった糖鎖がグリコシダーゼなどによっ

てプロセッシングを受け、新たに生成する糖鎖あるいは遊離したタンパク質が機能を発現する現象を対

象に、糖鎖プロセッシングに働く酵素・制御因子群を解明する。さらに、それらの欠損・変調の糖鎖機能

への影響を解析し、糖鎖プロセッシングが生体機能に果たす役割を解明する新領域を開く。 

 

１．糖鎖生合成時の動態と機能発現（主担当：木下、菅原、田口友、池田、顧、大山、和田） 

 小胞体におけるGPIアンカーの生合成とタンパク質への付加に働く２０数遺伝子が木下らの研究を中心

に明らかになっているが、さらに GPI アンカーが付加された後、小胞体からゴルジ体へのトラフィッキング

中に GPI アンカー部分の側鎖修飾が起こり、さらに脂質リモデリングも起こる。これらの構造変化の詳細と、

修飾と輸送に働く遺伝子群を明らかしようとするが、それらの異常は細胞表面での GPI アンカー型タンパ

ク質の完全欠損から部分欠損まで様々な程度の影響を来すと予想される。これら一連の反応に関わる全

遺伝子群の解明のため、新たに GPI アンカー型タンパク質発現変異細胞を徹底分離する。すでに我々

が確立しているGPIアンカー結合毒素を用いるスクリーニングの選択程度を調節して用いることにより、欠

損の程度が様々な変異細胞株を多数確立する。得られた変異細胞の責任遺伝子をクローニングする。さ

らに、タンパク質トラフィッキングに働く輸送小胞の解析を進めている研究分担者の田口友のグループと

共同で、変異細胞におけるトラフィッキングの異常を解析する。一方、質量分析法で GPI アンカーの詳細

構造を決定するシステムを構築している研究分担者の田口良のグループと共同で、変異細胞株のGPIア

ンカーの構造を決定し、たんぱく質への付加後に起こる構造変化を明らかにする。トラフィッキング、構造、

責任遺伝子の解析から、GPIアンカー型タンパク質の生合成時の動態の構造的、細胞生物学的基盤を解

明する。 

 研究分担者の菅原は、グリコサミノグリカン糖鎖の生合成に関わる種々の糖転移酵素と硫酸基転移酵素

の遺伝子クローニングを行ってきた。本研究では、動物個体および培養細胞系において、これらの遺伝

子の機能発現を撹乱することによって引き起こされるフェノタイプを見出し、糖鎖の機能を解明する。また、

フェノタイプ発現のプロセスを詳細に検討し、生合成の撹乱の結果現れる糖鎖構造の変化を解析するとと

もに、どのような機能性タンパク質との相互作用の変化が起るかを解明し、グリコサミノグリカン糖鎖の動

態と機能発現の分子メカニズムを統合的に解明する。実際には、マウス、ゼブラフィッシュ、培養細胞系で



－3－ 

遺伝子ノックアウト、ノックダウンを行い、糖鎖の構造変化と変化した糖鎖の細胞増殖因子、形態形成因子

などの機能性タンパク質との相互作用を比較検討し、異常フェノタイプ発現の分子メカニズムを解明す

る。 

 N-グリカンが、組織、分化ステージ、癌化の程度などの違いによって異なる構造をとり、それが糖タンパ

ク質の機能に大きな影響を与えることはよく知られている。研究分担者の池田は、ゴルジ体内での糖転移

酵素群の空間的配置の解明が、こうした N-グリカン構造の決定メカニズムの理解に重要であると考え、本

研究では、細胞内での糖鎖アセンブリーの時間的推移をモニターする系の確立に取り組む。また、N-ア

セチルグルコサミン転移酵素III(GnT-III)を対象に、糖転移酵素サブユニット間の相互作用を解析する。こ

れらの成果を、空間内配置の解析につなげる。顧は、GnT-III が高発現した細胞では、カドヘリンやイン

テグリンの機能変化が起こることを見出している。和田と協力し、質量分析技術を駆使して糖鎖構造を決

定し、糖鎖構造の変化が主要な接着タンパク質の機能に及ぼす影響を解明する。大山は、泌尿器科の

臨床研究に重点を置き、前立腺特異抗原(PSA)の N-グリカン構造の癌化に伴う変化を検出する手法を開

発し、前立腺癌のスクリーニング効率を向上させる。さらに、GnT-V とコア２N-アセチルグルコサミン転移

酵素を前立腺癌の悪性度マーカーとして取り上げ、治療方針決定因子としての応用を図る。 

 

２．糖鎖の膜上動態と機能発現（主担当：木下、田口友、田口良） 

 GPI アンカー型タンパク質は、脂質ラフトのマーカーに用いられるように、脂質ラフトに濃縮される典型

的な膜構成成分である。木下は、GPI アンカー型タンパク質が脂質ラフトに濃縮されるメカニズムの解明

を目指す。すでに樹立している GPI アンカー型タンパク質の脂質ラフトへの濃縮が低下した変異細胞株

の責任遺伝子をクローニングし、GPI アンカー型タンパク質の脂質ラフトへの濃縮に働く因子を明らかに

する。さらに、田口良のグループと共同で、変異細胞株の GPI アンカーの構造を決定し、ラフトへの濃縮

に必要な GPI アンカーの構造を明らかにする。また、得られた遺伝子のノックアウトマウスを作成し、脂質

ラフトへの組み込みの不全が GPI アンカー型タンパク質の機能に与える影響を解析するとともに、生体に

及ぼす影響を解析する。 

 

３．糖鎖プロセッシングの動態と機能発現（主担当：鈴木、近藤） 

 主として以下の２つのテーマを推進し、生体機能に果たす糖鎖プロセッシングの重要性を明確にする。 

 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。遊離糖鎖の生理機能については、例えば高等植物においては果実の成熟や茎

の成長に関わるとされているが、生成過程の分子的基盤が全く不明であったため、それ以上解析されて

いないのが現状である。研究分担者の鈴木はこれまでに(1)の酵素の発見と遺伝子同定および(2)の酵素

の遺伝子同定を世界に先駆けて行った。最近、(3)の酵素に関してもその遺伝子を突き止め、機能の解析

をすすめている。本酵素の阻害は細胞質における遊離糖鎖の蓄積を引き起こし、細胞の成長を阻害した

り形態に変化をおこしたりする。遊離糖鎖の生成、プロセシングの分子機構の全容を明らかにし、その変

質によってもたらされる細胞の形態変化のメカニズムに迫る。 

 研究分担者の近藤は、精巣において GPI アンカー型タンパク質が細胞から遊離することを見いだして

いたが、それが精巣型アンギオテンシン変換酵素 (ACE-T) による GPI アンカー部分の切断によって起

こることを最近発見した。ACE-T は、体細胞型の ACE-S と異なり、本来のジペプチジルカルボキシペプ

チダーゼ活性以外に GPI アンカーを切断する活性部位を持っていることを示すデータを得ている。一方、

ACE-T 欠損が雄性不妊をもたらすことが、ノックアウトマウスの解析から推定されている。ACE-T による

GPI アンカー型タンパク質のプロセッシング過程の全容を明らかにする。さらに、プロセッシングの結果生

成する遊離の部分 GPI の生物活性も含め、受精における GPI アンカープロセッシングの役割を解明す

る。 
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（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

 

 平成１６年度から１９年度まで「グリコサミノグリカンの動態—機能相関への統合的アプローチ」の研究を

分担した北海道大学先端生命科学院菅原一幸教授研究グループは、１）ヒトのコンドロイチン硫酸の生合

成に関与する３種の糖転移酵素と重合因子のいずれか２つの相互作用によってコンドロイチン骨格の合

成が可能であることの証明、２）ハエでのヘパラン硫酸合成におけるEXTファミリーメンバーの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の証明、３）ヒドラにグリコサミノグリカンの存在を示し、

ヒアルロン酸は存在しないことの発見、４）ヘルペスウイルスの感染に細胞表面の CS-E がレセプターとし

て機能し最小糖鎖構造が八糖であることの証明、５）いくつかの硫酸化グリコサミノグリカン特異抗体の糖

鎖エピトープの一次構造と高次構造の解明など一定の重要な成果をあげた。グループリーダーである菅

原一幸教授が、NEDO プロジェクト、知的クラスター創成事業等のプロジェクトにも参画し、それらのプロ

ジェクトが拡大することに伴い、より従事時間を増やす必要が生じたことから、本 CREST 研究の分担を平

成１９年度末で終了することとした。本チームには、新たに大阪大学医学系研究科三善英知教授にグル

ープリーダーとして参画を求め、疾患への展開力を高めることとした。 
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§３ 研究実施体制 
（○：研究代表者または主たる共同研究者） 

 
（１）「木下タロウ」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 木下 タロウ 大阪大学免疫学ﾌﾛﾝ

ﾃｨｱ研究ｾﾝﾀｰ／微

生物病研究所  

教授 

H16-10〜  

 前田 裕輔 大阪大学微生物病研

究所 
准教授 

H16-10〜H19-8 

 大石 一人 同上 助手 H16-10〜H17-3 

 芦田 久 同上 助手 H16-10〜H17-12 

 森田 康裕 同上 特任助教 H16-10〜H17-3 

 村上 良子 同上 助教 H16-10〜 

 瀧田 聡 同上 CREST 研究員 H16-12〜H21-3 

 木下 圭子 同上 研究生 H16-10〜 

 洪 淵喆 同上 特任研究員 H18-4〜H19-2 

 田嶌 優子 同上 特任研究員 H18-4〜H19-3 

 森 文子 同上 CREST 研究補助員 H18-4〜H20-5 

 三柳 加奈 同上 CREST 研究補助員 H18-9〜H19-3 

 永宗 喜三郎 同上 助手 H19-5〜H20-1 

 太田(今井)里永子 同上 特任研究員 H19-4〜H19-12 

 神澤 範行 同上 特任研究員 H19-4〜 

 森田康裕 同上 特任助教 H20-4〜 

 藤田 盛久 同上 CREST研究員→特任助

教 

H20-4〜 

 成 智賢 同上 RA (Ｄ１) H21-5〜 

 王 冶陶 大阪大学免疫学ﾌﾛﾝ

ﾃｨｱ研究ｾﾝﾀｰ 

CREST研究員→特任研

究員 

H18-4〜 

 Matthew J. Stokes 同上 CREST研究員→特任研

究員 

H19-7〜  

 

② 研究項目: 

  ・  GPIアンカー型タンパク質の生合成時の動態の解明 

  ・  GPIアンカー型タンパク質の脂質ラフトへの組み込みと機能発現との相関の解明 

 

（２）「池田 義孝」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 池田 義孝 佐賀大学・医 教授 H16.10～ 

 高橋 素子 佐賀大学・医 助教授 H17.1～H18.12 

 井原 秀之 佐賀大学・医 助教 H19.2～ 

 伊東 利津 佐賀大学・医 教務員 H16.10～ 

 岡田 貴裕 佐賀大学・医 CREST 研究員 H19.2～ 

 

  ②研究項目 
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・ 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 
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（3）「大山 力」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 
大山 力 

弘前大学大学院医学研究

科泌尿器科学講座 
教授 

H16.10～ 

 神村典孝 同上 准教授 H17.10～ 

 古家琢也 同上 講師 H16.10～ 

 橋本安弘 同上 助教 H19.7～ 

 米山高弘 同上 助教 H16.10～ 

 岩渕郁哉 同上 助教 H18.10～ 

 畠山真吾 同上 助教 H20.10～ 

 工藤茂将 同上 助教 H21.8～ 

 盛 和行 同上 助教 H16.10～ 

 立和田 得志 同上 医員 H21.4～ 

 岡本亜希子 同上 医員 H17.4～ 

 山本勇人 同上 D2 H19.10～ 

 杉山尚樹 同上 D1 H21.4～ 

 鈴木裕一朗 同上 D1 H21.4～ 

 百瀬昭志 同上 特別研究員 H21.4～～ 

 坪井滋 同上 特別研究員 H20.9～ 

 大和隆 同上 講師 H16.12～H19.7 

 萩沢茂 同上 助手 H17.8～H19.10 

 今井篤 同上 助手 H16.10～H21.3 

 

② 研究項目 

. 前立腺特異抗原（PSA）の糖鎖構造解析 

. 前立腺癌の悪性度を反映する新規バイオマーカーの開発 

. α-Glactosylceramide の NKT 細胞活性化作用を利用した尿路感染症治療法の開発 

. 泌尿器癌における糖転移酵素の遺伝子多型解析 

. ヒト精子の運動能おけるトロフィニンの役割 

. 癌の血行性転移における Sialyl Lewis X(sLeX)のリガンド探索 

. 前立腺液の癌特異的タンパク質の探索 

. 糖鎖を標的にした前立腺癌、膀胱癌治療の研究 

 

（4）「顧 建国」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 顧 建国 東北薬科大学 教授 H16.11～H22.3 

 福田 友彦 東北薬科大学 講師 H18.4～H22.3 

 伊左治 知弥 東北薬科大学 助教 H16.11～H22.3 

 陸 亮昊 東北薬科大学 委託研究員 H19.4～H20.6 

 ハオ イエン 東北薬科大学 委託研究補助員 H19.6～H22.3 

 許 青松 東北薬科大学 委託研究員 H21.11〜H22.3 

 佐伯 裕美 東北薬科大学 研究補助員 H18.4～H19.3 

 赤間 亮太 東北薬科大学 M2 H18.4～H20.3 

 佐藤 裕也 東北薬科大学 M2 H19.4～H21.3 

 橋本 弘和 東北薬科大学 M1 H20.3～H22.3 

 加藤 里佳 東北薬科大学 M1 H20.3～H20.9 
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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 

 

（5）「近藤 玄」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 近藤 玄 京都大学・再生医科学研究所 准教授 H16.10～ 

 谷 妙子 京都大学・再生医科学研究所 研究補助員 H17.4～H21.3 

 出口 央士 京都大学・再生医科学研究所 技術職員 H16.10～ 

 村上 惇 京都大学・再生医科学研究所 技術補佐員 H17.4～H21.1 

 折橋 郁 
京都大学・再生医科学研究所、 大

阪市立大学大学院医学研究科 
D４ 

H18.4～ 

 竹村 浩昌 
京都大学・再生医科学研究所、 大

阪大学大学院医学系研究科 
D４ 

H18.4～ 

 渡邊 仁美 京都大学・再生医科学研究所 教務補佐員 H19.10～ 

 大川 実穂 京都大学・再生医科学研究所 技術補佐員 H21.4～ 

 

② 研究項目 

・  GPI-AP の生体内での代謝メカニズムを解明するため、GPI-AP 遊離因子を単離する。   

・  同定された因子につき、生体内での機能を解明するため、種々の遺伝子改変マウスを用いた解析を

行う。  

 

（6） 「菅原 一幸」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 菅原 一幸 北海道大学 教授 H16.10〜H20.3 

 北川 裕之 神戸薬科大学 教授 H16.10〜H20.3 

 山田 修平 北海道大学 准教授 H16.10〜H20.3 

 三上 雅久 神戸薬科大学 講師 H16.10〜H20.3 

 Shaobo ZHOU 神戸薬科大学 ポスドク H18.4〜H19.4 

 Ajaya K. SHETTY 北海道大学 CREST 研究員 H16.12〜H20.3 

 Li FUCHUAN 北海道大学 CREST 研究員 H18.4〜H19.1 

 BASAPPA 北海道大学 CREST 研究員 H18.4〜 H20.3 

 水本秀二 北海道大学 CREST 研究員 H18.4〜H20.3 

 Sengottuvelan MURUGAN 北海道大学 CREST 研究員 H18.9〜 H19.9 

 Kottayath Govindan NEVIN  北海道大学 CREST 研究員 H19.4〜 H20.3 

 Duriya FONGMOON 北海道大学 特別研究学生 H17.4〜(H19.4 

 赤津 ちづる 北海道大学 D2 H18.4〜H20.3 

 橋口 太志 北海道大学 M2 H18.4〜H20.3 

 金岩 知之 北海道大学 M1 H18.4〜H20.3 

 小林 孝成 北海道大学 M1 H19.4〜H20.3 

 小林 芙美 北海道大学 学部４年 H19.4〜H20.3 

 藤倉 依子 北海道大学 CREST 技術員 H18.4〜H19.3 

 西 みゆき 北海道大学 CREST 技術員 H18.4〜H18.5 

 

②研究項目 

  ・  グルコサミノグリカンの動態—機能相関への統合的アプローチ 
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（7）「鈴木 匡」グループ  

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 鈴木 匡 大阪大学/理化学研究所 准教授/ﾁｰﾑﾘｰﾀﾞー  H1６.10～ 

 原 いずみ 大阪大学 CREST 研究補助員 H17.4～Ｈ19.3 

 船越陽子 大阪大学/理化学研究所 研究員 H19.10～Ｈ20.3 

 芳賀淑美 理化学研究所 ＣＲＥＳＴ研究員 H20.4～ 

 平山弘人 理化学研究所 特別研究員 H20.4～ 

 清野淳一 理化学研究所 テクニカルスタッフ H20.4～ 

 

 ②研究項目 

 ・  細胞質における遊離糖鎖のプロセッシング機構とその生物学的重要性 

 

(8) 「田口 友彦」グループ 

① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 田口友彦 University of Queensland Senior Research Officer H16.10～ 

 三崎 亮 1 大阪大学工学部 助教 H17.1～H20.4 

 三神 恵 2   H19.9〜H20.3 
1H17.1-H17.12 : CREST 研究補助員, H18.1-H20.4 : CREST 研究員 
2CREST 研究補助員 (派遣先の所属：大阪大学医学部) 

 

② 研究項目 

    エキソ・エンドサイトーシスに関与する輸送小胞の形成機構の解明 

 

（9） 「田口 良」グループ  

① 研究参加者 

 

② 研究項目 

糖鎖合成時の動態と機能発現 
 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 田口 良 東京大学 客員教授 H16.10～ 

 中西 弘樹 東京大学 リサーチフェロー H16.10～ 

 北條 俊章 東京大学 CREST 研究員 H16.10～H19.3 

 飯田 泰浩 東京大学 リサーチフェロー H16.10～H17.9 

 村田 千恵 東京大学 博士課程学生 H16.10～H19.3 

 石川 将己 東京大学 産学官連携研究員 H17.4～H17.9 

 池田 和貴 東京大学 産学官連携研究員 H18.4～H19.3 

 小木曽英夫 東京大学 産学官連携研究員 H19.4～H21.9 

 羅紋眞 東京大学 博士課程学生 H18.4～H21.9 

 羅紋眞 東京大学 産学官連携研究員 H21.10～H22.3 
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（10） 「三善英知」グループ  

①  研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 三善 英知  大阪大学 教授 H20.4～ 

 吉岡 智子 大阪大学 研究補助員 H20.4～ 

 森脇 健太 大阪大学 大学院（D4, RA） H20.4～ 

 桑本 佳奈 大阪大学 大学院（M2） H20.4～H21.3 

 津田 沙織 大阪大学 大学院（M2） H20.4～H21.3 

 河本早由利 大阪大学 大学院（M2） H20.4～ 

 成定  愛 大阪大学 大学院（M2） H20.4～ 

 石川 章子 大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 奥戸久美子  大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 黒木 絵莉 大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 武田 百合 大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 増田 智美 大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 森 華奈子 大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 戸田 美樹 大阪大学 大学院生（M１） H21.4〜 

 

② 研究項目 

  ・  フコシル化の制御とその機能解析 

 

（１1） 「和田芳直」グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

○ 和田 芳直 

地方独立行政法人大阪府立病院機構

大阪府立母子保健総合医療センター研

究所 

研究所長 H16.10～H22.3 

渋川 幸直 同上 研究員 H16.10～H22.3 

中村 織江 同上 流動研究員 H17.4～H22.3 

大門 江津子 同上 研究補助員 H17.4～H22.3 

山崎 奈津子 同上 研究補助員 H17.4～H22.3 

 田尻 道子 同上 JST 技術員 H17.4～H22.3 

竹内 孝江 奈良女子大学理学部 准教授 H17.5～H22.3 

藤田 惇子 奈良女子大学理学研究科 M2 H20.3～H22.3 

角谷真知子 

地方独立行政法人大阪府立病院機構

大阪府立母子保健総合医療センター研

究所 

研究補助員 H20.3～H22.3 

岩井 香織 大阪大学大学院医学系研究科 大学院生 H21.4～H22.3 

吉田 周美 大阪大学大学院医学系研究科 大学院生 H16.10～H18.3 

田中 勝啓 
大阪府立大学大学院 

生命農学研究科 
大学院生 H16.10～H20.3 

 

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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（12） 「木下 憲明」グループ  

①  研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 木下 憲明 株式会社免疫生物研究所・経営企画室 室長 

執行役員 

H21.10～H22.6 

 醍醐 弥太郎 東京大学医科学研究所 ヒトゲノム

解析センター・ゲノムシークエンス解

析分野 

准教授 H21.10～H22.6 

 小山 信人 タカラバイオ株式会社・臨床開発部 部長 H21.10～H22.6 

 上萩 京子 タカラバイオ株式会社 バイオ研究

所・抗体プロテオーム部門抗体関連受

託 

従業員 H21.11～H22.6 

 大塚 恵 タカラバイオ株式会社・ バイオ研究

所抗体関連受託部門 

従業員 H21.11～H22.6 

 土屋 陽子 株式会社免疫生物研究所・製造開発部 従業員 H21.11～H22.6 

 永井 弘枝 株式会社免疫生物研究所・製造開発部 従業員 H22.1～H22.5 

 小林 恭子 株式会社免疫生物研究所・製造開発部 従業員 H22.1～H22.6 

 三善 英知 大阪大学大学院医学系研究科・保健学

専攻機能診断科学講座  

教授 H21.10～H22.6 

 谷口 直之 大阪大学産業科学研究所疾患糖鎖学

（生化学工業）寄附研究部門 

教授 H21.11～H22.6 

 

② 研究項目 

  ・  フコシル化ハプトグロビン ELISA キットの Validation Study 
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§４ 研究実施内容及び成果 

３．１ GPI アンカー型タンパク質の生合成時の動態の解明、および、GPI アンカー型タンパク質の脂質ラ

フトへの組み込みと機能発現との相関の解明 

（大阪大学 木下タロウグループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 GPIアンカー型タンパク質は、小胞体で生合成されたGPIがタンパク質に翻訳後修飾され、分泌経路で

ゴルジ体へ輸送後、さらに細胞表面の脂質ラフトに濃縮されて様々な機能を発揮する。本研究では、そ

の一連の過程で起こる GPI アンカーの構造変化とそれを担う遺伝子を解明し、機能発現との関連を明ら

かにすること、さらにこの過程の欠損が起こす異常形質及び疾患の研究から、この過程自体の生理的意

義を明らかにすることを目標にした。 

 

 具体的テーマとして、１）GPI アンカー型タンパク質が脂質ラフトに濃縮されることの構造的基盤と反応過

程、およびそれに働く遺伝子群を解明すること；２）GPI アンカー型タンパク質の輸送に働く遺伝子群を同

定しそれらの機能を解明すること；３）ヒトと哺乳動物の GPI アンカーに含まれるホスファチジルイノシトー

ル(PI)は、1 アルキル 2 アシル型が主であるが、この特殊な構造がどのようにしてできるかを解明すること；

４）従来 GPI アンカー欠損症としては、後天性の発作性夜間血色素尿症だけが知られていたが、英国の

Karadimitris らが、先天性 GPI アンカー欠損症の２家系を見いだしたので、共同研究により原因遺伝子を

決定すること；５）GPI アンカー生合成酵素群の特徴であるタンパク質複合体の構成と機能を解明するこ

と：６）GPI アンカーの詳細構造と機能の相関を解明することをあげた。  

 

１）GPI アンカー型タンパク質が脂質ラフトに濃縮されるメカニズム 

 この課題にアプローチするため、細胞表面への GPI アンカー型タンパク質の発現が部分低下する変異

株を CHO 細胞から確立した。それら変異細胞の、GPI アンカー型タンパク質の動態異常と構造異常の解

析、責任遺伝子のクローニングを行った。具体的には、CHO 由来の変異細胞株clone84（GPI アンカーの

合成は正常であるが、細胞表面での発現が大きく低下）および clone84 由来の二重変異株（GPI アンカー

型タンパク質の発現がほぼ正常レベルに回復）を確立し、それぞれの GPI アンカー型タンパク質の解析

と責任遺伝子のクローニングを行った。 その結果以下の成果を得た。１）変異細胞株 clone84 では、GPI

アンカー中の PI の sn2 位の脂肪酸がゴルジ体で除去されてリゾ体になり、それが細胞表面に輸送後ホス

ホリパーゼＤで切断されて遊離することにより、細胞表面の GPI アンカー型タンパク質の発現が低下する

こと、クローニングした責任遺伝子 PGAP2 の産物はゴルジ体の新規膜タンパク質であることがわかった

(Tashima et al, Mol Biol Cell, 2006)。２）clone84 由来の二重変異株で細胞表面の GPI アンカー型タンパク

質の発現が正常化したC2細胞では、GPIアンカーがリゾ体にならず“2本足”であったので、ホスホリパー

ゼＤに抵抗性で安定に発現したと考えられた。しかし、正常細胞の GPI の脂肪鎖がともに飽和型である

（sn2 は、ほとんどがステアリン酸）のと異なり、sn2 の脂肪酸がオレイン酸、アラキドン酸、ドコサテトラエン

酸などの不飽和鎖であった。sn1 の脂肪鎖は正常細胞と同様ほとんどが飽和鎖であった。責任遺伝子で

ある PGAP3 の産物は、PGAP2 と同様にゴルジ体に存在する膜タンパク質であった。これらのことから、

GPIアンカーは、小胞体ではsn2に不飽和脂肪酸を持つ形で合成され、ゴルジ体でステアリン酸に置換さ

れる脂肪酸リモデリングを受けること、不飽和脂肪酸の除去に PGAP3 が、ステアリン酸の付加に PGAP2

が必要であることがわかった(Maeda et al, Mol Biol Cell, 2007)。３）脂肪酸リモデリングが異常な二重変異

株 C2 細胞の GPI アンカー型タンパク質は、detergent resistant membrane 画分に回収されないことから、

脂質ラフトへの濃縮に、GPI の脂質リモデリングが必須であることがわかった(Maeda et al, 同上)。４）GPI

アンカー型タンパク質が脂質ラフトに濃縮されないときに、生体にどのような影響が起こるかを明らかにす

るため、PGAP3 のコンディショナル KO マウスを作製した。現在、異常な表現型を解析しつつある (Wang 

Y et al,論文準備中)。 
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２）GPI アンカー型タンパク質の輸送に働く遺伝子群の同定と機能解明 

  GPIアンカー型タンパク質が小胞体で生合成された後、分泌経路でゴルジ体に輸送され、その後細胞

表面の膜マイクロドメインに発現される。この輸送過程に働く遺伝子群の解明を目指し、GPI アンカー型タ

ンパク質の小胞体から細胞表面への輸送が遅れる CHO 細胞株を複数樹立した。このうちの１株は、GPI

アンカー型タンパク質だけでなく、膜貫通型タンパク質の輸送も遅れる変異株であった。この変異株では、

調べたすべての糖タンパク質の N-,O-結合糖鎖と糖脂質の糖鎖が不完全であった。異常の本質は、ゴ

ルジ体の pH が正常より 0.3 から 0.4 高いことであり、それは本変異株の責任遺伝子の産物 GPHR が Cl

チャネルとしてゴルジ体の酸性化に必須の働きをしているためであることがわかった(Maeda Y et al, Nat 

Cell Biol, 2008)。 

 別の変異株では、GPI アンカー型タンパク質の輸送だけが選択的に遅延していた。この変異株の責任

遺伝子 PGAP5 をクローニングし、リン酸エステラーゼであることを証明した。変異株の GPI アンカー型タ

ンパク質では、正常細胞では数％しか存在しない、第2マンノースのエタノールアミンリン酸側鎖が、大部

分のアンカーに結合していた。この事は、GPI 前駆体段階で結合している第 2 マンノースのエタノールア

ミンリン酸側鎖が、タンパク質への付加後 PGAP5 によって除去される糖鎖部分のリモデリングが存在し、

それが GPI アンカー型タンパク質の小胞体からゴルジ体への効率的な輸送に重要であることを示してい

る (Fujita M et al, Cell, 2009)。 

 

３）1 アルキル 2 アシル型GPI アンカーの生合成機序 

 ヒトと哺乳動物 GPI アンカーのホスファチジルイノシトール(PI)が、1 アルキル 2 アシル型が主であること

に関し、生合成経路のどの時点で 1 アルキル 2 アシル型になるかを決定するため、生合成経路の各ステ

ップの異常細胞株に蓄積している中間体の構造を質量分析で解析し、構造を決定した（田口良グループ

との共同研究）。その結果、GPI の生合成は細胞内在性のジアシル型 PI を使って開始され、第 2 段階の

グルコサミン-PI までは、ほぼ内在性の PI そのままであること、第3 段階のグルコサミン-アシル PI で劇的

に 1 アルキル 2 アシル型に変化することがわかった(Houjou et al, J Lipid Res, 2007)。これがペルオキシソ

ームでのアルキル型リン脂質合成経路に依存しているか検討した。米国Zoeller博士から分与されたペル

オキシソーム経路の第１，第２酵素の欠損変異CHO細胞株では、1アルキル2アシル型GPI中間体がで

きないこと、タンパク質に付加されたGPIアンカーもジアシル型だけであることを見出した。すなわち、1ア

ルキル 2 アシル型 GPI アンカーの合成には、ペルオキシソームの経路が必須であることがわかった。す

なわち、哺乳動物細胞の GPI アンカー型タンパク質の生合成には、小胞体、ゴルジ体、ペルオキシソー

ムの３つのオルガネラが必要であることがわかった（Kanzawa et al, Proc Natl Acad Sci, 2009）。 

 さらに、ジアシル型のままのグルコサミン-アシルPIの脂肪酸組成が、PIや第1段階のN-アセチルグル

コサミン-PI の脂肪酸組成と異なることから、ジアシル型から 1 アルキル 2 アシル型中心に変化するのは、

ジラジル型への変化であること、すなわちグルコサミン-アシル PI の中に生合成ステップがひとつ含まれ

ていることがわかった。これに基づき、GPI アンカー生合成経路の修正モデルを提出した（Kanzawa et al, 

同上）。 

 

４）先天性GPI アンカー欠損症の原因遺伝子の解明と治療法の確立 

 英国のグループが 2 家系から確立した異常Ｂ細胞株の提供を受け、欠損ステップの特定、原因遺伝子

の決定、突然変異の同定を完了した。突然変異が遺伝子発現低下をもたらすメカニズムの解析を終了し、

発現を回復させる手法を発見し、その手法が共同研究者により患者に適用された。すなわち、３人の患児

は、マンノース転移酵素である PIGM の遺伝子のプロモーター領域に点突然変異をホモに持ち、それに

よって好中球、Ｂ細胞など特定の細胞種で PIGM の著しい発現低下を起こしていることがわかった。患児

は、門脈血栓とてんかんを共通症状として示したが、発作性夜間血色素尿症の主症状である溶血性貧血

は見られなかった。また、形態形成異常は全く認められなかった。これらのことは、点変異の影響が細胞

種によって、また形態形成の過程と完成後で異なっていることを示しており、従来ハウスキーピング遺伝

子であると考えられてきた GPI 生合成遺伝子の PIGM が、様々に制御されていることを示唆した(Almeida, 
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Murakami et al, Nat Med, 2006)。 

 プロモーター領域の点変異は、ヒストン H4のアセチル化の低下を起こし、PIGMの転写の低下を来すこ

とがわかった。患者由来のＢ細胞株を、ヒストン脱アセチル酵素の阻害剤である NaButyrate 存在下で培

養すると、ヒストン H4 のアセチル化が回復し、PIGM の転写が回復し、細胞表面の GPI アンカー型タンパ

ク質の発現が正常化した。この結果に基づき英国の共同研究者が、てんかん症状が悪化していた一人の

患児にButyrateを投与したところ、血液細胞上のGPIアンカー型タンパク質の発現上昇とそれに伴う症状

の著しい改善が認められた(Almeida, Murakami et al, N Eng J Med, 2007)。 

 

５）GPI アンカー生合成酵素群の構成と機能の解明 

 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複合体を精製し、新規で 7 番目の

サブユニットである PIG-Y を発見し、本酵素が単糖転移酵素としてもっとも複雑な複合体であることを示し

た (Murakami et al, Mol Biol Cell, 2005)。 

 3 分子複合体であるドリコールリン酸マンノース合成酵素において、DPM3 は、触媒サブユニットである

DPM1 と結合し、膜につなぎ止める働きをしていることを証明した (Ashida et al, J Biol Chem, 2006)。 

 

６）GPI アンカーの詳細構造と機能の相関 

 生合成の途上、イノシトールの 2 位に付加されるアシル基は、アンカーがタンパク質に付加された直後

に除去される。一見無駄に見えるこの現象の意義を明らかにするため、脱アシル酵素である PGAP1 の

KO マウスを作製した。KO マウスでは、イノシトールにアシル基が残ったままの GPI アンカー型タンパク

質が発現し、脂質ラフトへの局在に大きな変化はなかった。しかし、多くの個体は頭部の発達異常（耳頭

症）により出生前後に死亡した。生存したマウスの雄は、不妊であった。すなわち、GPI アンカー型タンパ

ク質が脂質ラフトに発現しても、イノシトールに余分のパルミチン酸が結合していることで生体に大きな影

響を与えること、つまり GPI の詳細構造が機能に重要であることが明らかになった (Ueda et al, J Biol 

Chem, 2008)。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 私たちが 2001 年に PIGM 遺伝子をクローニングし報告していたことが、先天性 GPI アンカー欠損症の

原因解明と治療法確立につながった事、1998 年に報告したドリコールリン酸マンノース合成酵素の触媒

サブユニットの遺伝子である DPM1 が、先天性糖鎖異常症(CDG)の原因遺伝子のひとつである事の発見

につながったことから、私たちが報告している GPI アンカー生合成、修飾、輸送関連遺伝子群の情報が

未解明の糖鎖異常症の原因解明につながると期待される。実際、2001 年に私たちが報告したドリコール

リン酸マンノース合成酵素のサブユニットの遺伝子である DPM3 が、典型的な CDG ではなく、筋ジストロ

フィー症例の原因遺伝子であることがごく最近ヨーロッパの研究者達によって報告された。サブユニットに

よって、その異常が主として N-型糖鎖に影響を与え CDG として発症するか、ジストログリカン O-結合糖

鎖に影響を与えて筋ジストロフィーとして発症するかの違いになることが明らかになった。 

 GPI アンカー型タンパク質は、代表的な脂質ラフト構成成分であるが、それが脂質ラフトに局在しないと

きに、機能発現がどうなるかは明らかでない。GPI アンカー型タンパク質の脂質ラフト局在に必至な

PGAP3遺伝子のKOマウスを解析中であり、その生理的意義が近く明らかになる。この事は、細胞膜上で

の糖脂質／脂質間の相互作用に依存するタンパク質の分布状態が、機能発現に重要であろうという近年

のコンセプトに実験的根拠を与えることになる。この事は、将来、細胞膜上でのタンパク質の分布状態を

操作することによって、機能発現を調節する技術の開発につながると期待される。 

 

３.2 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 

（佐賀大学 池田義孝グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 
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 糖鎖はタンパク質や核酸とは全く異なる仕組み、つまり鋳型非依存的に合成され、単糖一つ一つの付

加の各々に特異的な酵素を必要とすることが大きな特徴である。最終的にどのような構造の糖鎖が細胞

に発現するかは、糖転移酵素群の発現パターンと深い関連があることが知られているが、酵素の量的調

節に加えて、機能を制御する質的調節も重要であると考えられる。例えば、低分子化合物がエフェクター

として働くアロステリック効果や、制御タンパク質との相互作用による活性調節、ドナー基質の供給量の変

動、さらにゴルジ装置内における酵素の空間的配置などによっても糖鎖生合成が制御されると考えられる。

糖鎖構造の変化や多様性を遺伝子発現パターンにだけにその原因を求めるのではなく、別のレベルで

の制御機構の存在を明らかにすることによって、糖鎖の生合成がいかにして行われ調節されるかというこ

とをより詳細に議論することが可能になると考えられる。我々はアスパラギン結合型糖鎖の生合成過程や

糖タンパク質の機能発現に重要な役割を演じるN-アセチルグルコサミン転移酵素（GnT）-IIIおよびα1,6

フコース転移酵素(FUT8)について、酵素の活性制御機構やその分子メカニズム、可逆反応の平衡状態

などを解析し、N 型糖鎖の構造多様性や生合成経路における質的な調節について検討した。 

1) N-アセチルグルコサミン転移酵素（GnT）-III の活性制御機構 

 N-アセチルグルコサミン転移酵素（GnT）-III は、アスパラギン結合型糖鎖の生合成過程においてコア

構造分岐形成を制御する酵素として知られており、この酵素の活性制御機構は N 型糖鎖の生合成に何ら

かの影響をもつ可能性がある。以前より無機ピロリン酸による酵素活性阻害を見いだしていたが、これが

大変強い協同性をもつプロセスであり、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。協同性を生み出す構造的基盤としては、球状タン

パク質にして約 500,000 を越えるような会合状態、おそらく１０量体以上の多量体を形成することによりサ

ブユニット間の連絡を通して強い協同性が発現すると考えられた。また、協同性におけるコンフォメーショ

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

作用する部位（＝結合部位）として少なくとも２カ所存在することが示唆された。これは速度論的な検討か

ら得られた結果とも一致しており、協同性を示さない成分が kcat を増加させ弱く活性化しながら、後者の

成分が基質に対する Km を協同的に増加させ低親和性の不活性型へと変換すると考えられた。このよう

な相反する二つが同時に作用するというユニークなメカニズムによって、ON-OFF 様の見かけ上大変強

い協同性を実現していることが示唆された。 

2) GnT-III の逆反応の解析 

糖転移酵素反応は一般に生理的不可逆であると考えられており、糖鎖生合成経路はいわゆる速度支配

（rate-control）によって合成が進むプロセスであると思われている。この点を検討し平衡支配の関与を議

論するため、糖転移酵素による逆反応として GnT-III による bisected 糖鎖からの bisecting GlcNAc の除去

反応を速度論的に解析し、反応の平衡状態について検討を行なった。UDP 存在下でのみ bisecting 

GlcNAc の除去反応が観察され、その際に UDP-GlcNAc が化学量論的に生成することから、反応自体は

可逆であることが実証された。反応は極度に糖転移反応（順反応）へと平衡が偏っており、平衡定数にし

て約1.6×106、自由エネルギー変化にして約8.8 kcal/mol であると計算された。この結果から、UDP 濃度

の増減による影響はほとんどなく、細胞内では実質的に不可逆であると考えられた。最近、他の転移酵素

でも逆反応および平衡反応の解析が行なわれつつあるが、すべての糖転移酵素で糖付加が必ずしも圧

倒的に有利というわけではない。例えば、反応生成物であるUDPの変動によって影響を受けやすい反応

と受けにくい反応があると思われ、反応生成物濃度により生合成経路が変化する可能性が考えられた。 

3) GnT-III 導入による昆虫細胞の糖鎖生合成経路の改変 

 昆虫細胞（鱗翅目）の産生する N 型糖鎖はトリマンノース、パウチマンノース型糖鎖が主体であり、複合

型を特徴とするほ乳類細胞とは構造が大きく異なっている。これは昆虫細胞の糖鎖生合成の途中で N 型

糖鎖特異的ヘキソサミニダーゼが作用しGlcNAc残基が分解されることが主たる原因の一つであり、ヒト型

糖タンパク質産生のホスト細胞として昆虫細胞を使用するのを阻んでいた。一方、糖鎖構造解析における

ヘキソサミニダーゼ消化に対して、bisected 糖鎖は耐性であることが知られており、この性質を応用して

昆虫細胞の産生する糖鎖構造をほ乳類型に改変出来ないか検討した。バキュロウイルスによる組換えタ

ンパク質発現系で頻用される Sf 細胞にGnT-III 遺伝子を導入した細胞を作成し、細胞の全N 型糖鎖およ
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び組換え糖タンパク質の糖鎖構造解析を行った。その結果、導入したラット GnT-III はそのままの形で昆

虫細胞内でも機能しており、産生される糖鎖に bisecting GlcNAc が付加されるとともに混合型・複合型糖

鎖が著名に増加することがわかった。すなわち bisecting GlcNAc 導入により昆虫細胞のヘキソサミニダー

ゼの作用に耐性になり、哺乳類細胞様の糖鎖構造に変化することが示された。遺伝子導入によってバキ

ュロウイルスの感染性には変化することはなく、糖鎖改変組換え糖タンパク質の発現のためのホスト細胞

として使用出来ることもわかった。 

4) α1,6 フコース転移酵素（FUT8）の構造ドメインの機能解析 

 α6-フコースを付加する酵素として FUT8 以外にも、根粒菌の Nod ファクターの生合成に関わる NodZ

の結晶構造が報告されているおり、触媒ドメインは立体構造的によく保存されていた。NodZ には FUT8

に見られるようなアミノ末端の coiled coil 構造および SH3 ドメインを欠いており、これらの構造は酵素活性

には必須ではないことを示唆している。FUT8 に特有な SH3 ドメインの機能を明らかにするため変異酵素

を使った機能解析を行なった。SH3ドメインに結合するPI3キナーゼのペプチドを用いて検討したところ、

他のタンパク質の SH3 ドメインと同様にペプチドに対する結合性をもつことがわかった。しかし、ペプチド

の有無によって活性の有意な変動は見られず直接的に酵素活性を制御しているのではないと思われた。

SH3 ドメインの変異体を作成し哺乳類細胞における発現と活性の検討を行なうと、有意に活性が低下した

変異体が見出され、SH3 ドメインが酵素分子中で活性発現に何らかの役割をもつことが示唆された。一方、

キトオリゴ糖を受容体基質として FUT8 による NodZ 様活性を検討したところ、３糖以上の糖鎖にフコース

を転移すること、転移する残基はコアフコースから予想された還元末端 GlcNAc ではなく、非還元末端か

ら３残基めの GlcNAc にフコースを転移することがわかった。糖鎖の重合度に無関係に常に還元末端

GlcNAc に転移する NodZ とは性質が大きく異なっており、このユニークな性質は SH3 ドメインのような

FUT8 に固有の構造によって付与されている可能性が考えられ、SH3 ドメインの機能としても大変興味深

いものであると思われた。また、N型糖鎖のコアフコシル化は、還元末端の１残基めを認識したのではなく、

β1,4 配列の非還元末端から３残基めを認識した結果である可能性も考えられた。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

細胞が産生する糖鎖構造はきわめて多様であるが、それが単純な糖転移酵素の発現パターンだけでな

く、機能的な活性調節や化学平衡における生成物の関与などにも依存して緻密に調節されていることを

実証することによって、少ないプレーヤーでより多く（の構造）を時期や環境などに合わせて自律的に生

み出す生体のシステムが明らかに出来るのではと期待している。 

 

３．３ 泌尿器疾患における糖鎖の意義と臨床応用 

（弘前大学 大山力グループ） 

(1)研究実施内容及び成果と(2)研究成果の今後期待される効果 

1）前立腺特異抗原（PSA）の糖鎖構造の解析 

（目的）PSA の糖鎖構造を解析して、新規アッセイ法開発の基礎データとすること。 

（方法）ヒト正常PSA および前立腺癌血清PSA の糖鎖構造をエンドリシルぺプチダーゼでペプチドごと切

り出して MALDI TOF-MS で解析した。 

（結果と意義）前立腺癌に特徴的な糖鎖構造を明らかにした。前立腺癌由来の PSA は末端にシアル酸が

alpha-2,3で結合し、分岐したN-glycanが多いことが明らかになった。また、正常PSAには２本鎖N-glycan

はほとんど含まれず、ハイブリッドタイプや高マンノースタイプが主体であることを明らかにした。さらに、

癌性変化を利用して特異度の高い新規アッセイ法を開発した。 

2）精巣癌における N-glycan の発現に関する研究 

（目的）精巣癌における GnT-V とその産物である分岐 N-glycan の臨床的意義を明らかにすること。 

（方法）ヒト精巣癌のパラフィン切片に対して抗 GnT-V モノクローナル抗体による免疫染色を行い、その

染色性と臨床経過とを比較検討した。 

（結果と意義）精巣癌において GnT-V は予後の良い症例に高発現する傾向があった。下図は精巣摘除
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術後の非再発率曲線である。GnT-V(+)の症例は GnT-V(-)の症例よりも有意に再発率が低い。 

 

さらに糖鎖構造解析によって GnT-V の発現と beta-1,6 分岐 N-glycan の発現が相関することを明らかに

した。下図は正常精巣組織を 100 とした場合の精巣癌組織の N-Glycan の組成割合をプロットしたもので

ある。GnT-V の産物と GnT-IV の産物が癌組織で増加している。 

 

3）ヒト精子運動能における trophinin の意議（目的）ヒト精巣における trophinin の発現を確認し、精子運動

能における意義を検討する。（方法）免疫染色にてヒト精子および精巣における trophinin の発現と局在を

確認した。ヒト精子に外因的に trophinin を添加して、精子運動能が亢進するか否かを検討した。（結果と

意義）trophinin はヒト精子の尾部に発現し、精子尾部鞭毛運動に関わるシグナル伝達に関与することが

明らかになった。さらに、trophinin はヒト精子運動能を亢進させることを見出した。男性不妊症の分子機構

解明と治療法開発に貢献するものと期待される。 
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4）癌の血行性転移における血管内皮糖鎖リガンドの同定 

（目的）癌の血行性転移における Sialyl Lewis X(sLeX)や sLeA のリガンドとして、E-selectin 以外の分子を

同定すること。 

（方法）phage display 法で抗 sLeA モノクローナル抗体と反応する糖鎖の mimic peptide:IELLQAR 

(I)-peptide を同定した。血管内皮細胞に発現する I-peptide receptor(IPR)を in vivo biotinylation 法で同定

した。 

（結果と意義）IPR として血管内皮細胞に発現する mRNA splicing factor(Sfrs)が同定され、この分子も sLeX

や sLeA のリガンドになることを証明した。Sfrs はフコシル化糖鎖との親和性が高い。Sfrs のターゲッティン

グを目的として、palmitoyl I-peptide にアポトーシス誘導物質として ganglioside GD3 を結合させてマウス尾

静脈から注入すると、肺血管内皮細胞にアポトーシスが誘導される（下図 A 右パネル）、この状態で

B16-FTII-M（高肺転移株）を尾静脈注入しても肺転移はわずかしか形成されなかった（下図 B）。腫瘍生

物学における糖鎖の役割について一石を投じる論文である。mRNA splicing factor を分子標的にする新

規癌治療の可能性が期待される。 

 

 

5）前立腺圧出液の protein profiling 

（目的）前立腺圧出液の protein profile 解析を行い、前立腺癌と良性疾患との間で peak intensity が異なる

ピークを同定すること。 

（方法）protein chip 法による SELDI-TOF MS で前立腺圧出液のタンパク質の質量分析を行った。 

（結果と意義）前立腺癌と良性疾患との間でpeak intensityが異なるピークを同定し、階層クラスター解析を

行ったところ、感度91.7%、特異度83.3%で両者を鑑別することが可能であり、現行のPSAテストを凌駕する
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特異度が得られた。シングルマーカー解析では、m/z 10788 が再現性を持って有意な候補ピークとして

検出された。今後、このピークの構造解析を行い、前立腺癌の新規バイオマーカーとしての意義を確立し

ていきたい。 

 

 

3.4 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 

（東北薬科大学 顧建国グループ） 

(1)研究実施内容及び成果と(2)研究成果の今後期待される効果 

 N-結合型糖鎖は多くの膜タンパク質を修飾し,その機能を制御することが知られているが，細胞膜上の

糖鎖がどのようにして受容体の機能または分子間相互作用を制御するかに関してはほとんど不明である。

その分子的基盤の解明は，生理的な細胞内情報伝達システムやシステム破綻による癌化などの原因解

明に不可欠である。本研究では，N-結合型糖鎖が付加される標的タンパク質の同定および疾患に重要

な糖鎖モジュールの機能解析を通じて，様々な病態解明や糖鎖医薬品の開発につながる研究を目指し

てきた。主な成果は以下の３点にまとめられた。 

 

１）まず、糖鎖リモデリングによるがんの浸潤•転移に深く関わる細胞接着分子であるインテグリンの機能制

御に着目して研究進めた。インテグリンは、α鎖とβ鎖からなるヘテロダイマーで、海綿のような単純な後

生動物類の生物からヒトに至るまで広く存在する細胞外マトリックス（ECM）の受容体である。ヒトでは、現

在までにα鎖１８種、β鎖８種類が知られており、その組み合わせにより、少なくとも２４種類のヘテロ二量

体が存在する。インテグリンは、細胞内において細胞骨格と連結し、接着構造を安定化させ細胞の形態

および組織構造の維持を担う一方、増殖因子受容体と協同して細胞内にシグナルを伝え細胞分化、増殖

といった細胞形質の制御を行う。また、インテグリンは N-結合型糖鎖の主なキャリアータンパク質の一種

である。糖転移酵素N-アセチルグルコサミン転移酵素 III (GnT-III)は bisecting GlcNAc 糖鎖を持つユニ

ークな分枝型糖鎖構造を触媒する糖転移酵素である。bisecting GlcNAc が合成されると、ほかの分枝型

糖転移酵素（例えば、N-アセチルグルコサミン転移酵素Ⅴ(GnT-Ⅴ)）がこの bisected 糖鎖を基質としな

いため、糖鎖の伸長反応ができなくなる。従って GnT-III は GnT-V のアンタゴニストであろうと考えた。
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我々は、標的分子の一つであるインテグリンα3β1 を用いて、その仮説を証明した(Zhao,et al. J. Biol. 

Chem., 32122-, 2006)。基底膜の主な成分であるラミニン−332 上でのインテグリンα3β1 を介したがん細

胞浸潤は、細胞に GnT-III 遺伝子を導入することによって阻害されたが、逆に GnT-V の発現によって促

進された。この GnT-V によるがん細胞浸潤の促進は GnT-III の発現によって著しく抑制された。それは、

GnT-III が GnT-V の機能と拮抗すること、受容体の機能が異なった糖鎖修飾で正または負に制御できる

ことを初めて明らかにしたものである(Gu, et al. Cell Adhesion & Migration 2:4. 1-3, 2008; Gu, et al. J. 

Proteome Res. 8:431-435, 2008)。インテグリンα3β1 のリガンドであるラミニン-332 もそれらの酵素によっ

て修飾され、その細胞接着機能が制御されることをも証明した(Kariya, Y., et al.  J. Biol. Chem. 283: 

33036-33045, 2008). 

 

2)インテグリンのα鎖とβ鎖は、多数の N-結合型糖鎖付加サイトを持っているので、インテグリン上のど

のサイトが糖鎖で修飾されるか、どの糖鎖が重要であるか、または特定の糖鎖を持つインテグリンがどの

分子と結合するかを同定することが必要である。我々は、α5鎖の14カ所N型糖鎖付加サイトのうちN末

端側から３〜５番目のサイトが機能発現に重要であることを同定した(Isaji, et al. J. Biol. Chem., 33258-, 

2006)。また、β1 鎖の機能発現に重要な糖鎖付加サイトを検討し、その結果、I-like ドメインに付加される

N 型糖鎖は、インテグリンβ1 鎖の機能発現に重要であることが明らかとなった(Isaji, T., et al. J. Biol. 

Chem. 284:12207-16, 2009)。さらに、興味深いところ、α5 鎖の 14 カ所N 型糖鎖付加サイトに GnT-III が

特異的にサイト４を修飾し、機能を制御することが判明した（Sato, Y., et al. J. Biol. Chem. 284:11873-81,, 

2009）。一方、我々は、E-カドヘリンを介する細胞間接着により特異的に GnT-III が強く誘導され、その結

果、インテグリンの機能が低下し、細胞移動が抑制されることを発見した（Iijima, et al. J. Biol. Chem.  281: 

13038-46, 2006；Akama,et al. Proteomics 8: 3221–3228, 2008 ）。このことから、E-カドヘリンを介した細胞

—細胞間の接着が糖鎖変化を通じて細胞—ECM 間の接着を制御できる可能性が示唆された。細胞間接

着と細胞-ECM 間接着との相互作用は、初期胚発生や器官形成の過程だけではなく、がんの転移・浸潤

の過程においても重要である。つまり、それらの過程は Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT:上皮間

葉移行)と深く関わっている。EMTは、上皮細胞が間葉系様細胞に形態変化する現象であり、細胞間接着

が弱くなる一方、細胞-ECM 間接着が適度に促進されることが知られている。従って、細胞間接着により

誘導された糖鎖遺伝子の発現とその機能解析は、細胞接着間のクロストークの理解に不可欠である。糖

鎖を介する細胞膜受容体間の複合体を調べるために、他の研究者との共同研究によって生細胞の細胞

膜上の任意分子から約300 nm以内の分子が網羅的に同定できる新しい複合体解析法を開発した(Kotani, 

N., et al. Proc.Natl.Acad.Sci., 105: 7405-9, 2008)。 

 

3) 糖転移酵素α1,6 フコース転移酵素(Fut8)欠損マウスの作成に成功した。TGF-β受容体にこのα1,6

フコース糖鎖が付加されないと、受容体とリガンドとの親和性が低下し、TGF-β受容体を介するマトリック

スメタロプロテアーゼの発現抑制が解除される。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、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 TGF-βを

大量投用することにより肺気腫が改善することも確かめた (Wang, X., et al. Proc.Natl.Acad.Sci., 

102:15791-6, 2005)。Fut8 欠損マウスにおいて認められる肺気腫様変化の原因は、TGF-β受容体の機

能低下だけではなく、VEGF受容体の発現低下とその結果生じるセラミドの生合成亢進により、肺胞アポト

ーシスが誘導されるためであるという新たな肺気腫発症メカニズムを明らかにした(Wang, X., et al.  J. 

Biochem. 145:643-51. 2009)。また、糖転移酵素 Fut8 の糖鎖修飾は、EGF 受容体（Wang, et al. J. Biol. 

Chem. 281:2572-7, 2006）やインテグリンα3β1（Zhao, et al. J. Biol. Chem., 38343-, 2006）にもこのα1,6

フコース糖鎖の付加が必要であることが明らかにした。 

 

３．５ 糖鎖プロセッシングの動態と機能発現 

（京都大学 近藤 玄グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 
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 当グループの研究テーマは、培養細胞や遺伝子改変マウスを用いて、哺乳動物におけるグリコシルフ

ォスファチジルイノシトール (GPI) アンカー型タンパク質(GPI-AP)の代謝メカニズムの解明、特に精子の

受精能獲得過程における GPI-AP 遊離の生物学的意義の探究である。 

このため、本プロジェクト開始以前に我々は GPI-AP の生体内での局在を調べるために、GPI アンカー型

GFP レポータータンパク質(EGFP-GPI)を作製した(Kondoh, G. et al. FEBS Lett., 458-3, 299-303, 1999)。

なお、最近、このコンストラクトのプロテアーゼ耐性型を作製し、細胞膜ラフトのマーカーとして国内外多

数の研究機関に分与している。 

 また、EGFP-GPI トランスジェニックマウスの精巣で同分子が遊離していることを見出し、本プロジェクト

の開始当初、この現象を担当している GPI-AP 遊離因子の精製・構造解析を行った。その結果、同活性を

もつ因子のひとつとしてアンギオテンシン変換酵素 (ACE)を単離した。すなわち、この酵素には、アンギ

オテンシン I やブラディキニンなどの昇圧ペプチドの活性を制御するのみならず、GPI-AP を遊離する新

たな活性を持つことが明らかになった（Kondoh, G. et al., Nat. Med., 11, 160-166, 2005). 。最近これと類

似の活性が他のグループからも報告された（Sun, X. et al., Biol Chem., 389, 1477-1485, 2008）。 

 一方、ACE ノックアウトマウスでは、精子—透明体結合不全による雄性不妊が知られている。そこで、こ

のマウスの精巣上体精子における GPI-AP の存在様式を調べたところ、Prss21 や Spam1 といった受精に

関連する分子が遊離されず精子膜上にとどまっていることが判明した。さらに、ACE ノックアウトマウス精

子をジペプチダーゼ欠損ACE で処理しても透明帯との結合不全が回復するこのことから、ACE はこの活

性をもって受精に重要な役割を担っていることが示唆された。 

 一方、GPI アンカー生合成過程において脂質修飾にたずさわる PGAP1 遺伝子ノックアウトマウスでも、

精子膜上の GPI-AP 貯留と ACE ノックアウトマウスと酷似した雄性不妊を示すことが報告された。(Ueda et 

al., J. Biol. Chem., 282, 30373-30380, 2007) これらのことから、GPI-AP の精子膜上からの遊離は精子の

受精能獲得にとって重要なステップであることが推察された。 

 一方、我々の作出したジペプチダーゼ欠損型 ACE 導入したトランスジェニックマウスでは、ACE ノック

アウトマウスと同様の精子―卵透明帯結合不全が見られた。しかしその程度は軽微なもので、ACE ノック

アウトマウス精子で見られる子宮卵管移行部通過障害はなかった。そこで、同トランスジェニックマウスの

精巣および精巣上体内容物のジペプチダーゼ活性および GPIase 活性を測定したところ、精巣上体内容

物のジペプチダーゼ活性が特異的に低下していることを見出した。このことから、ACE は GPIase のみな

らずジペプチダーゼ活性によっても精子―卵透明帯結合に寄与していると考えられた（Deguchi, E. et al. 

Biol. Reprod., 77, 794-802, 2007）。 

 また、我々は、受精を担当する精巣型 ACE(tACE)の酵素活性に対する糖鎖修飾の影響を検討した。

tACE の N 末端側には、体細胞型にはない３６アミノ酸残基からなる特異領域がある。この領域はセリン・

スレオニンリッチで、O 型糖鎖修飾を受けることが報告されていたが、その生物学的意義は不明であった。

そこで、我々は、この領域の９か所のスレオニン残基を全てアラニンに置換した変異体を作製し、GPIase

活性およジペプチダーゼ活性を野生型と比較した。その結果、いずれの活性も有意差はなかった。さら

に、野生型分子を CHO 細胞で発現させて得た分子の両活性を、COS7 由来分子と比較したところ、ジペ

プチダーゼ活性は同等であったが、GPIase 活性は CHO 由来分子のほうが２倍程度有意に高かった。そ

こで、これらの分子の糖鎖プロファイリングを、レクチンアレイを用いて分析したところ、COS7 由来分子の

mucin 系O型糖鎖は T-antigen, Tn-antigen, sialyl-T-antigen が混在しているのに対して、CHO 由来分子

ではほぼ全てが sialyl-T-antigen であることが判明した。これらのことから、O 型糖鎖の有無は tACE の両

活性の基盤に影響は与えないものの、そのプロファイリングの違いは、GPIase 活性の高低を左右する可

能性が示唆された(Kondoh, G., et al. J. Biochem., 145-1, 115-121, 2009)。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

近年、我々が見出したACEのほかにも、Wntシグナルの制御因子として知られていたNotumにも同様の

GPIase 活性が見出された（Traister, A. et al. Biochem. J., 410, 503-511, 2008）。また、最近、我々は ACE

とは異なる新たな GPI-AP 遊離因子候補も見出している。今後は、この分子の機能解析や ACE との連関
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を精子のみならずより広範な細胞・組織系で行い、GPIaseワールドの生物学的意義、全貌を明らかにして

いきたいと考えている。 

 

３．６ グリコサミノグリカンの動態—機能相関への統合的アプローチ 

(北海道大学 菅原一幸グループ) 

(1) 研究実施内容および成果 

１）コンドロイチン硫酸の生合成機構の解明 

 コンドロイチン硫酸グルクロニルトランスフェラーゼが、コンドロイチン合成酵素-1、-2、コンドロイチン重

合化因子とともに、コンドロイチン硫酸の生合成に関与することを、神薬大の北川裕之博士らと共同で証

明した。コンドロイチン硫酸グルクロニルトランスフェラーゼの過剰発現はコンドロイチン硫酸の合成量を

増加させ、この酵素の RNAi によってコンドロイチン硫酸の合成量が減少することを見いだした。この酵素

自身は、グルクロン酸転移酵素活性しか持たないが、他の因子と相互作用し、生合成酵素複合体を形成

していると考えられた。 

 グリコサミノグリカンのコアタンパク質との橋渡し部位は、多糖鎖の二糖繰り返し領域とは異なる特殊な四

糖配列からなっているが、この部分にリン酸化や硫酸化等の修飾が施されることがある。これらの修飾構

造の意義は知られていなかったが、最近我々は、神薬大の北川裕之博士らと共同で、この部分に修飾構

造が存在することによってその後の糖鎖伸長が大きく影響を受けることを証明し、これら修飾構造のグリコ

サミノグリカン生合成への関与を示した。さらに、これらの修飾構造の１つであるガラクトースの

6-O-sulfate が、コンドロイチン硫酸の二糖繰り返し領域の GalNAc の６位に硫酸基を転移する酵素の１つ

であるコンドロイチン 6-硫酸基転移酵素-1 によって担われていることも明らかにした。 

 

２）ウイルスレセプターとしてのコンドロイチン硫酸 

  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、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、スウェ

ーデンのヨーテボリ大の Bergström 博士らとともに証明し、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。 

 ヘルペス単純ウイルス-1 の感染に抵抗性を示す培養マウス L 細胞変異株 gro2C と sog9 ではヘパラン

硫酸合成酵素EXT-1 が欠損しているが、gro2C には感染性が残存し、sog9 には 99％感染性が欠如して

いる原因は不明であった。我々は、sog9 細胞でコンドロイチン 4-硫酸基転移酵素遺伝子が欠失している

こと、sog9細胞への正常遺伝子の導入でウイルス感染性が回復し、細胞でのコンドロイチン硫酸E構造の

出現と対応することを示し、ヘルペス単純ウイルス-1の感染に細胞表面のコンドロイチン硫酸E構造が深

く関わっていること、コンドロイチン 4-硫酸基転移酵素が E 構造の合成に必須であることを証明した。 

 

３）モデル生物のグリコサミノグリカン生合成変異株のフェノタイプの解析 

 ハエでのヘパラン硫酸合成における 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、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。また、これまで機能

が不明であった線虫のヘパラン硫酸合成酵素遺伝子と推定されていた rib-1にコードされるタンパク質が

相同遺伝子rib-2 のコードタンパク質と複合体を形成し、ヘパラン硫酸合成酵素活性をもつことを証明し

た。また、deletion mutagenesisによってrib-1のnull mutant ではヘパラン硫酸合成が低下し、原腸陥入か

それ以降の発生時期で形態形成異常を起こし、致死になるフェノタイプを示した。このように、rib-1 はヘ

パラン硫酸の合成と形態形成に必須であることが分かった。 

 イリノイ大の P. G. Okkema 博士らと共同で、ピリミジンの de novo 合成酵素をコードする pyr-1(cu8)遺伝

子の線虫突然変異株でヘパラン硫酸合成が低下し、線虫の気管形成（pharyngeal isthmus の伸長）が不

完全になる形態形成異常を見いだした。これらの結果は、線虫でのピリミジン合成異常が間接的にヘパ

ラン硫酸合成異常を来たし、気管形成異常のフェノタイプをもたらすことを示している。 

 線虫よりも下等なヒドラのヘパラン硫酸とコンドロイチン硫酸を初めて同定し、ヒドラでは線虫と同様に，ヒ

アルロン酸がないことを発見し、コンドロイチン硫酸による機能の補完を示唆した。 

 

４）ゼブラフィッシュを用いたコンドロイチン硫酸の機能解析 
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 コンドロイチン硫酸が発生の過程で重要な役割を果たしていることを示唆する報告が多くなされてきた。

そこで、モルフォリノオリゴヌクレオチドを用いて遺伝子のノックダウン解析が行いやすいモデル生物であ

るゼブラフィッシュを利用し、コンドロイチンの4-O-sulfateの機能を解析した。この構造を生合成する鍵酵

素であるコンドロイチン 4-硫酸基転移酵素-1 について、whole-mount in situ hybridization 解析を行ったと

ころ、ゼブラフィッシュ胚の脊索や体節等での強い発現が見られた。コンドロイチン 4-硫酸基転移酵素-1

をノックダウンしたゼブラフィッシュ胚では、将来筋肉になる体節の形成が異常となり、体軸が曲がるという

表現型が得られた。さらに、運動神経の形成異常を引き起こすことも分かった。これらの結果より、コンドロ

イチン硫酸の 4-O-sulfate が筋肉や運動神経の発生の過程で重要な役割を果たしていることが示され

た。 

 

５）脳のグリコサミノグリカンの機能と生合成の相関関係の解析 

  ブタ胎児脳から精製したコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸ハイブリッド鎖のマウス海馬ニューロン

に対する神経突起伸長促進活性にプレイオトロフィンと肝細胞増殖因子のシグナル伝達経路が関与して

いることを見いだし、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、構造決定した。 

 ブタ胎児脳から単離精製したコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸ハイブリッド鎖の神経突起伸長促進

活性が、デルマタン硫酸構造の指標となる IdoUA 含量と相関していることを以前に示していた。今回、生

後７日から７週齢のマウス脳を用いて、コンドロイチン硫酸およびデルマタン硫酸の合成に関わる硫酸基

転移酵素遺伝子の発現と発現したハイブリッド鎖の二糖組成を解析し、特に小脳の発達期でデルマタン

硫酸構造に特徴的な２種類の二糖単位 iA[IdoUA-GalNAc(4-O-sulfate)]と iB[IdoUA(2-O-sulfate)- 

GalNAc(4-O-sulfate)]の量が有意に上昇し、その合成に関与する２種類の硫酸基転移酵素、デルマタン

4-硫酸基転移酵素とウロン酸硫酸基転移酵素の特異的な発現上昇を見いだした。これらの結果は、生後

の小脳の発達に、iA と iB を含むハイブリッド鎖が重要な働きをしていることを示している。 

 神経幹細胞の維持におけるコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸の役割を解明するため、ドイツのル

ール大のA. Faissner博士らとともに、神経幹細胞におけるコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸の構造と

それらの生合成に関わる酵素群の発現について調べた。単なる電気陰性度のみが神経幹細胞の維持に

関わっているのではなく、特定の硫酸化配列をもったコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸が必要である

ことを示すことができた。 

 成熟した脳の神経細胞の多くは、神経細胞周囲網（perineuronal net, PNN）と呼ばれる特殊な構造体で

覆われている。PNN はシナプス回路が構築される臨界期の終わり頃から形成されるマトリクスだが、そこ

に存在するプロテオグリカンの構造や機能はほとんど研究されていなかった。今回、ケンブリッジ大の J. 

W. Fawcett 博士らと共同で、生理緩衝液に異なる可溶化剤を添加することによって、PNN の性質の異な

るコンドロイチン硫酸プロテオグリカンを効率よく、段階的に抽出する条件を見いだした。さらに、正常脳と

人工的に損傷させた脳について、ヘパラン硫酸プロテオグリカンの構造、関連遺伝子の発現量の変化に

ついて比較した。その結果、ヘパラン硫酸鎖中のウロン酸の 2-O-sulfate の増加が見られ、この構造を生

合成する鍵酵素であるヘパラン硫酸2-硫酸基転移酵素の mRNA の発現量も上昇していた。したがって、

この 2-O-sulfate 構造が中枢神経系の損傷に対する反応において、何らかの重要な役割を果たしている

可能性が示唆された。 

 コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの１つであるアグリカンは、オルターナティブスプライシングによる

複数の産物が存在することが知られている。我々はイタリアのパルマ大の R. Perris 博士らとの共同研究

によって、それぞれのアイソフォームを別々に認識する抗体を作成し、それらを用いて脳内でのアグリカ

ンアイソフォームの分布を調べた。その結果、大脳皮質において異なる PNN の層は、異なるアグリカンア

イソフォームを発現していることを見いだした。したがって、特定のアグリカンアイソフォームが、大脳神経

のあるサブグループに特異的な働きをしている可能性が示唆された。 

 

６）コンドロイチン硫酸の関与する疾病の発見とがん転移への関与の証明 

 コンドロイチン硫酸の生合成酵素の変異を原因とする遺伝病の解析を行った。トルコのイスタンブール

大の B. Tuysuz 博士、ニュージーランドのオタゴ大の S. P. Robertson 博士らにより見いだされた、複数の

骨異形成症の原因が、コンドロイチン硫酸の生合成酵素の１つであるコンドロイチン 6-硫酸基転移酵素
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-1 の変異である可能性が示唆された。我々は、これら変異酵素の酵素活性を測定するともに、患者の組

織のコンドロイチン硫酸の構造や生合成酵素活性を生化学的に解析したところ、複数の患者で見つかっ

た異なる各々の点変異について、コンドロイチン 6-硫酸基転移酵素活性が有意に低下していた。各患者

組織におけるコンドロイチン 6-硫酸基転移酵素活性も低下しており、コンドロイチン硫酸そのものの合成

量の減少と、その構成二糖組成も変化していた。これらの知見は、変異による酵素活性の低下が原因とな

り、コンドロイチン硫酸の量的、質的変化が生じ、その結果本来のコンドロイチン硫酸が発揮すべき機能

が損なわれ、正常に骨が形成しないことを示している。 

 癌の転移における高硫酸化コンドロイチン硫酸の関与についても解析した。高硫酸化コンドロイチン硫

酸 E に対するファージディスプレイ抗体GD3G7 に対する反応性を高転移性と低転移性のルイス肺癌由

来細胞株で比較したところ、高転移性株で強い染色が見られた。そこで、各細胞株からコンドロイチン硫

酸を単離し、その構造解析を行ったところ、E 構造は高転移性株に高い割合で検出された。これらの結果

は、高硫酸化コンドロイチン硫酸と癌の高転移性との関連を示唆している。高転移性株をマウスの尾静脈

より注射することによる肺でのコロニー形成は、コンドロイチン硫酸分解酵素で癌細胞を処理した場合、高

硫酸化コンドロイチン硫酸 E を同時に添加した場合、GD3G7 抗体を同時に添加した場合のいずれにお

いても、抑制され、癌細胞表面の高硫酸化コンドロイチン硫酸が、癌の転移に深く関わっていることが証

明された。この成果は、癌の転移抑制剤の開発に結びつく可能性をもつと考えられる。 

 

７）新規のコンドロイチン（硫酸）分解酵素の同定 

 我々は以前、線虫の系を用いて、硫酸化されていないコンドロイチンが存在すること、コンドロイチンが

胚発生において不可欠の働きをすることを証明し、さらにコンドロイチンの生合成に関わる酵素の同定を

行った。今回はコンドロイチンの代謝酵素の同定を目指した。線虫にはコンドロイチンと構造がよく似たグ

リコサミノグリカンであるヒアルロン酸が存在しないことが知られているが、それにも関わらずヒアルロン酸

分解酵素であるヒアルロニダーゼのホモログが線虫ゲノムに存在することを見いだした。そこで、この遺

伝子産物について解析したところ、発現タンパク質の酵素活性が検出され、さらにヒアルロン酸には殆ど

作用せず、コンドロイチンに特異的に作用するエンド型の加水分解酵素であることが判明した。このような

酵素の報告はこれまでに例がない。最近さらに、ヒトのヒアルロニダーゼと考えられてきた複数の酵素の１

つ（ヒアルロニダーゼ４）が実はコンドロイチン硫酸分解酵素であり、特定の配列を認識する非常に特異性

の高い b-N-アセチルガラクトサミニダーゼであることを見いだした。 

 

８）糖鎖認識プローブである抗グリコサミノグリカン抗体の認識する糖鎖構造の解析 

  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、ホヤの多糖からエピトープ十糖を単離し、

構造決定した。 

 一方、サメ軟骨由来の CS-D から単離構造決定していた５種類の硫酸化八糖について、900MHz 
1H-NMR と古典的分子力学に基づくモデリングで解析し、３種類の抗体（MO-225、CS-56、473-HD）によ

って共通に認識される立体構造と静電ポテンシャルの分布を明らかにし、D 二糖単位

GlcUA(2-O-sulfate) の構造及び八糖の両端に位置する６位の硫酸基の重要性を明らかにした。さらに、

サメ胎児軟骨の CS プロテオグリカンに対して調製したマウス単クローン抗体 WF6 によって認識される抗

原が卵巣がん患者の血清中で上昇する腫瘍マーカーであることを見いだし、エピトープの一次構造を決

定すると共に、量子力学に基づく分子軌道法による計算化学の手法を導入し、エピトープの立体構造と

静電ポテンシャルの分布を明らかにした。 

 イカ軟骨由来のコンドロイチン硫酸 E は神経突起伸長促進活性、ヘパリン結合性増殖因子との結合活

性、ヘルペスウイルス感染阻害活性等の活性を示すが、詳細な構造は不明であった。我々は、一連の硫

酸化八糖と十糖を単離、構造決定し、構造解析ツールであるマウス単クローン抗体 MO-225 が十糖を最

小単位として認識し、しかも、４つの E 二糖単位と１つの C 二糖単位からなる E-E-E-E-C とだけ結合し、

A二糖単位を含むE-E-E-E-Aや、E-E-E-E-Eなどの十糖には結合しないことを見いだした。現在、立体

構造や静電ポテンシャルの分布を解析している。 

 

９）コンドロイチン硫酸の新規構造解析法の開発 
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 海産動物のコンドロイチン硫酸には、GlcUA(3-O-sulfate)構造という珍しい修飾構造を含むものがあるこ

とが知られている。この構造は、通常の組成分析方法であるコンドロイチナーゼABCでの低分子化を行う

と分解が起こり、検出不能になる。そのため、哺乳動物でも存在しているが見逃されてきた可能性がある。

そこで、この構造の上記の酵素による分解機構を解明し、かつこの構造を定量する方法を新規に開発し

た。 

 また、コンドロイチン硫酸の解析をより効果的に行うことを目的として、1H-NMRによるコンドロイチン硫酸

中のウロン酸のタイプを定量する方法を開発した。本法を利用すると、非破壊的に、微量でコンドロイチン

硫酸／デルマタン硫酸ハイブリッド鎖中の GlcUA と IdoUA の量比、すなわちコンドロイチン硫酸とデルマ

タン硫酸の割合を算出できる。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 今回、高硫酸化コンドロイチン硫酸の関わるヘルペス単純ウイルスの感染や癌の転移、また神経幹細

胞の維持などグリコサミノグリカンの新規機能をいくつか証明できた。これらはグリコサミノグリカンに関連

した疾患の原因究明や、それらの治療法の開発に於いて極めて有益な情報になりうる。また、グリコサミノ

グリカンの生合成や代謝のメカニズムに関する新しい知見は、グリコサミノグリカンの機能に関連する生命

現象の機構を解明する上で有用であり、今後グリコサミノグリカンの機能調節を行う上での基礎的データ

として大いに活用できる。さらに、今回開発した糖鎖認識プローブは、グリコサミノグリカンに関連した癌な

どの疾患の検出、特定の機能糖鎖ドメイン構造の検出に有効である。 

 また今回、解析をコンドロイチン硫酸抗体によって認識されるオリゴ糖鎖配列に対して実行したが、この

量子力学を反映した分子軌道法による計算化学による解析を行った。これは、糖鎖と機能性タンパク質の

相互作用の理解への新しいアプローチであり、新分野の開拓が期待される。 

  

３．7 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 

（理化学研究所 鈴木匡グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 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が、その

代謝の分子機構は長い間不明なままだった。我々はこれまで、(1)糖タンパク質からの糖鎖の脱離

（PNGase）の酵素の発見と遺伝子同定、(2)糖鎖の還元末端の GlcNAc 残基の脱離（ENGase）の分子クロ

ーニングを行ってきたものの、そのほかに関わると考えられる酵素およびトランスポーターの遺伝子は不

明であった。そこで、本研究では、遊離糖鎖の微量簡便解析、定量法を確立するとともに、新規酵素のア

ッセイ系の確立、およびこれまで明らかになっている関連酵素の生物学的重要性の解析を行った。その

結果、これまで主に以下に示すような成果を達成できた。 

 

1）細胞質マンノシダーゼ（Man2C1）の同定およびその糖鎖代謝における役割の解明 

（Suzuki, T., et al. (2006) Biochem. J. 400, 33-41.） 

 これまで哺乳動物細胞を用いた生化学的な解析から、細胞質のマンノシダーゼが遊離糖さから特定の

マンノースを刈り込むことが明らかになっていたが、その酵素をコードする遺伝子は不明だった。我々は

これまでのヒトのゲノム情報から明らかにされているマンノシダーゼ・およびマンノシダーゼ様遺伝子につ

いて検討を行い、これまで小胞体マンノシダーゼといわれていた Man2C1 が細胞質マンノシダーゼと同

一である可能性が高いと結論づけ、その仮説の検証を行った。その結果、Man2C1 は実際細胞質に発現

し、酵素学的性質もこれまで調べられている細胞質マンノシダーゼと類似していることが判明した。更に

siRNA による酵素の発現抑制によって、細胞表面の糖鎖に大きな変化は見られないものの、遊離糖鎖の

量および構造に大きな変化が認められ、Man2C1 の主要な生理機能は細胞質遊離糖鎖の代謝であること

が強く示唆された。この発見によって、PNGase（Suzuki, T., et al., (2000) J. Cell Biol. 149, 1039-1051）、

ENGase（Suzuki, T., et al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 9691-9696）Man2C1 という細胞質高マン

ノース型遊離糖鎖の代謝経路の分子機構がはじめて明らかにされた。 
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2）哺乳動物細胞質に蓄積する高マンノース型遊離糖鎖の HPLC による簡便な分離、検出法の確立 

（Suzuki, T., et al. (2008) Anal. Biochem. 381, 224-232.） 

 これまで、哺乳動物中に遊離糖鎖が存在することは知られていたが、その殆どは還元末端が GlcNAc１

残基である Gn1 型糖鎖となっているのが構造的な特徴である。これまで、還元末端にキトビオース構造

（GlcNAcb1-4GlcNAc）を持つ Gn2 型糖鎖の分離定量法はよく知られていたが、Gn1 型の糖鎖を効率よく

分離する方法は知られていなかった。特に蛍光(PA)標識した Gn2 型糖鎖において、構造異性体同士を

分離できる逆相カラムにおいて、従来の条件では Gn1 型糖鎖は殆どカラムに保持されず、非常に分離、

定量が難しかった。我々は PA 標識糖鎖の逆相カラムへの保持が pH に大きく依存することに注目し、通

常よく用いられているブタノール濃度に加えてpHのグラジエントを加えた新しいHPLCの条件を確立し、

この方法とサイズ分画であるアミノカラムを併用することでこれまで見出されている細胞質高マンノース糖

鎖の構造異性体の殆どを分画、定量することが出来ることを示した。この新しい分析方法によって、哺乳

動物由来の細胞質遊離糖鎖の構造同定が格段に容易になった。 

 

3）ヒト胃がん由来細胞MKN7/45 細胞における複合型遊離糖鎖蓄積の発見 

（Ishizuka, A., et al. (2008) Biochem. J. 417, 227-237） 

 これまで哺乳動物の細胞質に蓄積する遊離糖鎖の報告はほぼ高マンノース型（小胞体型）糖鎖に限定

されていた。我々は、各種のヒト由来がん細胞中の遊離糖鎖を解析する過程で、胃がん由来の

MKN7/MKN45 細胞で複合型（ゴルジ型）N 型糖鎖が蓄積することを明らかにし、その構造を精密に解析

した。生化学的解析により、この糖鎖はリソソーム膜の機能低下により、直接細胞質から漏れ出しているこ

とが示唆された。また細胞質シアリダーゼであるNeu2の発現により、シアル酸を含む糖鎖の量が著しく減

少したことから、細胞質のシアリル化遊離糖鎖が Neu2 の生理的な基質となりうる可能性を提唱した。 

 

4）蛍光標識糖鎖を用いた小胞体膜上の糖鎖トランスポーター活性のアッセイ法の確立 

（Haga, Y., et al. (2009) Glycobiology 19, 987-994） 

 細胞質遊離糖鎖の生成経路の一つとして、細胞質PNGase依存的経路のほかに小胞体の内腔で生じる

PNGase 非依存的経路が知られている。小胞体内の糖鎖は特異的な小胞体膜トランスポーターによって

細胞質に放出されるとされているが、簡便なアッセイ法が存在しないことから、その遺伝子は未だ不明の

ままである。 

 そこで、小胞体膜上の糖鎖トランスポーターの新規アッセイ法の確立を目指し、蛍光標識した N 型遊離

糖鎖を用いた。その結果、マウス肝臓より小胞体膜を調製し、膜をアルカリ pH で処理することで、蛍光糖

鎖プローブを内腔に封入し、逆行輸送されたプローブは膜外に加える蛍光物質に対する抗体によってク

エンチされる。この経時変化を観察することで、逆行輸送の新規アッセイ系を確立した。本アッセイにより、

糖鎖の小奉戴膜上の輸送がこれまでの報告どおり能動輸送であり、輸送活性には ATP のほか細胞質成

分が必須であること、糖鎖の輸送には構造特異性があることなどが明らかとなった。 

 

5）出芽酵母における遊離糖鎖の解析法の確立と、ERAD マーカーとしての遊離糖鎖の利用 

（Hirayama, H., et al., submitted for publication） 

  哺乳動物における遊離糖鎖の存在の報告は広く存在するが、他の種における遊離糖鎖の代謝機構は

その多くが不明である。これまで出芽酵母では遊離糖鎖が存在することが報告されているものの、その詳

細な構造多様性などは明らかになっていなかった。我々は出芽酵母から遊離糖鎖を単離、定量する方法

を確立した。興味深いことに、これらの糖鎖は細胞質 PNGase の欠損株では殆ど消失することが分かり、

少なくとも通常の実験条件下では出芽酵母における遊離糖鎖は PNGase 依存的経路によって作られるこ

とが判明した。また、以前の報告と同様その遊離糖鎖の代謝には細胞質に存在するマンノシダーゼであ

る Ams1 によって行われることが明らかとなった。このことから、Ams1 欠損株における遊離糖鎖の構造は

小胞体関連分解（ERAD）において分解されるタンパク質上の糖鎖構造を反映していることが強く示唆さ

れた。Ams1 欠損株においても糖鎖の構造多様性は顕著であり、ERAD をうける変性糖タンパク質の糖鎖
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のプロセシングは非常に多様であることが示唆された。特に 20%程度の糖鎖は Och1 という酵母特有のゴ

ルジに局在する糖転移酵素によって修飾をうけており、変性糖タンパク質の１部は明らかにゴルジに到達

した後で分解を受けていることが明らかとなった。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 以上のべたように、我々の研究によって、細胞質における遊離糖鎖とその代謝機構が酵母からヒトにい

たるまで真核細胞に広く存在する基本的な生物学的素過程であることを示すことが出来た。その分子機

構の全容解明にはまだ多くの困難な道のりが予想されるものの、これまで生化学の教科書でも全く無視さ

れていたこの過程が、少しずつ関連分野の研究者に認知されるにいたってきている。例えば、遊離糖鎖

の存在やその代謝機構について、糖鎖生物学におけるもっとも Comprehensive な教科書といえ

る”Essential Glycobiology”（A. Varki, eds）の 2nd edition には細胞質遊離糖鎖とその代謝機構に関する記

述が初めて見られた。我々の細胞質Man2C1 に関する論文（Suzuki, T., et al., (2006) Biochem. J. 400, 

33-41）や、遊離 N 型糖鎖に対する総説（Suzuki, T. and Funakoshi Y., (2006) Glycoconj. J. 23, 291-302）

は、この３年弱の間に既に２０回以上他の論文に引用されている。また、我々の研究に加え、線虫におい

て遊離糖鎖の存在が示されるなど（Kato, T., et al. (2007) J. Biol. Chem. 282, 22080-22088）、その普遍性

も明らかにされつつある。また、複合型の遊離糖鎖の存在はこれまで殆ど報告がなく、その存在自体が

疑問視されていたが、本研究によって、少なくともある種のがん細胞中には大量の複合型遊離糖鎖が蓄

積しうることが明らかとなった。また、その後の解析により複合型遊離糖鎖の蓄積が細胞に普遍的に存在

する現象であり、その特殊な代謝機構についても明らかにされつつある（清野ら、未発表）。 

 糖鎖の代謝異常とその疾患に関しては、これまでリソソーム酵素との関連が良く知られているが、今回

新しく見いだされた遊離Ｎ型糖鎖の代謝の生理機能や、その欠損に伴う病態の変化については未だに

明らかではない。我々は既に遊離糖鎖の代謝に関与することが明らかにされている細胞質 PNGase、

ENGase のノックアウトの作成とその解析を進めており、近い将来その生物学的重要性と、更にこれらの酵

素が関わる非リソソーム代謝がリソソームにおける糖鎖代謝とどのようなクロストークを持つかが明らかに

されると期待される。 

 

３．8 エキソ・エンドサイトーシスに関与する輸送小胞の形成機構の解明 

（University of Queensland 田口友彦グループ） 

 リサイクリングエンドソーム（以下REsと略す）は、エンドサイトーシスを受けたのちに細胞膜へ戻っていく

分子が一時期的に滞留する核近縁部の膜系として 1980 年代に同定された比較的歴史の浅い細胞小器

官である。ところが、近年 REs がエキソサイトーシスの経路にも関与していることが我々の研究から明らか

となり、REs はリサイクリング経路だけでなく、より広範な膜輸送経路にも関与していることが示唆されてき

た。 

 本研究に於ける我々の大きな狙いは、(A) REs の細胞内膜輸送経路における位置をより明確にしていく

ことと、 (B) REs の局在タンパク質を同定することによって膜輸送の制御因子を同定すること、の二つであ

る。 

 

1) REs を通過する膜輸送経路の可視化に適している細胞のスクリーニングを行い、その中から COS-1 細

胞を見いだした（Masaki et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2007）。COS-1 細胞では、ゴルジ体が空

間的に球体を形成しており、その内部に REs を、外側にその他の細胞小器官（初期エンドソーム、後期エ

ンドソーム、リソソームなど）を配するユニークな細胞小器官の空間的分布を示す。 

この特徴を活かして、糖脂質—毒素複合体によって代表される“細胞膜から小胞体へ至る”逆行性膜輸送

経路の解析を行ったところ、コレラ毒素—GM1 糖脂質複合体は“細胞膜→初期エンドソーム→リサイクリン

グエンドソーム→ゴルジ体→小胞体”という流れを辿ることが明らかとなった。更に REs の不活化実験など

により、REs の機能がコレラ毒素の逆行性膜輸送に必要なことが示された。この発見によって、リサイクリン

グエンドソームは、細胞の持つ３つの主要な膜輸送経路-エンドサイトーシス（リサイクリング経路）、エキソ
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サイトーシス、逆行性膜輸送-を制御することが示された。 

 また、シガ毒素（コレラ毒素と同じく A1B5タイプのタンパク質性毒素で Gb3 糖脂質に結合）もリサイクリン

グエンドソームを通過することを明らかにした（McKenzie et al, FEBS J. 2009） ）。 

 

2) コレラ毒素の逆行性膜輸送の制御因子として、新たにREsに局在する膜タンパク質evectin-2を同定し

た。Evectin-2 はその N 端に PH-domain を持つ 20K のタンパク質で広範囲の組織で発現している。この

PH-domain は evectin-2 の REs へのターゲティンングに必要十分であり、in vitro での酸性脂質に対する

親和性の解析により、ホスファチジルセリンに特異的に結合することが明らかになった。このことから REs

はホスファチジルセリンを豊富に発現しているユニークな細胞小器官であることが明らかとなった。

Evectin-2 のノックダウンによってコレラ毒素の輸送が REs で遅延するのみならず、ゴルジ体—細胞膜を

巡回しているタンパク質 TGN46 の局在もゴルジ体からエンドソームへと劇的に変化することが判明し、

TGN46 の巡回に REs を通過する逆行性膜輸送が必要なことが示された。また PH-domain 以外の細胞質

領域で、TGN に局在する幾つかの t-SNARE タンパク質(Syntaxin 6, Syntaxin 16, Vti1a)とインタラクション

することが明らかとなり、evectin-2 は REs-Golgi の間の tethering factor として機能している可能性が示唆

された。 

 

3) COS-1細胞の特性を活かしてREsの局在タンパク質としてsmall GTPaseであるRap2を同定し、integrin

の細胞膜へのリサイクルの経路への関与を示した。Rap2はパルミトイル修飾を受けるが、このパルミトイル

修飾が REs の局在化と機能発現に必要なことを示すことができた（Uechi et al, Biochem. Biophys. Res. 

Commun. 2009 ）。 

 

4) 近年、small GTPase の Rab protein family が膜輸送の制御因子として重要であることが明らかにされて

きている。Rab5-初期エンドソーム、Rab7-後期エンドソーム、Rab6-ゴルジ体、Rab1/2-小胞体ーゴルジ体、

Rab11-REs などが主な研究対象であるが、それ以外の 60 を越える Rab タンパク質の機能・局在に関して

はほとんどが依然不明のままである。そこで、COS-1 細胞が細胞小器官の空間的分離に優れている特性

を活かして、Rab-GFP library(東北大学：福田光則先生との共同研究)をCOS-1細胞で発現させることによ

り、Rab タンパク質のスクリーニングを行った。その結果、60 種類の Rab タンパク質のうち、約1/4 もの Rab

タンパク質（Rab17, 23 など）が REs に主に局在することがわかった。 

 更に、Rab23のノックダウンによってTGN46の局在がゴルジ体からエンドソームへと劇的に変化すること

から、Rab23は逆行性膜輸送の新たな制御因子であることがわかった。Rab23は分化・発生において重要

であるSonic Hedgehog経路の negativeな制御因子であることがマウスの系で示されているが、そのsite of 

action は不明のままであった。この結果は、REs が分化・発生に重要な細胞小器官であることを示すもの

である。 

 

5) N-Ras, H-Ras, Cdc42 などのシグナル伝達分子が細胞膜以外にも REs に局在することがわかり、更に

Rasに関してはREへの局在に関する構造上の必要十分条件を明らかにすることができた。局在場所を強

制的にゴルジ体へと変化させた Ras 変異体（パルミトイル修飾を欠損させたもの）は REs に局在する正常

形の Ras と比較して活性が著しく低下することがわかり、REs の細胞内情報伝達における重要性を示すこ

ととなった。 

 3)のRap2のREs局在におけるパルミトイル修飾の必要性も併せて考えると、パルミトイル化タンパク質と

REs には緊密な関係があることが示唆される。REs はゴルジ体と異なり、パルミトイル基に高い親和性があ

る脂質環境を持っていることが予想される。 

 

6) TNF（tumor necrosis factor:腫瘍壊死因子）はゴルジ体を脱出後 REs を通過してから細胞外へ放出され

ることが明らかにされている。TNF の膜輸送経路を阻害する薬剤のスクリーニングをで行ったところ、

wortmannin(基質特性が低いPI3-kinaseの阻害剤)がTNFの輸送をゴルジ体のレベルで阻害することが明
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らかとなった。PI3-kinase には多くの isoform があるので、より特異性が高い阻害剤を用いて検討を行った

ところ、特に PI3-kinase d の主要な関与が示唆された。更に、PI3-kinase d の活性null mutant mice から単

離した bone-marrow macrophage では TNF の細胞外への輸送が 5 倍以上減少しており（タンパク質の合

成量には顕著な差は無い）、TNF のゴルジ体への顕著な集積が認められた。PI3-kinase d のノックダウン

によっても TNF の細胞外への輸送が減少することが確かめられた。 

Live-cell imaging により TNF のゴルジ体からの膜輸送経路を観察したところ、PI3-kinase d の機能不全に

よって、ゴルジ体からの数 mm にも及ぶ異常に長い tubulation を多数認めることができた。この tubulation

は、dynamin (membrane fission に関与する分子)の機能阻害剤である dynasore で細胞を処理した時に現

れる tubulation と酷似していた。PI3-kinase d はゴルジ体から TNF を輸送する tubular carrier の fission 

process に関与していると考えられる。 

 本結果は、P3K-kinase の分泌経路への関与を初めて示すものであり（細胞膜またはエンドソームでの

機能は今までに良く知られている）、更にゴルジ体でのtubulation processの新たな制御因子を同定したも

のとしても意義がある。 

 

3．9 糖鎖合成時の動態と機能発現 

（東京大学、田口良グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

GPI アンカー型タンパク質の C 末端糖脂質の構造は側鎖やアシル基の付加等、種々の微細な構造上

の変化があることが知られている。また脂質部のホスファチジルイノシトールの分子種も基のリン脂質の分

子種組成と大きく異なり、sn-1 位には前駆体の PI のほとんどがジアシル型であるのに対して膜表面の

GPI ではアルキル型が 50%以上含まれ、sn-2 位には前駆体の PI に多い高度不飽和脂肪酸のアラキドン

酸ではなく飽和脂肪酸のステアリン酸がほとんどである等、特徴的な構造を持つことが判っている。これら

の特異的構造がどのように形成されるか、すなわち、GPI 前駆体の合成時又はタンパク質の翻訳後修飾

の後に脂質部分のリモデリングが起こることなどの可能性について解明 すべき多くの問題が残されてい

たが、このクレスト研究の以前においては GPI 構造の分子レベルでの詳しい解明は行われていなかっ

た。 

このクレスト研究で田口良グループはタンパク質の GPI アンカー修飾構造の質量分析による解析を通

じて得られたイノシトールやグルコサミン、エタノールリン酸マンノース等を含むGPI特異的マスフラグメン

ト情報を用いて、生合成中間体や翻訳後修飾後の酵素作用により分解を受けた種々の GPI アンカーペ

プチド代謝物の選択的同定法を確立した。これらの手法を用いて、木下グループと共同して、種々の GPI

タンカータンパク質に関連する変異細胞から得られた GPI アンカータンパク質の翻訳後修飾構造の多様

性やそれが細胞膜上で位置特異的な加水分解を受ける際の作用点などの解明を行った。 

この際、GPI アンカーの疎水性部分であるホスファチジルイノシトールの構造解析についてもホスファ

チジルイノシトール特異的リン脂質同定法を用いて、生合成変異株の GPI アンカー部のイノシトールの脂

質分子種解明への適用を試みた。この疎水性部分の解析を通じてラフトにおける他の成分との相互作用

の可能性や膜流動性に対する性質、脂肪酸リモデリングに関する酵素作用の解明を目指した。 

 田口良グループは、構築した高感度質量分析システムとそれに連動したタンパク質や脂質の検索同定

システムを用いて、GPI アンカー糖脂質部の詳細な構造とこれらの構造に変異をもつためその動態に異

常を生じるタンパク質との違い等について詳細に調べた。さらに糖脂質の脂質分子種のリモデリング等に

ついては当研究室で開発した脂質分子種同定システムを用いて、各種 GPI アンカー変異株を用いイノシ

トール糖脂質の脂質分子種を詳細に解析し、前駆体生合成や脂肪酸リモデリングの実態とその生理的意

味との関連を探った。 

 さらに、膜の特定なドメインに局在する GPI アンカータンパク質との相互作用が推定されるスフィンゴ糖

脂質の特異的かつ包括的解析手法の確立を目指すと共に、膜ドメインの機能の解析を試みた。 

これらの研究を実施することにより、以下の研究結果を得た。 

1）膜表面 GPI アンカータンパク質の脂質リモデリング機構の解明と構造解析 
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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。このリモデリングでは、アラキドン酸が切断され、ステアリン酸に置き換わ

ることを証明することが出来た。このことは膜のラフト様ドメインへの局在において、流動性の高いアラキド

ン酸から流動性の低い飽和型脂肪酸であるステアリン酸へのリモデリングが重要であることを裏付けてい

る。 

この際、リモデリングの中間で生成するアラキドン酸が切断されたリゾ型の構造が容易に遊離される構

造に変換される事が判り、この遊離型 GPI アンカーを合成する変異株より得た、GPI アンカータンパク質

のトリプシン分解ペプチド混合物を液体クロマトグラフィータンデム質量分析法(LCMS/MS)により解析す

ることにより、GPI アンカーC 末端ペプチドを、GPI アンカーペプチド特異的なフラグメント情報から同定し、

そのペプチドの分子量関連イオン、フラグメントイオンを詳細に解析することにより、この遊離が、前駆体

である GPI アンカータンパク質 C 末端部分のイノシトールとリン酸の間のホスホリパーゼ D 様の切断によ

って引き起こされることを明らかにした。 

そこで、野生株とアラキドン酸遊離とその後の再アシル化過程が欠損していると考えられる二重変異株

の GPI アンカータンパク質の PVDF 上の精製バンドから亜硝酸処理により切断、遊離したホスファチジル

イノシトール分子種を分析した結果、野生株では sn-2 位がほとんど飽和型のｽﾃｱﾘﾝ酸（18:0）であるのに

対して、二重変異株では、前駆体の PI の sn-2 位と同じ 20:4, 22:6, 18:1 等の不飽和型の分子種であるこ

とが判った。この２重変異株では、予想したように sn-2 位の脂肪酸リモデリングに異常があることを明らか

にすることが出来た。 

 

２）GPI アンカー構造中の PI のアルキルアシル型サブクラスの生成機構の解析 

  哺乳動物のGPIアンカー型タンパク質では、1アルキル2アシル型ホスファチジルイノシトールが主体

であることに関して、質量分析による解析結果より、GPI アンカータンパク質の GPI アンカー前駆体のうち、

前駆体初期合成反応のGlcNPIからGlcN-acylPIの間で、sn-1位のアルキル体の大きな増加が観察され、

全体ではアシル体よりも増加しており、その一方、これらの前駆体の PI の sn-2 位は 20:4, 22:6, 18:1 等の

不飽和型の分子種であることが判った。この GPI アンカー構造に存在する PI の sn-1 位のアルキル体の

増加が、この過程の輸送過程による選択制か酵素反応の基質選択制による可能性か、又はアシルからの

アルキルへの未知のホスホイパーゼ D タイプの未知のリモデリング置換反応のいずれかの機構により起

こると考えている。 

また、最近この生合成はペルオキシソームでのアルキル型リン脂質合成経路に依存していることがわ

かった。つまり、このペルオキシゾームのプラズマローゲン合成変異株がアルキル対でなくジアシル体の

GPI アンカータンパク質を持つことを明らかにし、ペルオキシゾームにおけるプラズマローゲンの de novo

合成が必須であることを明らかにした。 

しかし、アルキル型が主要成分を占める機構の詳細についてはさらに検討を必要とする。 

 

３）マンノースの側鎖に存在するエタノールリン酸の切断変異株における分析、同定 

最近の成果として、GPI 前駆体段階で結合している第 2 マンノースのエタノールアミンリン酸側鎖が、タ

ンパク質への付加後除去される糖鎖部分のリモデリングが存在し、それが PGAP5 によって行われること、

GPI アンカー型タンパク質の小胞体からゴルジ体への効率的な輸送に重要であることがわかった。長らく

第 2 マンノースの側鎖に存在するエタノールアミンリン酸の生理的意味は不明であったが、この付加構造

の切断がこの輸送に深く関与する事が明らかになった。 

 

４）スフィンゴ糖脂質、特にガングリオシド、サルファチドの包括的解析と局在 

またGPIの膜ラフトドメインへの局在について、GPIアンカー構造との相互作用が予想される分子として

ガングリオシドの質量分析による解析を検討し、ガングリオシドの網羅的解析法を確立した。これまでガン
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グリオシト分析に用いられた煩雑な手法に代わる簡便かつ迅速な手法として ODS (octadecyl siliane) カ

ラムを用いた逆相液体クロマトグラフィーと三連四重極型質量分析計を組み合わせた分析法を用いた。

その際、逆相系で ODS カラムを用いてスフィンゴ糖脂質のセラミド部との疎水性相互作用を利用した分

離法に着目した。これまでの逆相系でのガングリオシドについての分析法は、対象として GM1, GM2, 

GM3 といった比較的構造が複雑でないものについての報告が多く、糖鎖やシアル酸の数がさらに増え

た GD1 や GT1 などについては十分な検討がなされていなかった。このため、様々な構造をもつガン

グリオシドが多く混在している条件下で、包括的分析が可能な溶媒、グラジェント条件等の最適化を行な

った。その結果、methanol, isopropanol および 100 mM HCOONH4 aq の3液混合グラジェント用いること

で、ガングリオシドのセラミド部を疎水性相互作用により ODS カラムに安定的に吸着させ、その後、セラ

ミド構造が同じガングリオシドごとに規則的に溶出させることが可能となった。さらに、このような高いセラミ

ド認識性を利用することで、スルファチドについても同様に分析が可能であることが明らかとなった。 

ガングリオシドやスルファチドの定量分析法として三連四重極型質量分析計による negative ion mode で 

MRM (multiple reaction monitoring) を用いた検討を行なった結果多くの分子種について pico - femto 

mol オーダーで高感度な定性および定量分析が可能となった。 

この手法により、ラフトには脂肪酸鎖長の長い、比較的流動性の低い分子種が局在化している可能性

を確認した。今後、GPI アンカータンパク質のラフトへの局在化との関係を調べる予定である。また、マウ

ス小脳のサンプルについてレーザーマイクロダイセクションと LC/MS の組み合わせやイメージングＭＳ

を用いる局在解析の手法を確立し、これによりガングリオシドやサルファタイドの微量解析が可能であるこ

とを確認した。 

また、この他に、リン酸化等のタンパク質翻訳後修飾を高感度に測定するための誘導体化を用いた質

量分析法を開発した。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

質量分析法の解析を GPI アンカータンパク質の生合成変異株を用いた研究に応用することにより、こ

れまで詳細が不明であった、個々の生合成過程の酵素反応の実際を翻訳後修飾構造の解析により明ら

かにすることが出来た。また、これらの変異株の示すフェノタイプから個々の生合成過程の持つ生理的な

意味に迫ることが出来た。生合成変異株と質量分析による実際の代謝過程の構造解析を組み合わせた

研究手法は、非常に有力なアプローチであることが示された。得られた研究成果は GI アンカー構造の生

理的意味のさらなる理解に大きく寄与するものと期待される。 

また、スフィンゴ糖脂質の包括的分析法の確立により、ラフト様ドメインに局在する生体分子の挙動や

生理的意義の解明に有力な手法になると考えられる。今後さらに、ウイルス粒子の形成や、膜タンパク質

受容体のモジュレーション等におけるガングリオシド等のスフィンゴ糖脂質の機能解析に応用したい。 

 

３．10 フコシル化の制御とその機能解析 

（大阪大学 三善英知グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

１） フコシル化ハプトグロビンに関する研究 

 タカラグループ（代表：小山信人）の CREST で、新しい膵癌の腫瘍マーカーであるフコシル化ハプトグ

ロビンを発見し（Int. J. Cancer 118 (11), 2803-2808, 2006）、その産生機序と臨床検査法の開発を行なって

きた。この研究に引き続き、ヒト膵癌患者血清から精製したハプトグロビンの部位特異的な糖鎖解析に成

功した（Int J Cancer, 122(10), 2301-09, 2008）。精製したハプトグロビンをトリプシンで処理した後に、マス

スペクトロメトリー法によって解析した。ハプトグロビンには、4カ所にN型糖鎖結合部位が存在する。膵癌

患者、慢性膵炎患者、高齢者健常人、若年健常人由来のハプトグロビンの構造解析を行なったところ、3

番目の N 型糖鎖の構造が他の部位の糖鎖に較べて、非常にユニークな構造をしていた。つまり、他の 3

カ所の糖鎖は基本的な 2 本鎖構造を持つものの比率が高かったが、この 3 番目の N 型糖鎖には枝分か

れ構造をもつものが多かった（下記の図 1 を参照）。膵癌患者由来のハプトグロビンは、すべての部分の

糖鎖でフコシル化が増加しており、特に 3 番目の N 型糖鎖ではフコースが２つ結合したユニークな糖鎖

構造を認めた。恐らくルイス型のフコースが、この 3 番目の N 型糖鎖に多く結合しているものと考えられる。 
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図１                                 図２ 

 
 
ハプトグロビンは、本来肝臓で産生される急性期タンパクの 1つで、正常の肝臓にはフコシル化反応を制

御する一連の遺伝子群の発現が非常に低い。何故、膵癌患者の血清にフコシル化ハプトグロビンが上昇

するのか不明であった。そこで、培養細胞系を用いて、膵癌細胞が分泌する IL6（インターロイキン 6）が、

肝癌細胞からのハプトグロビンの産生を促進させることを、共培養、IL6の阻害抗体などの実験から証明し

た（Biochem Biophys Res Commun.377 (3), 792-796、2008）。すなわち、上記の図 2 に示すように、膵癌細

胞と共培養すると、肝癌細胞Hep3Bから分泌されるハプトグロビンの量が著増した。この現象は、IL6を産

生する膵癌細胞にのみ認められたことから、IL6そのものによる刺激でも、ハプトグロビンのmRNA発現量

の増加することが、RT-PCR によって確認された。そして、共培養の実験系に IL6 の阻害抗体を添加する

ことによって、ハプトグロビンの産生量が抗体の濃度依存的に阻害された。さらに、IL6 によって産生誘導

されたハプトグロビンが、レクチンとハプトグロビン抗体のサンドイッチELISA法でフコシル化されているこ

とがわかった。実際にフコシル化制御因子であるフコース転移酵素、GMD、FX などの mRNA 発現量が

IL6の刺激によって増加した。膵癌では古くから、癌遺伝子rasの活性化が高頻度に起こることが知られて

おり、最近 ras の活性化が IL6 の産生誘導を介して癌化に関与することが報告された（Ancrile B et al, 
Genes & Development 21, 1714-9, 2008）。フコシル化ハプトグロビン陽性の膵癌の生物学的特性を推測

する上でも、本研究は示唆に富む。この研究において作製したフコシル化ハプトグロビン ELISA キットは、

培養細胞の培養上清をサンプルに使った場合、フコシル化ハプトグロビンの定量が直線的に可能である

が、ヒト血清を用いた場合においてもアッセイ可能かどうか検討した。その結果、研究室レベルの少数例

の血清を用いた検討では、90％程度、従来のウエスタンブロット法に一致することがわかり、臨床応用へ

の期待が持てる。 

 

２） 大腸癌の脱フコシル化と腫瘍免疫に関する研究 

 一般的にフコシル化は、癌化や炎症によって増加し、一部のフコシル化タンパクは腫瘍マーカーとして

用いられている。私達の研究室では、細胞のフコシル化が全く欠損している HCT116 細胞を発見した。フ

コシル化が全般的に欠損しているため、フコース転移酵素のドナー基質 GDP-フコースの合成に関与す

る遺伝子群を解析した結果、変異型 GMD を発現していることがわかった。この変異とは、シークエンス解

析の結果、エクソン 5-7 の欠損であることがわかった。そして、HCT116 細胞に野生型 GMD を強制発現

すると細胞のフコシル化が回復することから、変異型 GMD の発現が脱フコシル化の原因であることがわ

かった（図 3）。次に HCT116 細胞にベクターのみ入れた細胞（Mock）と野生型 GMD を入れた細胞

(WT-GMD)の細胞学的特性を検討した。通常の dish で in vitro で培養した時、明らかな細胞増殖の速度

に差を認めなかった（図4左）。しかし、ヌードマウスの皮下に移植した場合、mockに較べてWT-GMDで

は腫瘍サイズは著しく縮小した（図4 右）。この腫瘍サイズの差は、ヌードマウスから NK 細胞を除去すると

激減するため、NK 細胞による腫瘍免疫と脱フコシル化との関係が示唆された。 
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  図３                            図４ 

 

そこで、NK 細胞が腫瘍細胞を殺す時に重要な pathway の１つである TRAIL を培養細胞に添加して、

cologenic assayによって、その効果を検討した。予想通り、ヒトおよびマウスのリコンビナントTRAILともに、

mock に較べて WT-GMD の方が腫瘍増殖を抑制した。この結果は、ヌードマウスで見られた腫瘍サイズ

の抑制に一致した（図 5 左）。さらに、TRAIL による細胞死（アポトーシス）の誘導を Cleaved PARP の発現

で検討したところ、同様に野生型GMDを戻した細胞において、アポトーシスが低濃度のTRAIL処理で誘

導された（図 5 右）。こうした GMD の変異の普遍性を検討するため、多くの癌細胞を調べたところ、いくつ

かの細胞でHCT116と同じ、あるいは異なるGMDの変異を認めた。また、ヒトの大腸癌組織、卵巣癌組織

を調べたところ、GMD の変異を認めた。これら、総ての変異型GMD を HCT116 に発現させ、フコシル化

が回復するか否かで GMD の活性を検討したところ、総ての変異GMD にその活性を認めなかった。ただ

し、ヘテロ型GMDの変異では、細胞全体のフコシル化のレベルに変化は見られず、HCT116と同様の変

異を認めたものは胃癌細胞SCH のみであった（図 6）。以上の結果を大腸癌の発癌過程の中で考えてみ

ると、初期の大腸癌ではフコシル化の程度は増加し、ある程度の段階になって転移する時には、NK 細胞

の攻撃から免れるため、脱フコシル化を起こすという仮説が成り立つ。以上の実験結果は、

Gastroenterology 137, 188-198, 2009 に掲載され、editorials にも取り上げられた。細胞を用いたフコース

の基礎研究から臨床検体まで解析が及んだ研究として高く評価され、朝日新聞の科学欄にも掲載され

た。 

  図５                            図６ 
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(2)研究成果の今後期待される効果 

 レクチン-ELISA キットを用いたフコシル化ハプトグロビンの定量は、多施設の臨床検体を用いた

validation study を行ない、臨床検査としての価値を検討する。さらに、企業との連携によって、診断キット

としての実用化の可能性もある。フコシル化欠損によって、TRAIL 体制になる分子機構を解明することが

次なる大きな研究課題であるが、人工的にフコシル化を回復させる方法を開発すれば、新しい糖鎖治療

の可能性がある。現在海外では、TRAIL による癌の免疫療法は臨床治験に入っているが、フコースと

TRAIL の関係を明らかにすることによって、TRAIL 療法の新たな展開を見せるであろう。 

 

３．11 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 

（地方独立行政法人大阪府立病院機構大阪府立母子保健総合医療センター研究所 和田芳直グルー

プ） 

 

(1)研究実施内容及び成果 

 21 世紀のポストゲノム生命科学研究において、糖鎖の機能、特に糖タンパク質における特定部位に付

加する糖鎖の果たす役割が注目されていることから、部位特異的な糖鎖構造を迅速に解析する必要があ

る。そのための基盤技術として 2004 年に発表した糖ペプチド分析法は広く世界で用いられるようになっ

たが、CREST 研究ではＮ型糖鎖に関するチーム間共同研究において、この手法を応用展開するとともに、

特に注目されるフコシル化糖鎖について微量定量法の検討、またＯ型（ムチン型）糖タンパク質のプロフ

ァイリング法、さらに、酸性糖や酸性糖脂質の高感度分析法の開発を以下のように行った。 

１）大山グループとの共同研究では、前立腺腫瘍マーカーである前立腺特異抗原 PSA 血清レベル上昇

が癌特異的でなく、前立腺肥大症や炎症においても見られるため、癌特異的なPSA糖鎖の探索を行った。

PSA には配列上の１ヶ所に N 型糖鎖が結合する。大山らはかつてレクチンを用いた研究によって癌患者

血清PSAではα2,3シアル酸が増加しており、それをもって良性疾患と鑑別できることを提案した。この結

果を検証するため、前立腺癌患者血清 PSA および対照としての精漿 PSA の質量分析による糖鎖構造解

析を行った。PSA 以外に由来する糖鎖が試料に混在するのを回避するために、糖鎖を切り出して分析す

るのでなく、PSA をプロテアーゼ消化し、得られた糖ペプチドを試料として解析した。α2,3 シアル酸を選

択的に脱離するStreptococcusノイラミニダーゼを組み合わせた分析の結果、癌患者では確かにα2,3シ

アル酸が存在するが、対照とした精漿 PSA には α2,6 シアル酸のみであることを証明した。血清中 PSA

は遊離型の他に α1 アンチキモトリプシン（ACT）とエステル結合したフォームがある。これらのフォーム

に結合する PSA 糖鎖は同一であることを初めて明らかにした。また、精漿 PSA の糖鎖は従来報告されて

いたバイアンテナ糖鎖は主要な糖鎖でなく、混成型および高マンノース型が主要な糖鎖として存在する

こと、そして、精漿PSA標品にはPSA以外の分子に由来するバイアンテナ糖鎖が混在していることもあわ

せて見出した。これまでも PSA 糖鎖に関する解析報告は多々あるが、従来法の欠陥は糖鎖をタンパク質

から遊離して測定するため、血中で PSA とエステル結合している ACT の糖鎖との分別が不十分であるこ

とにあった。それに対し、糖ペプチドを解析することで PSA 特異的な糖鎖を分析していることが保証でき

る我々の結果は信頼性の高いものであり、従来報告にない確かな構造情報を取得することに成功した。

診療現場にこの方法を導入することは現実的でないが、レクチン等スループットの高い方法のレファレン

スとして有用である。 

２）顧グループが進めるインテグリンのN型糖鎖機能解析について、部位特異的糖鎖解析を行った。内容

は同グループからの報告の通りであるが、この実施例は糖ペプチド解析の微量構造解析能力を証明した

という技術的価値が高い。 

３）N 型糖鎖に関してさらに、糖鎖の中でも近年とみにその機能に注目が集まっているフコース付加につ

いて、フコシル化レベルを質量分析法によって正しく判断（定量）するための技術基盤研究を行った。す

なわち、Ｎ型糖鎖含有糖ペプチドにおけるアンテナ・ルイスフコースとコアフコースの開裂の違いを明ら

かにし、さらに、イオン化法によらずフコースレベルの測定、すなわち定量を信頼性高く行えることを証明

した。これは、糖鎖あるいは糖ペプチドにおけるフコースについて、質量分析過程での脱離が「漠然」と
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懸念されていたことへの明確な結論であり、高感度糖鎖プロファイリングを行う際の根拠として価値があ

る。 

４）糖鎖機能を考えるとき、個体レベルでの表現型として先天性糖鎖合成異常症に関する知見を増やすこ

との意義は大きい。先天性糖鎖合成異常症CDGにはこれまで約20種類が報告されているが、診療現場

での臨床検査では診断が不可能である。我々のチームでは、これまでに発展させてきた糖ペプチド解析

法を CDG 診断支援という臨床現場での実用に供し、2008 年末までに全国の小児医療機関から依頼され

た約 500 検体の分析を行い、４例を新たに診断した。このような実試料の分析はいろんな示唆を与えるが、

例えば、CDG 疾患群のうち最頻の CDG-Ia 型の原因遺伝子 phosphomannomutase-2 (PMM2)における

R141H変異が欧州で高頻度であるのに対し、日本人には R238Pが多いことがわかった。この研究は開発

技術の臨床への還元であるとともに、我々は糖ペプチド解析という一部欧州や米国で行われているよりも

詳細な解析も含めて分析しているので、二次的な糖鎖構造変化など多くの知見を蓄積しつつあり、糖鎖

機能を個体レベルで理解するための資料として意義がある。 

５）以上は、N 型糖鎖に関する研究であるが、Ｏ型糖鎖、特にムチン型糖鎖のプロテオーム観点の情報は

圧倒的に少なく、Ｏ型糖鎖に関する疾患の診断など応用面においても手つかずの状態である。このこと

を打開するためにムチン型糖鎖付加部位に関する解析法の開発に取りかかった。まず、従来からの β

脱離を利用する修飾法を改良して血漿タンパクについて新規付加部位の決定を開始した。その過程に

おいて、質量分析法による構造解析には不活性ガス等中性粒子との衝突励起解離が行われているが、

新しい開裂法である電子移動解離は糖鎖構造に影響を与えずにペプチド鎖のみを切断できる。この方

法によって付加部位の決定のみならず付加率についても解析できることをヘモペキシンのＯ型糖鎖解析

において証明した。また、IgA1ヒンジ領域にクラスター的に付加するＯ型糖鎖を糖ペプチド解析法で分析

したところ、クラスター状である糖鎖付加が決してランダムに起こっているのでなく、健常人においてはよ

く保存されていることを明らかにした。このことは、糸球体腎炎の原因として主要で、透析に至る率も高い

IgA 腎症に報告されている糖鎖異常に関連する重要な基本情報である。そのような疾患における糖鎖変

化を数値化する方法をあわせて開発した。例えば、IgA1 ヒンジ領域における多数のムチン型（Ⅰ型コア）

糖鎖全体の GalNAc、Gal は健常人において、それぞれ 4.55 ± 0.05 および 3.53 ± 0.08 

(mol/glycopeptide；n=7)であるのに対し、IgA 腎症例ではそれぞれ 4.54 (P>0.5)および 3.24 (0.02>P>0.01) 

(mol/peptide)といった計量を行える。 

このような定量評価は従来行われていなかったもので、疾患における糖鎖変化の客観的記述法を示した

意義がある。例えば、リウマチ等慢性炎症性疾患の IgG の N 型糖鎖で Gal が減少していることは古くから

知られているが、IgA1 の O 型糖鎖に関する報告はほとんどなかった。そこで、同じ患者血清の IgA1 の O

型糖鎖を調べると、Galの減少ではなく、GalNAcの減少が見られた。リウマチの IgGにおけるN型糖鎖変

化は IgG 産生細胞におけるガラクトシルトランスフェラーゼ β4Gal-TI 活性低下（あるいはそのようなクロ

ーンの増加）が原因であるとされているが、IgA を産生する B 細胞にも糖鎖遺伝子発現変化が起こってい

ることの可能性を示唆している。 

６）従来、酸性糖鎖、酸性糖脂質は質量分析が得意とする試料でなかった。中赤外（6μm）レーザーによ

るマトリックス支援レーザー脱離イオン化 MALDI について研究を行い、一般に用いられている紫外レー

ザーよりも温和なイオン化、特に開裂の起こりやすいシアル酸や硫酸基、リン酸基の脱離がほとんど起こ

らず、そのために感度よく測定できることを明らかにした。そのイオン化過程について奈良女大と共同研

究を行った。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

我々が CREST において開発し、チーム内グループ間共同研究におけるＮ型糖鎖やわれわれのグルー

プにおけるＯ型糖鎖解析例によってその有効性を証明したグライコプロテオーム解析技術は、糖鎖プロ

ファイルの数値化という流れを作り、今後の糖鎖生物学・糖鎖医学における疾患関連での糖鎖変化の解

析法（記述法）のスタンダードになるであろう。これまで数年にわたり実施してきたＣＤＧ診断支援活動は

そのことの実践である。特に、本CREST後半に取りかかったO型糖鎖解析は、未解明のＯ型糖鎖機能解
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析への波及効果が大きいであろう。 

 

３．１１ フコシル化ハプトグロビン ELISA Kit の Validation Study 

（株式会社免疫生物研究所 木下憲明グループ） 

(１)研究実施内容及び成果 

 以前の CREST研究において、タカラグループ（代表：小山信人）の三善らは、新しい膵がんの腫瘍マー

カーとして、フコシル化ハプトグロビンを発見し（Int. J. Cancer 118 (11), 2803-2808, 2006）、その産生機序

の解明および本分子の血中量測定のための臨床検査法の開発および各種がんや炎症疾患患者での測

定とその有用性の解析などを行っている。我々は本研究の中で試作された、ハプトグロビン抗体とフコシ

ル化糖鎖に反応するレクチンとのサンドイッチ ELISA Kit を用い、その基礎的検討および膵がん患者血

清を用いた臨床的有用性について評価を行った。 

１） フコシル化ハプトグロビン ELISA Kit の基礎的検討 

対照試料として、倫理委員会の承認を受けた健常人ボランティア15例の血清および各種抗凝固剤を用い

た血漿を用いた。膵がん患者血清は、東大医科学研究所オーダーメイド医療実現化プロジェクトより、

膵局内進展度、リンパ節転移および遠隔転移情報の有無を条件に計 300 例を所定の手続きを経て入手し

た。また阪大保健学科で測定した健常者の中から、膵がん患者と年齢が合うものをランダムに 300 例抽

出し用いた。 
① 測定検体の種類による影響：健常人血清および EDTA、ヘパリン、クエン酸採血の各血漿を用いて

本キットにおける同一人物での測定値の変化を見たところ、各測定値が大きく異なり、血清では各

抗凝固剤採血血漿と比較して高値が得られた。本測定には汎用性の点から血清を検体とするのが良

いと思われ、以後の検討には血清を使用した。 
② 測定検体の希釈倍率：血清中にはELISAの測定感度に対して高濃度のHptタンパク質が存在するた

め、あらかじめ希釈して測定することが必要と考えられた。個々の検体における希釈曲線に相違が

あるかを検討するために、健常人 15 例および膵がん患者 300 例のすべての血清について、x5 から

x78,125まで7段階の5倍段階希釈を行い、その比較を行った。その結果、健常人では x3,125以上

の高希釈で、膵がん患者では、x15,625以上の高希釈で、有効な測定値が得られなかった。 
③ 比較検討が可能となる適度な測定値を得られる希釈倍率を設定するため、各希釈倍率間での測定値

の相関関係を見たところ、x25、x125 および x625 の希釈倍率間で、測定値に相関関係が見られた。

このことより、この範囲にある一定の希釈倍率で血清を希釈することにより、測定値を相対的に分

析できると考えられた。検体についての以上の検討より、本キットでは、あらかじめ血清を x125希

釈して測定することで、測定値の相対的分析による評価が可能となると考え、以後この検体希釈倍

率を以って検討を進めた。 
④ 同時再現性：あらかじめ fHpt濃度を測定して、低、中、高濃度に分別した血清各4検体ずつを選択

し、同一プレート内でn=16にて多重測定し、同時再現性を検討した。その結果、CV値の平均値と

して低濃度(平均値=500～800U/mL)で12.73%  、中濃度(平均値=1,200～1,400 U/mL)で7.27％、高

濃度(平均値=3,000～5,000U/mL) で6.07%であり、優れた精度での測定が可能であった。 
⑤ 測定間再現性：キット添付のコントロールおよび、fHptを高濃度産生するHepG2細胞の培養上清を

希釈して、本キット標準曲線内の、低、中、および高濃度の各領域に入るよう調製、保存した社内

コントロールについて、測定プレートを変えて測定した。日を変えて行ったものを含め、計25枚の

プレート間でこれらの測定間変動をCV値で求めたところ、10.8％～20.8％であり、測定間再現性に

おいても満足できる精度が得られた。 
⑥ 干渉物質の影響：市販の干渉物質検討用試薬を用いて、乳び、溶血 (ヘモグロビン)、遊離型および

抱合型ビリルビンの影響を見た。その結果、溶血による測定値低下が認められ、その他の物質の影

響は認められなかった。 
2） フコシル化ハプトグロビン ELISA Kit の膵がん患者における臨床有用性の検討 
① CA19-9との相関：前述の健常人ボランティア15例と膵がん患者300例の血清について、従来のマ

ーカーであるCA19-9 を測定し、各血清の fHpt 測定値との相関関係を見た。その結果CA19-9 の値

は、すべての倍率における fHpt測定との間で相関関係は認められなかった。このことより、CA19-9
と fHptは異なる産生機序を示すと考えられた。 

② 健常人群と膵がん患者群間の有意差検定：膵がん患者300例と健常人合計315例における fHpt測定
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値の基本統計量とその分布図(箱図はMean±SDを示す)を以下表1および図1に示す。 
 

表1                  図1 
 N Mean 

(U/mL)
SD 

(U/mL) 
膵がん 300 1,787 2,073 
健常人 315 362 481 

 
 
 
 
 

両群間のMann-Whitney U検定での比較では、P<0.001以下で有意差が認められた。 
③ 膵がん患者群間の有意差検定：CA19-9測定値および fHptのx125希釈での測定値について、膵がん

患者のうち膵局内進展度、リンパ管転移度、遠隔転移の有無によって分類された各群における有意

差検定を試みたが、病態情報が不十分であるため参考までの結果であった。 
④ ROC曲線：fHpt測定値の診断効率を示すカットオフ値を求めるためにROC曲線を作成したところ、

カットオフ値：535 U/mLにおいて、感度：70.3、特異度：76.8%であった。 
 
(２)研究成果の今後期待される効果 
血清中のタンパク質のうち糖タンパク質は約 50％以上を占めると言われる。各血清の本キット測定での

希釈曲線から、低希釈による測定域では血中に豊富量存在する他の糖タンパク質との非特異的反応によ

り fHptの抗原抗体反応が打ち消され、fHpt量が反映されない測定となることが予想された。一方、希釈

倍率を上げていくと、妥当な測定値を示すようになる現象が観察され、検体の希釈により非特異的反応

が徐々に低減し、特異結合による抗体とレクチンとのサンドイッチにより fHpt が定量的に検出されるよ

うになったと考えられた。我々はこれらのことから、x125という一定の倍率で血清を希釈することによ

り、fHpt 量を相対的に比較、評価できるという考えのもとに、検討を進め確信を得た。この希釈倍率で

の測定値において、健常人と膵がん患者との間には明らかな有意差が認められた。また、ROC曲線から

臨床有用性を考えたカットオフ値を設定することで、スクリーニング的な診断や治療効果の動向の判定

などに有効性があると思われた。今後更なる臨床例での検討により、本キットによるフコシル化ハプト

グロビン測定が膵がんばかりでなく、その他の疾患での臨床検査としての実用化が期待される。 
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① 招待講演    （国内会議 107  件、国際会議  61 件）  
  発表者（所属）、タイトル、学会名、場所、月日 
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ｯﾌﾟ）,  第 7回日本蛋白質科学学会年会  2007 年 5 月24 日〜26日   仙台市  仙台国
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19. Taroh Kinoshita    Pathophysiology of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria,   XXXIInd World 

Congress of the International Society of Hematology.19-23 Oct, 2008 Bangkok Thailand   
 
20. Yusuke Maeda, Toru Ide, Masato Koike, Yasuo Uchiyama, Taroh Kinoshita. Acidification of the 

Golgi apparatus is regulated by GPHR, a novel anion channel, and critical for glycosylation. （シンポ
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21. Taroh Kinoshita  The biosynthesis of GPI-linked proteins and the pathogenesis of PNH.  

Mini-Symposium on PNH    フィレンツェ イタリア 2009-2-27〜28  
 
22. Taroh Kinoshita,  Clonal expansion in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH), GPI-anchor 

deficiency due to somatic mutation in PIGA gene.    FASEB Summer Research Coferences -Protein 
Lipidation, Singnaling and Membrane Domiins-,   Saxtons River, Vermont USA  2009.7.26-31 

 
23. 池田義孝：γ-グルタミルトランスペプチダーゼの酵素学的性質と生体における役割．日本学

術振興会第170 委員会研究会．下関 ２００６．８．１． 
. 
24. 大山 力. 前立腺の診断と治療 －我々のアプローチを中心に－.岩手泌尿器科懇話会盛岡,Ｈ

１７． １．２ 
 
25. Ohyama C. Cancer-Associated carbohydrate alteration of PSA. The 18th International Symposium of 

Foundation for Promotion of Cancer Research, 2005/1/27,Tokyo. 
 
26. 大山 力. 限局性前立腺癌に対する我々のアプローチ－新規バイオマーカーから低侵襲手術

まで－.第１０７回 静岡県泌尿器科医会,浜松市,Ｈ１７． １．２９. 
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27. 大山 力. 前立腺癌Up to Date －新規バイオマーカーから低侵襲手術まで－.第８回 県北泌

尿器疾患研究会,古川市,Ｈ１７． ２．１７. 
 
28. 大山 力. 限局性前立腺癌への挑戦 －弘前大学泌尿器科の取り組み－.第３回 アストラゼ

ネカ 泌尿器科セミナー,仙台,Ｈ１７． ３．２５. 
 
29. 大山 力. 限局性前立腺癌に対する我々のアプローチ －新規バイオマーカーから低侵襲性

手術まで－.第４回 KKUC (KAGAWA-KANSAI Urological Conference),大阪,H.17.4.1. 
 
30. 大山 力. 前立腺癌の新規バイオマーカー泌尿器科サマーキャンプ２００５,新潟, H17. 7. 23 
 
31. 大山 力. 泌尿器科学と糖鎖生物学,第７０回 日本泌尿器科学会東部総会,花巻, H17. 9. 28. 
 
32. 大山 力. 限局性前立腺癌 －問題点と我々の取り組み方－.第５２回 札幌医科大学Urology 

Seminar,札幌,Ｈ１７．１０．２４. 
 
33. Ohyama C. Roles of sialyl Lewis X in cancer metastasis. Hirosaki International Symposium, 

2005/11/11,Hirosaki 
 
34. 大山 力. 限局性前立腺癌をめぐる諸問題と私たちのアプローチ.東京女子医科大学腎泌尿器

癌研究会,東京, H17. 12. 1. 
 
35. 大山 力. 進行性腎癌の治療戦略：金沢大学泌尿器科学術講演特別講演，金沢市H18. 6 . 2. 
 
36. 大山 力. 立腺癌の糖鎖バイオマーカー：第５回奈良前立腺研究会特別講演，大阪市 H18. 6.16 
 
37. 大山 力. 膀胱癌の悪性度を反映する糖鎖性バイオマーカー：第 15 回日本腎泌尿器科予防医

学研究会，京都市H18. 7. 7 
 
38. 大山 力. Surgeon-Scientistとして前立腺癌に挑む -糖鎖バイオマーカーと低侵襲手術-：第 10

回信州泌尿器科腫瘍研究会特別講演，松本市H18. 11. 11 
 
39. 大山 力. 泌尿器科領域のトピックス ー排尿障害と前立腺癌ー：日本医師会生涯教育講座，

八戸市 H19. 1. 19 
 
40. 大山 力. 膀胱癌診療の諸問題と私たちのアプローチ：第 80 回日本泌尿器科学会四国地方会

特別講演，徳島市 H19. 1. 27 
 
41. 大山 力. Urology meets Glycobiology：第11回北陸泌尿器科Basic Research Conference特別講演，

金沢市 H19. 2. 10 
 
42. 大山 力. 進行性腎癌の治療戦略：腎癌治療セミナー特別講演，岐阜市  H19. 2. 22 
 
43. 大山 力. 膀胱癌診療の問題点を考える：第 64 回日本泌尿器科学会山梨地方会特別講演，甲

府市 H19. 3. 10 
 
44. 大山 力：膀胱癌診療の問題点と私たちのアプローチ。第８回愛宕泌尿器科医会、 東京慈恵

会医科大学   H19. 4. 5 
 
45. 大山 力：膀胱癌診療の問題点と私たちのアプローチ。第 26 回神戸ＵＧカンファランス、神

戸市,  H19. 9. 14   
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46. 大山 力：膀胱癌の問題点とその対策。第 361 回秋の宮Ｃ．Ｃ．、湯沢市 H19. 9. 20 
  
47. 大山 力： 膀胱癌診療の問題点と対策。第 27 回阪神泌尿器科医会、西宮市, H19. 10 1 1 
 
48. 大山 力：膀胱癌；日常診療の諸問題と対策。第２回鹿児島泌尿器疾患研究会、鹿児島市 H19. 

11. 16 
 
49. 大山 力： 細胞解析の昨今」私のFACS解析。BDバイオフォーラムin弘前大学,  弘前市  H19. 

12. 4 
 
50. 大山 力：前立腺癌の基礎と臨床 ―バイオマーカーから低侵襲手術まで―。第 55回県北腎

泌尿器科疾患研究会、平成20 年２月 14日 福島市 
 
51. 大山 力：「特別講演」膀胱癌：診療の問題点と解決策。第２回千葉泌尿器オンコロジー研究

会 千葉市,  H20. 5. 30 
 
52. 大山 力：「特別講演」前立腺癌のリスク分類と治療戦略。第２回Osaka Prostate Cancer 

Conference  大阪市  H20. 6. 6 
 
53. 大山 力：特別講演」Male LUTS の処方箋。過活動膀胱学術講演会 弘前市  H30. 6. 12 
 
54. 大山 力：「特別講演」泌尿器科疾患における糖鎖の役割。御殿場研究所講演会 御殿場市  

H20. 7.4 
 
55. 大山 力： 前立腺癌におけるCore2 GnT の発現について。第３回Basic Urology Research 

Seminar  松山市  H20. 9. 6 
 
56. 大山 力：「特別講演」難治性前立腺癌の治療。前立腺癌学術講演会 秋田市  H20. 12. 4 
 
57. 顧 建国、糖鎖とインテグリンのシグナル、大阪大学COE合同シンポジウム、大阪、2005 年

12月 21-22 日 
 
58. 顧 建国、Regulation of integrin functions by N-glycans、第 126 回日本薬学会、仙台、2006 年3

月28-30 日 
 
59. 顧 建国、Biological functions of Fut8: Roles of core fucosylation in diseases、第 2６回日本糖質学

会、仙台、2006 年８月 23-25日 
 
60. 顧 建国、CORE FUCOSYLATION REGULATES INTEGRIN AND GROWTH FACTOR 

RECEPTORS-MEDIATED SIGNALING、Symposium for Frontiers in Glycomics: Bioinformatics and 
Biomarkers in Disease、NIH Natcher Conference Center, Bethesda, Maryland, USA、2006年9 月 11-13
日 

 
61. 顧 建国、 N-結合型糖鎖によるインテグリンの機能制御、第８０回日本薬理学会、名古屋、

2007 年 3月 14-16 日 
 
62. 顧 建国  糖鎖による細胞接着およびがん転移の制御、山形大学医学部セミナー、山形大学

医学部、2007年 10 月 5 日 
 
63. 顧 建国 N-結合型糖鎖によるインテグリンとその複合体形成の機能制御、第 30 回年日本分
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子生物学会・第 80回生化学会合同会議、横浜、2007年 12 月 11-15日                    
 
64. 顧 建国  コアフコースの重要性について：Fut8 欠損マウスの解析から、 高知大学第一

回公開シンポジウム『糖鎖と医学との関わり』、高知、2008 年 3月 21 日 
 
65. 顧 建国 N-Acetylglucosaminyltransferase III Expression Is Regulated by Cell-Cell Adhesion via the 

E-cadherin-catenin-actin Complex. The 6th International GlycoT conference, Emory Conference 
Center, Atlanta  2008年 5 月 17 – 20日 

 
66. 顧 建国 N-Acetylglucosaminyltransferase III Expression Is Regulated by Cell-Cell Adhesion via the 

E-cadherin-catenin-actin Complex. The 6th International GlycoT conference, Emory Conference 
Center, Atlanta  2008 年5 月 17 – 20 日 

 
67. 顧 建国 N-Acetylglucosaminyltransferase III Expression Is Regulated by Cell-Cell Adhesion via the 

E-cadherin-catenin-actin Complex. The 6th International GlycoT conference, Emory Conference 
Center, Atlanta  2008 年5 月 17 – 20 日 

 
68. 顧 建国 糖転移酵素Fut8 と肺気腫、「第 4 回産業医科大学大学院シンポジウム」 産業医科

大学ラマチーニホール 2008 年 10月 16日 
 
69. 顧 建国 インテグリンの N-結合型糖鎖による細胞接着機能の制御「日本第６回糖鎖科学コ

ンソーシアムシンポジウム」 東京  2008 年 12 月3,4 日 
 
70. 顧 建国 Emphysema and Fut8. 「Frontiers in Glycomics workshop」 The Shanghai Centre for 

Systems Biomedicine, Shanghai Jiao Tong University, China; 2009 年1 月 4,5 日 
 
71. 顧 建国 Identification of important N-glycosylation sites on α5β1 integrin for its functions 

「International Clinical and Translational Research on Cancer: Glycomics Applications」, 伊勢志摩; 
2009 年３月 24-27 日 

 
72. 顧 建国 Importance of N-glycan on glycoprotein for its biological functions and related diseases  

Scientific lecture series of Dalian University Dalian University; 2009 年 8月26 日 
 
73. 顧 建国 Importance of N-glycan in cell adhesion Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese 

Academy of Sciences、Shanghai; 2009年 8月 29 日  
 
74. 顧 建国 糖鎖修飾によるインテグリンの機能調節とその意義 蛋白質研究所セミナー「蛋白

質修飾：新たな癌の診断・治療標的, 大阪; 2009 年 9月17-18 日 
 
75. 顧 建国 Potential of N-glycan in cell adhesion and migration: As either a positive or negative 

regulator 日墺国際交流シンポジウム, 湘南国際村センター ; 2009年９月21-２２ 
 
76. 近藤玄：アンギオテンシン変換(ACE)の新機能：GPI アンカー型蛋白質遊離と受精への関与、

関西実験動物研究会第８６回研究会「受精機構の神秘を解く」、大阪、２００５ 
 
77. 近藤玄：GPI アンカー型タンパク質遊離酵素としての ACE、大阪大学蛋白質研究所セミナー

「Membrane-proxymal proteolysis:膜近傍におけるプロテオリシス研究の最先端」、大阪大学、２

００６、吹田市。 
 
78. Kondoh, G: Angiotensin-converting enzyme is a GPI-anchored protein releasing factor crucial for 

fertilization. The Gordon Research Conference on Angiotensin. Aussois, France (2006) 
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79. 菅原一幸   甲南大学学術フロンティア第２回会合 「グリコサミノグリカン糖鎖を利用した

疾病の診断法の開発と創薬を目指して」神戸  2005.5.10. 
 
80. 菅原一幸  （第 13回PG フォーラム.「糖鎖創薬を志向したグリコサミノグリカン機能発現メ

カニズムの解明」 東京  2006.2.18  
 
81. 菅原一幸  （北海道大学大学院生命科学院・先端生命科学研究院キックオフシンポジウム 「プ

ロテオグリカンシグナリングの解析と医療応用を目指して」 札幌 2006.3.17  
 
82. 菅原一幸  （月刊「がんを治す完全ガイド」創刊２周年記念講演（フォーラム）「生命の第３

の鎖「糖鎖」-糖鎖と「細菌・ウイルス感染」と「がん」」 東京 2006.3.21  
 
83. 菅原一幸  2nd Glycobiology Workshop The Netherlands-Japan "Novel Functions of Chondroitin 

Sulfate: Neurite Outgrowth Promotion and Growth Factor Binding"  Utrecht  2005.4.19 
 
84. 菅原一幸（「創薬シーズとしてのシグナル分子グリコサミノグリカン糖鎖の探索：コンドロイ

チン硫酸デルマタン硫酸混成鎖による神経突起伸長の分子メカニズムの解析」第 41 回高分子

学会北海道支部研究発表会 札幌 2007.2.6   
 
85. 菅原一幸  5th International Symposium on Glycosyltransferases (GlycoT 2006)「Chondroitin 

sulfate/dermatan sulfate hybrid chains in the development of cerebellum: spatiotemporal regulation of the 
expression of critical disulfated disaccharide by specific sulfotransferases」つくば 2006. 6. 27  

 
86. 菅原一幸  Extracellular Glycomatrix in Health and Disease「Functions of chondroitin 

sulfate/dermatan sulfate in the brain development: Critical roles of E and/or iE disaccharide units 
recognized by a specific antibody」 淡路島 2006. 6. 15   

 
87. Sugahara, K., Glycobiology of proteoglycan signaling in brain development.  FEBS advanced lecture 

course Patras, Greece.  2007.5.23  
 
88. Purushothaman、福田純子、水本秀二、G.B. ten Dam、T. H. van Kuppevelt、北川裕之、三上雅久、

菅原一幸、”Functions of chondroitin sulfate/dermatan sulfate in the brain development:Critical roles of 
“E” and/or “iE” disaccharide units recognized by a single chain antibody GD3G7.” Glycobiology and 
Sphingobiology 2007 (GS2007) -Hakomori Commemorative Forum-、 徳島  2007.2.28  

 
89. Kazuyuki Sugahara, ”Glycosaminoglycan Research for 30 Years: Structure, Biosynthesis, and 

Functions”,  5th International Conference on Proteoglycans, Rio de Janeiro, Brazil. 2007.9.16, 
 
90. Kazuyuki Sugahara, ”Glycobiology of Proteoglycan Signaling in Brain Development”, Pierre Fabre 

Meeting “Proteoglycans and Glycosaminoglycans as Therapeutic Targets and Tools”, Sorèze, France.  
2007.10. 3  

 
91. T. Suzuki Cytosolic Processing of N-glycans: more important than you think?  第 77回生化学会

大会、横浜  2004 年 10月15 日 
 
92. T. Suzuki Cytosolic free oligosaccharides: formation and cyotosolic processing.  US/Japan Glyco 

2004 (Joint meeting of the society for glycobiology and the Japanese society of carbohydrate research) at 
Honolulu, 2004 年11 月 18日 

 
93. T. Suzuki Cytoplasmic PNGase: structure and function.  Department Seminar at University of 

Bologna (Bologna, Italy) 2005 年 2 月16 日 
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94. T. Suzuki Cytosolic N-linked glycans: how they are formed and how they are degraded.  Institute 

Seminar at Swiss Federal Institute of Technology Zurich (Zurich, Switzerland)  2005 年 2月21 日 
 
95. K. Tanabe, I. Hara, N. Taniguchi, and T. Suzuki  Biological function of PNGase in budding yeast, 

Saccharomyces cerevisiae 2nd Workshop the Netherlands-Japan on Recent Advances in Glycobiology at 
Utrecht (The Netherlands) 2005年 4 月 18 日 

 
96. T. Suzuki ERAD における遊離糖鎖の生成、代謝機構 文部科学省科学研究費補助金特定

領域研究 糖鎖によるタンパク質と分子複合体の機能調節 第 3 回夏期シンポジウム （岐

阜）2005年 8 月 8日 
 
97. T. Suzuki The cytoplasmic free N-linked oligosaccharides: formation and degradation. The 

European-Japan Glycomics Workshop at Florence (Italy) 2005 年 9 月4 日 
 
98. T. Suzuki  細胞質PNGase の構造と機能の研究 第 78 回日本生化学会大会（神戸）（奨励賞

受賞講演）2005 年10 月 19日 
 
99. K. Tanabe, I. Hara, N. Taniguchi, and T. Suzuki  Functional involvement of cytoplasmic PNGase in 

ERAD process.  PACIFICHEM2005 (The international chemical congress of pacific basin societies) at 
Honolulu (USA) 2005 年12月 16日 

 
100. T. Suzuki 糖鎖脱離の生物学：PNGaseのERAD における機能と細胞質における糖鎖代謝 第

47回日本生化学会中国・四国支部例会（松江）2006年 5月 12 日 
 
101. T. Suzuki Degradation of free oligosaccharides in the cytosol: non-lysosomal catabolic pathways for 

N-glycans.  20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th 
FAOBMB Congress at Kyoto (Japan), June 19th, 2006 

 
102. T. Suzuki and H Rao Deglycosylation of Newly Synthesized Glycoproteins by Cytoplasmic 

Peptide:N-glycanase (PNGase) 4th NIBB-EMBL Symposium at Okazaki (Japan), December 5th, 2006 
 
103. T. Suzuki  小胞体関連分解と細胞質ペプチド:N-グリカナーゼ(PNGase) 香川大学農学部（高

松） 2007年 1 月12 日 
 
104. T. Suzuki 細胞質ペプチド:N-グリカナーゼと遊離 N 型糖鎖の非リソソーム代謝機構−これま

での研究を振り返って 基礎生物学研究所 学生セミナー（岡崎）2007 年11 月21 日 
 
105. T. Suzuki, M. Della Mea, D. Serafini-Fracassini, and N. Taniguchi  The cytoplasmic 

peptide:N-glycanase: a deglycosylating enzyme with a transglutaminase domain.  第 80 回生化学会／

第30 回日本分子生物学会合同年会（横浜）2007年 12 月12 日 
 
106. T. Suzuki 細胞質のPNGase と遊離N 型糖鎖の非リソソーム代謝機構 第 32回「ケミカルバ

イオロジー研究」勉強会・理研セミナー（和光）2007年12 月 19日 
 
107. T. Suzuki 細胞質PNGase と細胞質N 型糖鎖の代謝機構 第 28 回日本糖質学会年会（奨励賞

受賞講演）（つくば）2008年 8 月18 日 
 
108. T. Suzuki 細胞質PNGaseと、細胞質N 型糖鎖の代謝機構 第1 回理研ケミカルバイオロジー

研究領域国際シンポジウム（熱海）2008年9 月 25 日 
 
109. T. Suzuki  The Cytoplasmic Peptide:N-glycanase (PNGase) and catabolic pathway for free N-glycans 
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in the cytosol.  Departmental Seminar at Shenyang Pharmaceutical University（Shenyang, China）2008
年11 月 4日 

 
110. T. Suzuki Non lysosomal catabolic pathway for N-glycans.  2008 SJTU-RIKEN Workshop 

"Glycomics; Biological and Medical Application"（Shanghai, China）2008年 11 月 7日 
 
111. Hosomi, K. Tanabe, T. Suzuki The cytoplasmic PNGase-dependent ERAD pathway in Saccharomyces 

cerevisiae, Annual Conference of the Society for Glycobiology at Fort Worth, TX, November 15, 2008 
 
112. T. Suzuki 遊離N型糖鎖の代謝機構 第6回日本糖鎖科学コンソーシアムシンポジウム（東京）

2008 年 12月3 日 
 
113. T. Suzuki  Non-lysosomal degradation pathway for free N-linked oligosaccharides.  International 

Symposium on Systems Glycobiology -A Bridge between Chemical Biology and Functional Glycomics- 
at Tokyo, 2008年 12月 5 日 

 
114. T. Suzuki The Cytoplasmic Peptide:N-glycanase (PNGase) and catabolic pathway for free N-glycans.  

Symposium on “Protein Modification and Disease” at Yonsei University, Seoul (South Korea) 2008年12
月10 日 

 
115. T. Suzuki N型糖鎖の非リソソーム代謝 第81回生化学会／第31回日本分子生物学会合同年

会（神戸）2008 年12 月 12日 
 
116. T. Suzuki 新生タンパク質の品質管理系における糖鎖代謝 第153農芸化学特別セミナー 岡

山大学（岡山）、2009 年 1月 23 日 
 
117. T. Suzuki Non-lysosomal catabolic pathway for N-glycans: recent topics. University of Strasbourg/JSPS 

joint seminar at University of Strasbourg (Strasbourg, France) 2009年 6 月5 日 
 
118. T. Suzuki Non-lysosomal catabolic pathway for N-glycans in mammalian cells.  Department Seminar at 

University of Haute-Alsace (Mulhouse, France)2009年 6 月19 日 
 
119. T. Suzuki N 型遊離糖鎖：構造と分解機構 日本ヒトプロテオーム機構（JHUPO）第 7回大会

（東京）2009年 7月 27 日 
 
120. T. Suzuki Free N-glycans; formation and degradation. Austria/Japan Seminar on Comparative and 

Developmental Glycobiology at Hayama, 2009 年9 月 21日 
 
121. Tomohiko Taguchi  A specific detection of GlcNAcb1-6Mana1- branches in N-linked glycoproteins 

based on the specificity of N-acetylglucosaminyltransferase VI   “Frontiers in Glycomics : 
Bioinformatics and Biomarkers in Disease” (アメリカ, メリーランド、2006 年9 月) 

 
122. Ryo Misaki, Naoyuki Taniguchi and Tomohiko Taguchi : Recycling endosomes are indispensable during 

retrograde transport of cholera toxin from the plasma membrane to the Golgi complex. 第 30回日本分

子生物学会年会・第80 回日本生化学会大会合同大会、パシフィコ横浜、2007年12 月 14 日 
 
123. 田口 良、「脂質メタボロミクス（リピドミクス）における種々の質量分析手法の適用」第 15

回クロマトグラフィー科学会議,   東京  2004.11.11  
 
124. 田口 良, リピドミクスにおける効率的脂質同定のための質量分析法と検索システム、日本薬

学会第 125 年会,  東京   2005.3.31     
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125. 田口 良  脂質メタボローム(LIPIDOMICS)の為の質量分析による網羅的、特異的ﾘﾝ脂質解析

法,第 47 回日本脂質生化学会,   金沢市,  2005.6.3   
 
126. 田口 良、 脂質メタボローム解析システムの構築とその適用、バイオウィーク in Sapporo 

2005(シンポジウム)、  札幌、 2005.7.20   
 
127. 田口 良  脂質メタボロミクス（リピドミクス）のための質量分析と解析システム,第18 バ

イオメディカル分析科学シンポジウム、 静岡  2005.8.6   
 
128. 田口 良、LC-MS によるメタボローム解析-脂質メタボロミクスを中心に、Tokyo Conference 

2005 シンポジウム、  千葉、2005.8.31   
 
129. 田口 良,  メタボローム解析の展望と脂質メタボロミクスの現状、ゲノム創薬フォーラムキ

ーテクノロジー2005、   2005.9.12, 東京 
 
130. 田口 良： 質量分析による脂質メタボローム解析とその適用、日本農芸化学会年会セミナー, 

東京、2007/3/26 
 
131. 田口 良： グリコシルファチジルイノシトールアンカー蛋白質の脂質リモデリングと細胞膜

局在化の機構、日本ヒトプロテオーム機構(JHUPO)第５回大会、横浜、2007.7.30 
 
132. 田口 良： 脂質メタボロミクスとその糖脂質解析への適用、第２７回日本糖質学会年会セミ

ナー、博多、2007/8/3 
 
133. 田口 良： 脂質メタボロームによる酸化ストレス、炎症時における硬化脂質の包括的解析、 

レドックス生命科学第 170委員会第18 回研究会、蔵王、2007/8/9-10 
 
134. 田口 良： 脂質メタボロミクス解析の基盤技術と戦略、 第２回メタボロームシンポジウム、

東京、 2007/11/5 
 
135. 田口 良： メタボロームから創薬へ メタボロームから創薬へ、 ゲノム創薬フォーラム第

10回記念シンポジウム、東京、2007/11/7 
 
136. 田口 良： 脂質メタボローム解析の脂質生理機能及び関連病態解析への適用、 京都エキス

パートミーティング、 京都、 2008/1/21 
 
137. 田口 良： 脂質メタボロミクスによる肥満、炎症の包括的解析、 東北生活習慣病フォーラ

ム、仙台、2008/1/29 
 
138. 田口 良： 脂質メタボロームと肥満・炎症マーカー、 神奈川科学アカデミーセミナー、川

崎、 2008/3/12  
 
139. 田口 良： 脂質メタボロミクスのための基盤技術と戦略、 日本農芸化学会年会シンポジウ

ム、 名古屋、2008/3/30 
 
140. 田口 良：酸化ストレス、炎症とシシツメタボローム、第 56 回日本質量分析総合討論会シンポ

ジウム、つくば、2008/5/15 
 
141. 田口 良, 中西広樹, 池田和貴, 炎症性疾患における酸化脂質の包括的解析, 第 50 回日本脂質

生化学会, 徳島市（徳島県郷土文化会館）, 6/6/2008 
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142. 田口 良, 脂質代謝異常症とメタボロミクス, 質量分析による組織の脂質局在解析, 第 33 回日

本医用マススペクトル学会年会, 東京都（東京大学医学部鉄門記念講堂）, 9/26/2008 
 
143. 田口 良, リピドミクスによる個別脂質分子種の局在と機能の解析, 第 3 回メタボロームシン

ポジウム, 鶴岡市（慶應義塾大学先端生命科学研究所）, 10/31/2008 
 
144. Eiji Miyoshi,  Sunnybrook Research Institute Molecular and Cellular Biology Research Seminar Series;    

Fucosylation is a promising target for cancer diagnosis and therapy,  トロント H20. 11. 19 
 
145. Miyoshi E.  Fucosylated haptoglobin is a promising marker for pancreatic cancer: clinical applications 

and a possible mechanism of fucosylation.  The 2nd Seminar on Functional Glycomics for Young 
Investigators HGPI, Clinical and Translational Research on Cancer : Glycomics Applications, Ise-Shima, 
March 24-27, 2009 

 
146. 三善英知 蛋白質翻訳後修飾 「糖鎖を標的にしたバイマーカーの開発」 蛋白質研究所セミ

ナー 大阪 平成 20 年 1月 10-11日 
 
147. 三善英知  糖鎖機能の解明から新しい診断法、治療法の開発  2008 年バイオ・高分子研

究会 大阪 平成 20 年 9月 27 日 
 
148. 三善英知、中の三弥子、谷口直之、成定 愛、河本早百合、森脇健太、中川 勉、松本 仁、

野田勝久  ハプトグロビンの部位特異的糖鎖解析による新規腫瘍マーカーの開発と応用、 

日本ヒトプロテオーム機構第 6 回大会 大阪  平成 20 年7 月 29-30日  
 
149. 三善英知、森脇健太、フコシル化の制御と癌化におけるその生物学的意義、第 31 回日本分子

生物学会、第 61回日本生化学会、合同大会シンポジウム 神戸  平成 20 年 12月 9-12 日  
 
150. 三善英知 癌とフコシル化：診断マーカーから治療の標的へ  日本ヒトプロテオーム機構 

第7 回大会シンポジウム） 東京  平成 21 年 7月 27-28 日  
 
151. 三善英知、高橋 剛、森脇健太  膜受容体の糖鎖異常とがん化に関する研究 第 29 回 日

本糖質学会年会シンポジウム） 岐阜  平成 21 年9 月 9日〜11日  
 
152. 三善英知 疾患関連糖鎖マーカーの開発から糖鎖治療へ 大阪大学蛋白質研究所セミナー 

「蛋白質修飾：新たな癌の診断、治療の標的」 大阪  平成 9 月17-18 日  
 
153. Y. Wada "Hydrophilic affinity isolation and MALDI MS of glycopeptides for elucidation of site-specific 

glycan structures of glycoprotein" The HUPO 3rd Annual World Congress北京 招待講演 2004.10.27  
 
154. Y. Wada "To open the era of molecular mass diagnostics" International Symposium on Stereodynamics 

of Chemical Reactions 2004  大阪 特別セッション招待講演  2004.10.30 
 
155. 和田芳直、Congenital Disorders of Glycosylation (CDG)の分子診断と質量分析．第 17 回大阪小児

先進医療研究会、大阪（阪大銀杏会館）2006.4.18 
 
156. Wada, Y. Mass spectrometry in the detection and diagnosis of CDG (Congenital Disorders of 

Glycosylation). 18th International Mass Spectrometry Conference,： Prague, Czech. Keynote lecture  
2006.8.28. 

 
157. 和田芳直，田尻道子．Ｏ-グリコプロテオームの解析戦略．第 31 回日本医用マススペクトル学

会年会．：名古屋．シンポジウム  2006.9.28 
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158. 和田芳直．質量分析法のタンパク質等生体高分子解析への先駆的導入とその医学応用．第 31
回日本医用マススペクトル学会年会．：名古屋．受賞講演  2006.9.29 

 
159. Wada Y. MS of glycopeptides for glycoproteomics. 台湾質量分析学会：台南 plenary lecture  2007、

2007.6.30 
 
160. Wada Y. "Glyco-biomedical mass spectrometry" The 9th Asian Conference on Analytical Sciences：韓国

済州、Keynote Lecture  2007.11.5 
 
161. 和田芳直．糖鎖とリウマチ病．第 19 回中之島リウマチセミナー：大阪 2007.12.8  
 
162. 和田芳直．バイオがイオン反応研究に期待するもの．第 56 回質量分析総合討論会 2008、：つ

くば シンポジウム  2008.5.16 
 
163. 和田芳直．O-グリコプロテオームと電子移動解離ＭＳ．日本ヒトプロテオーム機構第６回大

会：吹田 シンポジウム 2008.7.29 
 
164. Wada Y. Getting a real picture of molecules for the diagnosis by MS. 2008韓国質量分析学会2008、済

州、韓国 plenary lecture  2008.8.26 
 
165. 和田芳直、「糖鎖合成異常症CDG からO グリコプロテオームへ：質量分析からの挑戦」文部

科学省私立大学学術高度化推進事業平成 20 年度東北薬科大学分子生体膜研究所学術フロンテ

ィアシンポジウム「病態と糖鎖」、東北薬科大学、仙台  2008.11.7 
 
166. Wada Y. Clinical glycoproteomics: from CDG to O-glycoproteomics. 日台科学技術セミナー・シンポ

ジウム（タンパク質翻訳後修飾）、台北  2008.12.3 
 
167. Wada Y " Soft ionization and dissociation required for glycoproteomic studies"  ANZSMS2009：シド

ニー 招待講演  2009.1.28 
 
168. 和田芳直、「糖鎖合成異常症」第 12 回広島先天代謝異常研究会、広島グランドインテリジェン

トホテル、広島  2009.2.13 
 

② 口頭発表  （国内会議 136 件、国際会議 31 件） 

発表者（所属）、タイトル、学会名、場所、月日 

 

1. 芦田 久、ホン ヨンジン、杉本 央、村上良子、前田裕輔、木下タロウ,  ほ乳類PIG-X と出

芽酵母 PBN1p は、小胞体に局在する GPI ﾏﾝﾉｰｽ転移酵素 I の調節的ｻﾌﾞﾕﾆｯﾄである,  第 77 回

日本生化学会大会  横浜市 2004 年 10月 13 日〜16 日 
 
2. 田嶌優子、芦田 久、村田千恵、田口良、木下タロウ、前田裕輔,   PGAP2 欠損細胞におけ

るGPI ｱﾝｶｰ型蛋白質の分泌ﾒｶﾆｽﾞﾑの解析,  第77回日本生化学会大会 横浜市  2004年10月
13日〜16日   

 
3. Nobue Shishioh, Yeongjin Hong, Yusuke Maeda and Taroh Kinoshita,   hGPI7 Regulates the 

Generation of GPI-Anchors by Competing for OIG-F with PIG-O,  US/JAPAN Glyco 2004     
Honolulu Hawaii USA  November 17-20 , 2004   

 
4. 森田康裕、永宗喜三郎、木下タロウ   プロサイクリック型Trypanosoma brucei におけるGPI

アンカー型表面タンパク質の欠乏とその細胞増殖に与える影響   第 74 回日本寄生虫学会大

会 米子市 2005年 4 月8 日〜9日 
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5. Yeonchul Hong, 永宗喜三郎、森田康裕、前田裕輔、木下タロウ血流型 Trypanosoma 

brucei におけるGPI inositol deacylaseの解析      第74回日本寄生虫学会大会 米子市 2005
年4 月 8 日〜9 日 

 
6. 芦田 久、前田裕輔、木下タロウ    ドリコールリン酸マンノース合成酵素複合体の安定化機

構 (Mechanism for Stabilization of Dolichol-Phosphate-Mannose synthase Complex)   第25 回日本

糖質学会  大津市、2005年 7 月20 日〜22 日 
 
7. 井上徳光・泉井朋久・遠藤雄一・村上良子・西村純一・Charles J. Parker・木下タロウ,   GPI

アンカー欠損細胞に染色体異常を伴う新規発作性夜間血色素尿症(PNH)症例の解析  第 42 回

補体シンポジウム  名古屋市 2005 年8月 19〜20 日       
 
8. 村上良子・前田裕輔・洪 榮振・木下タロウ,   GPIアンカー生合成の最初のステップに係わ

る７番目のコンポーネントPIG-Yの解析    第42回補体シンポジウム 名古屋市 2005年8
月19〜20日   

 
9. 村上良子、シンパニュフィニョ ワンポン、 ホン ヨンジン、前田裕輔、木下タロウ,  GPI

生合成の最初のステップに関わる遺伝子 PIG-Y の解析 第 78 回日本生化学会大会、      

2005 年 10月19〜22 日 
 
10. 田嶌優子、田口 良、芦田 久、木下タロウ、前田裕輔,  哺乳細胞における GPI-アンカー型

蛋白質の脂質リモデリング機構の解析   第 78 回日本生化学会大会、 神戸市 2005 年 10
月19〜22日 

 
11. Yeonchul Hong, 永宗喜三郎、森田康裕、前田裕輔、木下タロウ,  Trypanosoma bruceiにおける

GPI inositol deacylase の同定と解析 第 78 回日本生化学会大会、神戸市 2005年 10月 19〜22
日 

 
12. 仲谷文貴、永宗喜三郎、前田裕輔、木下タロウ,   トリパノソーマ・ブルセイのトランスシア

リダーゼホモログ第 78 回日本生化学会大会、2005 年 10 月 19〜22 日、 神戸市 2005 年 10
月19 日〜22日 

 
13. 植田康敬、前田裕輔、山口亮、伊川正人、岡部勝、木下タロウ GPI イノシトール脱アシル酵

素欠損マウスは雄性不妊を示す。 第 43回補体シンポジウム 福岡 2006 年 8月 18〜19 日   
 
14. 木下タロウ、村上良子、前田裕輔、Antonio Almeida、Anastasios Karadimitris、  遺伝性GPI

アンカー欠損症 第43 回補体シンポジウム  福岡 2006 年 8月 18〜19 日 
 
15. 村上良子、Antonio Almeida, Anastasios Karadimitris,前田裕輔、木下タロウ 遺伝性GPI アンカ

ー欠損症の 2 家系、第 68 回日本血液学会総会・第 48 回日本臨床血液学会合同総会 2066 年

10月 6-8 日 福岡  
 
16. Yoshiko Murakami, Antonio Almeida, Mark Layton, Peter Hillmen, Yusuke Maeda, Anastasios 

Karadimitris, Taroh Kinoshita.  A point mutation in an Sp1 binding motif in the promoter of the 
mannosyltransferase-encoding PIG-M gene causes inherited glycosylphosphatidylinositol deficiency.  
XXII International Complement Workshop    Beijing China  October 22-27    

 
17. Yusuke Maeda, Yuko Tashima, Toshiaki Houjou, Morihisa Fujita, Takehiko Yoko-o, Yoshifumi Jigami, 

Ryo Taguchi and Taroh Kinoshita,  Fatty acid remodeling of GPI-anchored proteins  International 
CVRDC-BIKEN Joint Symposium、 “Infection, Immunity & Vaccine”    Gwangju, Korea  2006. 
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11. 9 – 11. 10 
 
18. Yusuke Maeda and Taroh Kinoshita,   Identification of a Golgi-resident molecule involved in 

glycosylation and transport of proteins Japan-Switzerland 2nd Joint Seminar  “Synthesis and trafficking 
of glycolipids and glycolipid-anchored proteins”  Tsukuba  Jan 30 to Feb 2, 2007 

 
19. Taroh Kinoshita,  Overview of Research Institute for Microbial Diseases of Osaka University & roles 

of glycosylphosphatidylinositols in host and parasites  International CVRDC-BIKEN Joint 
Symposium、 “Infection, Immunity & Vaccine”   Gwangju, Korea  2006. 11. 9 – 11. 10 

 
20. Y. S. Morita, B. N.I. McMillan, H. Billman-Jacobe, Y. Maeda, T. Kinoshita,  Subcellular localization of 

Glycosyltransferases involved in glycolipid biosynthesis in mycobacteria,  XIX International 
Symposium on Glycoconjugates, (GLYCO 19),  Cairns, Australia  July 15-20, 2007   

 
21. 村上良子、前田裕輔、Antonio Almeida, Anasrasios Karadimitris, 木下タロウ,  遺伝性GPI アンカ

ー欠損症と治療について,  第 44 回補体シンポジウム  平塚市 2007.8. 24-25、 
 
22. Y. S. Morita, T. Fukuda, H. Billman-Jacobe, M. J. McConville, Y. Maeda and T. Kinoshita.   

Subcellular Compartmentalization of Membrane-Bound Enzymes Involved in the Synthesis of 
Phosphatidylinositol Mannosides in Mycobacterium Smegmatis,   7th International Conference on the 
Pathogenesis of Mycobacterial Infections.    Stockholm, Sweden  2008年6月26-29日 

 
23. 村上良子、太田里永子、井上徳光、木下タロウ,     HMGA2 の発現について  3 学会合同集

会「自然免疫の最前線」Frontier of Innate Immunity  (第73 回日本インターフェロンサイトカイ

ン学会学術集・第19 回日本生体防御学会学術総会・第 45 回補体シンポジウム 3 学会合同集

会)  札幌  2008 年 7 月10 日〜12日  
 
24. 藤田盛久、前田裕輔、羅 紋眞、田口 良、木下タロウ,   GPI アンカー型タンパク質の糖鎖

リモデリングと輸送に関与する PGAP5 の同定,   第 31 回日本分子生物学会年会、第 81 回日

本生化学会合同大会 神戸 9-12、Dec. 2008,   
 
25. 福田剛士、前田裕輔、木下タロウ、森田康裕,   マイコバクテリアのGPI 型糖脂質生合成に関

わる酵素の細胞内局在,  第 31 回日本分子生物学会年会、第 81 回日本生化学会合同大会 神

戸 9-12、Dec. 2008 
 
26. Morihisa Fujita, Yusuke Maeda, Moonjin Ra, Ryo Taguchi, and Taroh Kinoshita. Molecular machinery 

for transport of GPI-anchored proteins from the ER to theGolgi    The Joint Symposium of the 4th 
International Symposium of Institutes Network and Osaka University Global COE (Frontier Biomedical 
Science Underlying Organelle Network Biology) Symposium  吹田市 2009-1-31〜2-1 

 
27. 藤田 盛久, 前田 裕輔 , 羅 紋眞, 山口 芳樹, 田口 良, 木下 タロウ,  GPI アンカー型タン

パク質の細胞内輸送を制御する糖鎖リモデリング、 第 61 回日本細胞生物学会大会  名古

屋市  ワープショップ 2009.6.2- 4   
 

28. Hatakeyama S, Ohyama C. Functional correlation of  trophinin expression in testicular germ cell tumor. 
100th Annual meeting of American Urological Association,.San Antonio, TX.  5/22/2005 

 
29. 石村大史, 大山 力.  ＰＳＡの糖鎖構造解析.第１６回 前立腺がんワークショップ, 東京, 

Ｈ１７．９． ９. 
 
30. 喜屋武 淳、大山 力、他：糖転移酵素C2GnT およびGnT-Vの精巣腫瘍における発現の意義。

第94 回日本泌尿器科学会総会 福岡  平成１８年４月,. 
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31. Mori K, Kamimura N, Yamato T, Koie T, Yoneyama T, Iwabuchi I, Hagisawa Shigeru, Hatakeyama 

Shingo, Ishimura Hirofumi, Imai A, Okamoto A, Yokomizo H, Naka T, Yano I, Ohyama C: Anti-tumoe 
effect nano-particulated Bacillus Calmette-Guerin (BCG) complex on bladder cancer cell line.102th 
Annual meeting of American Urological Association,  Anaheim, CA.  2007/5/19-24 

 
32. Inoue T, Ohyama C, Hatakeyama S, Tsuchiya N, Habuchi T: Natural Killer T Cell Ligand 

alpha-Galactosylceramide Inhibits Tumor Growth of Murine Renal Cell Carcinoma. 102th Annual 
meeting of American Urological Association. Anaheim, CA. 2007/5/19-24, 

 
33. 盛 和行、ﾗｰﾏﾝﾅｲｰﾑ、岡本亜希子、今井 篤、石村大史、萩沢 茂、岩渕郁哉、米山高弘、古

家琢也、大和 隆、神村典孝、大山 力：ＭｎＳＯＤ投与によるラット腎阻血再潅流組織障害

の軽減。第23 回腎移植・血管外科研究会、岩手県志戸平  平成19 年６月29-30 日  
 
34. 岩渕郁哉、岡本亜希子、今井 篤、萩沢 茂、米山高弘、古家琢也、盛 和行、神村典孝、大

山 力：当科における腎盂・尿管癌の治療成績。第 72 回日本泌尿器科学会東部総会、札幌市

平成19 年８月 30-31日  
 
35. 今井 篤、岡本亜希子、萩沢 茂、岩渕郁哉、米山高弘、橋本安弘、盛 和行、古家琢也、大

和 隆、神村典孝、大山 力：住民健診における夜間頻尿のリスクファクターに関する検討。

第72 回日本泌尿器科学会東部総会、札幌市  平成 19 年８月 30-31 日  
 
36. 竹内欽哉、杉原一廣、高田佳世子、花田麻衣子、畠山真吾、大山 力、金山尚裕：着床におけ

る接着分子トロフィニン精子運動に果たす役割。第 25 回日本受精着床学会総会・学術講会、

仙台市  平成 19年８月 30-31 日  
 
37. 高田佳世子、杉原一廣、竹内欽哉、花田麻衣子、畠山真吾、大山 力、金山尚裕：ヒト精子鞭

毛運動におけるトロフィニンの役割。第 52 回日本生殖医学総会、秋田市  H19. 10, 25-26  
 
38. 橋本安弘、岡本亜希子、山本勇人、今井 篤、岩渕郁哉、米山高弘、古家琢也、神村典孝、盛 

和行、大山 力：前立腺全摘術標本の腫瘍体積の検討。第 238回日本泌尿器科学会東北地方会 

盛岡市  平成 20年４月 19日  
 
39. 山本勇人、岡本亜希子、今井 篤、岩渕郁哉、米山高弘、橋本安弘、古家琢也、盛 和行、大

山 力、二川原 健、須田俊宏、笹野公伸：画像上副腎癌と酷似したVascular cyst of adrenal gland
の１例。第238 回日本泌尿器科学会東北地方会 盛岡市  平成 20年４月19 日  

 
40. 岩渕郁哉、山本勇人、岡本亜希子、今井 篤、米山高弘、盛 和行、古家琢也、神村典孝、大

山 力：腎盂・尿管癌術後の下部尿路再発に関する検討。第 96 回日本泌尿器科学会総会 横

浜市   平成 20 年４月 25-27日  
 
41. Yoneyama T, Yamamoto H, Okamoto A, Imai A, Iwabuchi I, Hashimoto Y, Mori K, Koie T,  Kamimura 

N, Ohyama C.:  Low-dose effects of Bacille Calmette-Guerin perfusion therapy for upper urinary tract 
urothelial carcinoma in situ. 103th Annual meeting of American Urological Association Orlando,FL.  
2008/5/17-22, 

 
42. Hatakeyama S,  Kamimura N, Koie T, Mori K, Hashimoto Y, Iwabuchi I, Yoneyama T, Imai A, 

Okamoto A, Yamamoto H, Ohyama C, Fukuda N M.:  Trophinin-binding peptide, GWRQ, promotes 
human sperm motility. 103th Annual meeting of American Urological Association, Orlando,FL. 
2008/5/17-22 
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43. 神村典孝、百瀬昭志、古家琢也、橋本安弘、米山高弘、岩渕郁哉、今井 篤、岡本亜希子、山

本勇人、盛 和行、大山 力：精巣腫瘍転移巣の viability 評価におけるPET/CT の有用性。第

73回日本泌尿器科学会東部総会 東京 平成 20 年９月 18-19 日  
 
44. 山本勇人、岡本亜希子、今井 篤、岩渕郁哉、米山高弘、橋本安弘、盛 和行、百瀬昭志、古

家琢也、神村典孝、大山 力：cT2c/T3前立腺癌に対するLHRH アゴニスト＋エストラムスチ

ンによるネオアジュバント療法の有用性。第 73 回日本泌尿器科学会東部総会 東京 平成20
年９月 18-19日  

 
45. 橋本安弘、岡本亜希子、山本勇人、今井 篤、岩渕郁哉、米山高弘、古家琢也、盛 和行、百

瀬昭志、神村典孝、大山 力：前立腺全摘症例における腫瘍体積の意義について。第 73 回日

本泌尿器科学会東部総会 東京 平成 20年９月 18-19日  
 
46. 百瀬昭志、梶原 哲、斎藤久夫、三国恒靖、舟生富寿、山本勇人、岡本亜希子、今井 篤、岩

渕郁哉、古家琢也、神村典孝、大山 力、和田龍一：透析関連皮膚掻痒症患者における皮膚

Aquaporin-3について。第 73 回日本泌尿器科学会東部総会 東京  平成 20年９月18-19 日  
 
47. 百瀬昭志、梶原 哲、斎藤久夫、三国恒靖、舟生富寿、山本勇人、岡本亜希子、今井 篤、米

山高弘、橋本安弘、盛 和行、神村典孝、大山 力：血液透析患者における血管石灰化と骨塩

量との関係についての検討。第 73回日本泌尿器科学会東部総会 東京  H20. 9. 18-19   
 
48. 古家琢也、岡本亜希子、山本勇人、今井 篤、岩渕郁哉、橋本安弘、百瀬昭志、神村典孝、大

山 力、成田 知、美濃真成：筋層浸潤膀胱癌に対するゲムシタビン＋カルボプラチンによる

術前化学療法の有用性。第73 回日本泌尿器科学会東部総会 東京  平成20 年９月 18-19日  
 
49. 村上礼一、中村典雄、藤田 雄、嶋谷祐子、熊坂隆一郎、奥村 謙、鳴海俊治、畠山真吾、米

山高弘、古家琢也、大山 力：拒絶反応との鑑別に苦慮したＢＫＶ腎症の２例。第11 回東北

移植研究会 仙台市 平成20 年 11 月 22日  
 
50. 顧 建国 α5β1 インテグリンに付加した Nー結合型糖鎖の特異性とその機能糖質学会 岐

阜県飛騨  2009 年9 月 9-11日 
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117. 細見 昭、梶 裕之、田邊 香、鈴木 匡 糖ペプチド解析による新規の ERAD 基質糖タン

パク質の探索と ERAD 機構の解析 第１回理研ケミカルバイオロジー研究領域国際シンポジ

ウム 於熱海（2008 年 9 月25 日） 
 
118. 芳賀淑美、伊藤幸成、鈴木 匡 蛍光ラベルした糖を利用した生体機能解明への試み 第１回

理研ケミカルバイオロジー研究領域国際シンポジウム 於熱海（2008 年 9月 25日） 
 
119. 芳賀淑美、伊藤幸成、阪口雅郎、鈴木 匡 小胞体における遊離糖鎖の逆行輸送メカニズム解

析への試み 第 81 回日本生化学会大会／第 31 回日本分子生物学会大会合同大会 於神戸

（2008 年12月 9 日） 
 
120. 船越陽子、Peter Gergen、William J. Lennarz、一宮智美、西原祥子、谷口直之、鈴木 匡 細胞

質 PNGase ホモログのショウジョウバエ発生における機能解析 第 81 回日本生化学会大会／

第31 回日本分子生物学会大会合同大会 於神戸（2008 年12 月11日） 
 
121. 平山弘人、喜多島敏彦、地神芳文、鈴木 匡 小胞体分解(ERAD)依存的に分解される糖タン

パク質を修飾する糖鎖の構造解析-遊離糖鎖の構造に基づいた解析 第 42 回酵母遺伝学フォ

ーラム 於つくば（2009年7 月 30 日） 
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122. 細見 昭、田邉 香、鈴木 匡 PNGase (peptide:N-glycanase) 依存的 ERAD 機構の解析 第

42回酵母遺伝学フォーラム 於つくば（2009 年 7月 30日） 
 
123. 平山弘人、喜多島敏彦、地神芳文、鈴木 匡 Saccharomyces cerevisiaeの生成する遊離糖鎖と

ERAD についての解析 第29 回日本糖質学会年会 於高山（2009年 9 月9 日） 
 
124. Tomohiko Taguchi, Tae Watanabe, Hideyuki Ihara, Eiji Miyoshi, Koich Honke, Naoyuki Taniguchi,、 

A specific detection of GlcNAcβ1-6Manα1 branches in N-linked glycoproteins based on the specificity 
of N-acetylglucosaminyltransferase VI,  ICS meeting (International Carbohydrate Symposium) (カナ

ダ、ウィスラー、2006 年7 月) 
 
125. Tomohiko Taguchi, Tae Watanabe, Hideyuki Ihara, Eiji Miyoshi, Koich Honke, Naoyuki Taniguchi, A 

specific detection of GlcNAcβ1-6Manα1 branches in N-linked glycoproteins based on the specificity of 
N-acetylglucosaminyltransferase VI   HUPO meeting (米国、カリフォルニア、2006年10 月) 

 
126. Ryo Misaki, Miki Morimatsu, Michiyuki Matsuda and Tomohiko Taguchi: Post-Golgi trafficking 

pathway of H-Ras protein. 第30回日本分子生物学会年会・第80回日本生化学会大会合同大会、パ

シフィコ横浜、2007年12月13日 
 
127. Shigehiro Nishijima, Fumihito Mishima , Shinya Maenosono, Tomohiko Taguchi, Ryosuke Nakao 強磁

性ナノ粒子を用いた膜輸送小胞の磁気分離に関する研究    電気学会研究会、京都 2009 年 6
月11 日 

 
128. 田口 良,  GPI アンカーを中心に脂質によるタンパク質の翻訳後修飾、日本ヒトプロテオー

ム機構第 3回大会、横浜 2005. 8.1,   
 
129. 村田千恵、小田吉哉、田口 良,  マススペクトロメトリー(MS)によるタンパク質翻訳後修飾

の解析、第30 回日本医用マススペクトル学会年会、  大阪 2005.9.9,  
 
130. 平野瞳子, 岸美紀子, 杉本博之, 村田千恵, 田口 良, 和泉孝志,    質量分析法を用いたリゾ

ホスホリパーゼによるパルミトイル化ペプチドの検出,第 48 回日本脂質生化学会,   東京都 
2006.6.9,    

 
131. 田口 良, 北條俊章, 清水孝雄, 田嶌優子, 前田裕輔, 木下タロウ, リピドミクスによるリン脂

質分子種制御機構の解明,第 48回日本脂質生化学会,   東京都 2006.6.9  
 
132. 池田和貴、清水孝雄、田口 良、スフィンゴ糖脂質の包括的解析による脳局在の解明、第 50

回日本脂質生化学会シンポジウム、徳島、2008/6/6 
 
133. Moriwaki K, Sasaki N, Uozumi N, Takeishi S, Taniguchi N, Miyoshi E.  Oligosaccharide is a novel 

marker for the isolation of hepatic progenitor cells.  2008 HGPI meeting, Fort Worth November 13,  
 
134. 成定 愛、伊藤敏文、三善英知   膵癌の新しいマーカーとしてのハプトグロビンの糖鎖解析

と産生機序に関する検討,  第 39 回日本膵臓学会大会 横浜  平成20 年 7月 30-31日  
 
135. 中嶋和紀、北爪しのぶ、藤縄玲子、三善英知、谷口直之  糖鎖修飾に関わる糖ヌクレオチドの

一斉定量法  日本ヒトプロテオーム機構第6 回大会 大阪 平成20 年 7 月 29-30 日  
 
136. 新崎信一郎、飯島英樹、中川孝俊、辻井正彦、近藤昭宏、三善英知、林 紀夫  IgG フコシル

化糖鎖の変化が炎症性腸疾患の活動性や臨床経過を反映する診断マーカーとなる  日本ヒト
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プロテオーム機構第6 回大会 大阪 平成20 年 7月 29-30日  
 
137. 中川孝俊、三善英知、薬師神嵩行、平松直樹、井倉 枝、林 紀夫、谷口直之、近藤昭宏  肝

がん培養細胞由来および肝細胞がん患者由来の AFP-L3 の糖鎖構造解析  第 28 回日本糖質学

会年会 筑波  平成 20年 8 月 18-20日  
 
138. 森脇健太、野田勝久、谷口直之、三善英知、肝癌におけるGDP-fucose transporter によるフコシ

ル化制御について  第 28回日本分子腫瘍マーカー研究会 名古屋  平成 20 年10 月 27 日  
 
139. 三善英知、成定 愛、奥山紀子、桑本佳奈、森脇健太、中川 勉、松本 仁、中の三弥子、谷

口直之、小山信人  新しい膵癌の腫瘍マーカー、フコシル化ハプトグロビンの産生機序と簡

易アッセイの確立  第 67 回日本癌学会総会 名古屋 平成 20年 10 月 28〜30日  
 
140. 中川 勉、津田沙織、桑本佳奈、森脇健太、中川 勉、松本 仁、谷口直之、三善英知、 HepG2

細胞において糖蛋白質のフコシル化は、微小胆管様構造内への分泌を制御する  第 67 回日

本癌学会総会 名古屋 平成 20 年10 月 28〜30日  
 

141. 中川 勉、増田智美、吉岡智子、森脇健太、松本 仁、三善英知 肝細胞における糖タンパク

質の極性輸送機構の解明から疾患マーカーの開発へ  第 10 回関西グライコサイエンスフォ

ーラム 大阪 5 月16 日 
 
142. 森華奈子、松本 仁、森脇健太、戸田美樹、鎌田佳宏、吉田雄一、木曽真一、林 紀夫、三善

英知、 糖転移酵素GnT-Vは、肝星細胞におけるコラーゲン 1 の遺伝子発現を抑制する  第

45回日本肝臓学会総会 神戸 6月 4-5日 
 
143. 河本早由利、森脇健太、成定 愛、松本 仁、Anand Mehta、 Timothy Block、三善英知 糖鎖

改変による肝癌の新しい腫瘍マーカーGP73 の発現制御に関する検討 第 45 回日本肝臓学会

総会 神戸 6 月 4-5 日 
 
144. 三善英知、中川 勉、増田智美、吉岡智子、魚住尚史、森脇健太、松本 仁、林 紀夫糖鎖の

選別輸送に基づく肝癌の AFP-L3 の産生機構の解明  第 45 回日本肝臓学会総会 神戸 6
月4-5 日 

 
145. 成定 愛、河本早由利、中川 勉、森脇健太、松本 仁、三善英知、 膵がんの新しい腫瘍マ

ーカー、フコシル化ハプトグロビンの産生機序に関する検討  第 56 回 日本臨床検査医学

会 札幌 8 月 26日〜29日  
 
146. 増田智美、中川勉、吉岡智子、寺尾尚子、魚住尚史、三善英知 肝癌の腫瘍マーカーAFP-L3

はどのような機序で産生されるのか 第 56 回 日本臨床検査医学会 札幌 8 月26〜29 日 
 
147. 黒木絵莉、新崎信一郎、竜中法佳、飯島英樹、林 紀夫、三善英知、 炎症性腸疾患における

IgG 糖鎖異常 ― 血清学的マーカーとしての有用性に関する検討  第 56 回 日本臨床検査

医学会 札幌  8月 26 日〜29 日  
 
148. 中嶋和紀、北爪しのぶ、三善英知、谷口直之、 イオンペア逆相 LC-ESI-MS による糖ヌクレ

オチドの高感度定量法  第 29 回 日本糖質学会年会 岐阜  9月 9 日〜11 日  
 
149. 中川 勉、増田智美、寺尾尚子、森脇健太、宮本泰豪、谷口直之、三善英知、 HepG2 細胞

において微小胆管構造内へ分泌された糖タンパク質の糖鎖構造解析 第 68 回日本癌学会 横

浜  10 月1 日〜3日  
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150. 石川章子、寺尾美香、中原 晋、木村明寛、森脇健太、石田大輔、室田浩之、片山一朗、谷口

直之、三善英知、 GnT-V 過剰発現マウスの皮膚に見られた EMT 様性質の解析  第 68 回

日本癌学会 横浜  10 月1 日〜3日  
 
151. 田尻道子、吉田周美、和田芳直．効率的グリコプロテオーム解析手法とその応用、第 53 回質

量分析総合討論会（2005）、さいたま、一般演題   2005.5.26 
 
152. 田尻道子、吉田周美、和田芳直．グリコプロテオームを指向する糖鎖・ペプチド構造解析法－

その２－．第 30回日本医用マススペクトル学会年会．大阪 一般講演 2005.9.9. 
 
153. Wada Y. "Comparison of the methods for N-glycan profiling: A HGPI Pilot Study Report" Frontiers in 

Glycomics: Bioinformatics and Biomarkers in Disease workshop：NIH, Washington DC, USA. 
2006.9.12. 

 
154. Wada Y. "Difference in the N-glycans of prostate-specific antigen from normal seminal fluid and cancer 

patient serum: A glycopeptide approach" Frontiers in Glycomics: Bioinformatics and Biomarkers in 
Disease workshop：NIH, Washington DC, USA. , 2006.9.13. 

 
155. 田尻道子、和田芳直．Ｎ型糖鎖付加ペプチドにおけるコアα1,6-フコースとルイス型α1,3-フ

コースの解離について．第55 回質量分析総合討論会：広島 口頭発表 2007、2007.5.16 
 
156. 和田芳直．HUPO 多施設共同パイロット研究－MS による糖鎖定量－．第 55 回質量分析総合

討論会 2007、：広島 シンポジウム 2007.5.18 
 
157. 和田芳直．Nグリカン定量に関するHUPO HGPI パイロット研究．日本ヒトプロテオーム機構

第５回大会：東京 シンポジウム 2007.7.30 
 
158. 田中勝啓、竹中重雄、小森雅之、和田芳直．マウスのミトコンドリア糖鎖修飾タンパク質の網

羅的解析（ミトコンドリアグリコプロテオーム）．第 144 回日本獣医学会学術集会、江別市 
2007.9.4.  

 
159. Wada Y. "Preliminary report on O-glycan pilot study" HGPI Steering committee：ドイツ・リューベッ

ク 2007.9.7 
 
160. 和田芳直、角谷真知子、岡本伸彦．先天性糖鎖合成異常症CDG の分子診断プログラム．第 32

回日本医用マススペクトル学会年会：京都 2007.9.28 
 
161. Wada Y. "Preliminary report of the HGPI O-glycoproteomics pilot study" HUPO 6th Annual World 

Congress：韓国ソウル 2007.10.6 
 
162. 和田芳直．CDG 診断フィールド活動の現状とグリコプロテオーム解析法．科学技術振興機構

戦略的創造研究推進事業「糖鎖の生物機能の解明と利用技術」全体会議、：千里 2008.1.22 
 
163. 田尻道子、早川滋雄、鈴木幸子、間久直、和田芳直．中赤外レーザーMALDI MS における酸

化還元反応．第 56回質量分析総合討論会：つくば シンポジウム 2008、2008.5.14 
 
164. 田尻道子、和田芳直．中赤外レーザーによる酸性糖鎖のソフトイオン化．第 57 回質量分析総

合討論会：大阪国際交流センター ワークショップ 2009.5.15 
 
165. 和田芳直．ありふれたタンパクの疾患糖鎖マーカー．日本ヒトプロテオーム機構第７回大会：
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東京 シンポジウム 2009.7.28 
 
166. 和田芳直、角谷真知子、田尻道子．糖鎖バイオマーカー解析のための糖鎖プロファイル定量化

－IgG と IgA への応用．第 34 回日本医用マススペクトル学会年会：東大阪 シンポジウム 
2009.9.10 

 
167. Wada Y.. "A new perspective of O-glycoprpteomics" The 13th Beijing Conference and Exhibition on 

Instrumental Analysis (BCEIA2009)：北京 基調講演 2009.11.26 
 
 
③ ポスター発表  （国内会議 146 件、国際会議 98 件） 

1. 村上良子、前田裕輔、木下タロウ,   GPI ｱﾝｶｰ生合成のﾌｧｰｽﾄｽﾃｯﾌﾟに必須の遺伝子 GPI-Y のｸ

ﾛｰﾆﾝｸﾞと解析,  第 77回日本生化学会大会 横浜市   2004 年 10 月13 日〜16 日  
 
2. 獅子王信江、Yeongjin Hong, 前田裕輔、木下タロウ,  ヒトGPI7 は PIG-O と競合して PIG-F

と結合することにより GPI ｱﾝｶｰの合成を制御する,  第 77 回日本生化学会大会 横浜市  

2004 年 10月13 日〜16 日   
 
3. Yeonchul Hong, 永宗喜三郎、仲谷文貴、森田康裕、前田裕輔、木下タロウ, Trypanosoma brucei

におけるGPI transamidase ｺﾝﾎﾟｰﾈﾝﾄ TbGPI16 のﾉｯｸｱｳﾄ解,  第77 回日本生化学会大会 横浜市

2004 年 10月13 日〜16 日  
 
4. Hisashi Ashida, Yeongjin Hong, Nakaba Sugimoto, Yoshiko Murakami, Yusuke Maeda and Taroh 

Kinoshita, Mammalian PIG-X and Yeast Pbn1p are the Regulatory Components of er-resident 
GPI-mannosyltransferase I.  US/JAPAN Glyco 2004, Honolulu Hawaii USA November 17-20, 2004   

 
5. JiYoung Kang, Yeongjin Hong, Nobue Shishioh, Hisashi Ashida, Yusuke Maeda and Taroh Kinoshita,  

PIG-V transfers the Second Mannose to Glycosylphosphatidylioshitol US/JAPAN Glyco 2004, Honolulu 
Hawaii USA November 17-20 

 
6. Y. Murakami, Y.Maeda,Y. Hong, T. Kinoshita.   Initial Enzyme for Glycosylphosphatidylinositol 

Biosynthesis Requires the Seventh Component PIG-Y, Whose Translation is Initiated by Internal 
Bibosome Enry,   44th Annual Meeting of The American Society for Cell Biology, Washington DC 
USA,  December 4-8,2004  

 
7. Y. Maeda, Y. Tashima,H. Ashida, , C. Murata, R. Taguchi, T. Kinoshita,  Functional Association of 

PGAP2 with Glycosylphosphatidylinositol Remodeling,  44th Annual Meeting of The American Society 
for Cell Biology,  Washington DC USA December 4-8,2004  

 
8. 森田康裕、木下タロウ,  マイコバクテリアのホスファチジルイノシトールマンノシド生合成

に関与する糖転移酵の機能解析   第78回日本細菌学会総会 東京都 2005年4月4〜6日 

 

9. 森田康裕、永宗喜三郎、木下タロウ,  プロサイクリック型Trypanosoma bruceiにおけるGPIア
ンカー型表面タンパク質の欠乏とその細胞増殖に与える影響,  第74回日本寄生虫学会大会  

米子市 2005年4月8日〜9日 
 
10. Yeonchul Hong, 永宗喜三郎、森田康裕、前田裕輔、木下タロウ, 血流型

Trypanosoma bruceiにおけるGPI inositol deacylaseの解析,  第74回日本寄生虫学会大会 

米子市 2005年4月8日〜9日 

   
11. Yasu S. Morita, Kisaburo Nagamune, Yeonchul Hong, Yusuke Maeda, Taroh Kinoshita, Expression of 

glycosylphosphatidylinositol-specific inositol deacylase in procyclic form Trypanosoma brucei and its 
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effect on the maintenance of surface coat procyclins.  The 5th Awaji International Forum on Infection 
and Immunity   Awaji Island Hyogo  September 5-8, 2005    

 
12. Ashida, H., Maeda, Y., Kinoshita, T.,  DPM1, a catalytic subunit of dolichol-phosphate-mannose 

synthase, is tethered to and stabilized on the ER membrane by DPM3.  XVIII International Symposium 
on Glycoconjugates      Palazzo dei Congressi, Florence, イタリア 2005 年9 月 4日〜9 日 

 
13. Hong, Y., Nagamune, K., Morita, Y.S., Maeda, Y., Kinosista, T.   Physiological significance of GPI 

inositol deacylation in trypanosoma brucei.   XVIII International Symposium on Glycoconjugates   
Palazzo dei Congressi, Florence, イタリア 2005 年 9月 4日〜9 日 

 
14. Tashima, Y., Taguchi,R., Houjou,T., Murata, C. Ashida, H., Kinoshita T., Maeda Y.   The lipid 

remodeling of CPI-anchored proteins in mammalian cells   XVIII International Symposium on 
Glycoconjugates   Palazzo dei Congressi, Florence, イタリア 2005 年 9月4 日〜9 日 

 
15. Uamporn, S., Maeda, Y., Murakami, Y., Kinoshita, T.    A new mutant cell defective in a step after 

attachment of GPI to proteins.  XVIII International Symposium on Glycoconjugates  Palazzo dei 
Congressi, Florence, イタリア 2005 年9月 4 日〜9 日 

 
16. 森田康裕、Helen Billman-Jacobe, Malcolm J. McConville,木下タロウ,   Mycobacterium smegmatis

におけるホスファチジルイノシトールマンノシドの生合成に関与するマンノース転移酵素の

同定 第 78 回日本生化学会大会、神戸市 2005年 10 月19 日〜22 日 
 
17. Norimitsu Inoue1, Tomohisa Izui2, Yoshiko Murakami2, Yuichi Endo3, Jun-Ichi Nishimura, Yuzuru 

Kanakura, Gabrielle Meyers, Carl Wittwer, Zhong Chen, William Babcock, Debra Frei-Lahr, Charles 
Parker,  and Taroh Kinoshita   Clonal expansion in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH): 
expression of mutant HMGA2 suggests that PNH is a benign tumor of the bone marrow.   第47 回米

国血液学会総会  アトランタ 米国 2005 年 12 月10 日〜13日  
 
18. S Takida; Y Maeda; T Kinoshita    Mammalian GPI-anchored proteins required p24 proteins 

Keystone Symposia “Lipid Rafts and Cell Function”.  Colorado, USA 2006 年 3 月23〜28日 
 
19. 森田康裕、木下タロウ,  Mycobacterium におけるホスファチジルイノシトールマンノシド生

合成に関与するマンノース転移酵素,  第 97 回日本細菌学会総会 金沢市 2006 年 3 月 28
〜30 日   

 
20. 森田康裕、永宗喜三郎、Hong Yeonchul、前田裕輔、木下タロウ,  プロサイクリック型

Trypanosoma bruceiにおけるGPI イノシトールのシアル化の意義,  第75 回 日本寄生虫学会

大会   弘前市、 2006年 5 月19 日〜20 日 
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234. Tajiri M, Wada Y. "The stability of N-glycans of protonated glycopeptide ions in gas phase" Annual 
Conference of the Society for Glycobiology：ボストン、ポスター  2007.11.13 

 
235. 和田芳直、田尻道子．中赤外レーザー脱離イオン化質量分析法の分解能．第 56 回質量分析総

合討論会 2008：つくば 2008.5.14  
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236. 橋本雅美、早川滋雄、長尾博文、豊田岐聡、茂里康、和田芳直．電子移動解離を用いる翻訳後

修飾ペプチドの構造解析．第 56 回質量分析総合討論会 2008：つくば 2008.5.14 
 

237. 竹内孝江、藤田淳子、田尻道子、和田芳直．シアリルラクトース異性体のNa 付加イオンから

の H2O 脱離反応におけるエネルギー依存性．第 56 回質量分析総合討論会 2008：つくば 
2008.5.14 

 
238. 和田芳直、角谷真知子、田尻道子、岡本伸彦．先天性糖鎖合成異常症の分子診断プログラム－

第２報－．日本医用マススペクトル学会第 33 回年会．東京  2008.9.26 
 

239. Wada Y, Tajiri M, Takeuchi T. "Distinct features of matrix-assisted 6μm infrared laser 
desorption/ionization mass spectrometry" 第57 回米国質量分析学会：フィラデルフィア ポスタ

ー 2009.6.2 
 

240. Takeuchi T, Nabei S, Tajiri M, Wada Y. "Ab initio study on ionization and fragmentation in 
matrix-assisted infrared and ultraviolet laser desorption/ionization mass spectrometry"第57回米国質量

分析学会 :フィラデルフィア ポスター 2009.6.2 
 
241. 竹内孝江、藤田惇子、田尻道子、廣瀬賢治、和田芳直．イオンモビリティー衝突誘起解離質量

分析と ab initio DFT 計算によるシアリルラクトース異性体イオンのフラグメンテーション機

構の研究．第３回分子科学討論会：名古屋  2009.9.22  
 
242. Takeuchi T, Nabei S, Tajiri M, Wada Y. "Ab initio study on ionization and fragmentation mechanisms of 

dihydroxylbenzoic acids in IR- and UV-MALDI mass spectrometry" 第 18回国際質量分析学会：ド

イツブレーメン  2009.8.31  
 
243. Tajiri M, Takeuchi T, Wada Y. "Distinct softness of matrix-assisted 6μm infrared laser 

desorption/ionization mass spectrometry." 第18 回国際質量分析学会：ドイツブレーメン  2009.9.2 
 
244. Wada Y, Yanagishita T, Kiuchi M, Masuda H. "Distinct features of porous alumina substrate for 

surface-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry." 第 18 回国際質量分析学会：ドイツブ

レーメン 2009.9.2 
 

 
(４)知財出願 

①国内出願 (15 件)  

≪発明の名称、発明者、出願人、出願日、出願番号≫ 

1. 膀胱癌の悪性度診断法, 発明者 大山 力,   出願人、弘前大学, 出願日 2006/2/8、 特願 2006
－31618 

 
2. 前立腺癌の診断方法, 発明者 大山 力,   出願人、弘前大学, 出願日 2007/2/16, 特願

2007-36836 
 
3. レクチン吸収法による前立腺がんの診断方法及び判定キット, 発明者 大山 力, 鳥越俊彦、出

願人 弘前大学, 北海道公立大学法人 札幌医科大学, 出願日2008/10/4, 特願2008-259114 
 
4. 抗デルマタン硫酸抗体と機能性硫酸化オリゴ糖, 発明者 菅原一幸, バオ シンフォン, 出願人 

科学技術振興事業団 (JST) 出願日 2005.3.18,  特願 2005-80724 
 
5. サメ軟骨のコンドロイチン硫酸由来の硫酸化八糖、発明者:菅原一幸、出願人：JST、出願日

2005 年6 月 6 日、特願2005-165699 
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6. プレイオトロフィン結合性および非結合性のコンドロイチン硫酸／デルマタン硫酸オリゴ糖、

発明者  菅原一幸、バオ シンフォン、 出願人 JST、 出願日 2005 年 6 月 6 日、特願
2005-165699 

 
7. イカ軟骨のコンドロイチン硫酸 E 由来の硫酸化八糖、十糖、発明者 菅原一幸、 出願人 JST、

出願日 2006年 2月 24 日、特願2006-049308 
 
8. 新規低分子化合物およびその製造方法、発明者 菅原一幸、カンチュガラコッパル・エス・ラ

ンガッパ、バサッパ、出願人 JST、出願日2006年3 月 23日、特願 2006-081671 
 
9. 糖鎖マーカー認識プローブおよびそれを用いた神経突起伸長阻害剤、ニューロン染色剤、腫瘍

細胞染色剤、免疫組織染色剤、薬学的組成物および医薬、発明者:菅原一幸、出願人 JST、
出願日 2006年 3月 25 日、特願2006-084323 

 
10. 硫酸化多糖または硫酸化オリゴ糖の分析方法、硫酸化多糖または硫酸化オリゴ糖を含む薬学的

組成物および医薬、 発明者 菅原一幸、 出願人 JST、出願日 2006 年 3 月 26 日、特願
2006-084337 

 
11. 新規多糖およびオリゴ糖、 発明者菅一幸、出願人 菅原一幸およびマルハ株式会社、出願日

2006 年3 月 31 日、特願 2006-98722 
 
12. グルコサミノグリカン糖鎖の生合成不全マウス、 発明者 北川裕之、菅原一幸、浅野雅秀、

杉原一司、 出願人 JST 、国立学校法人 金沢大学、 出願日 2007 年 2 月 15 日 特願
2007-34346  

 

13. ムコ多糖分解促進剤､ 発明者 菅原一幸、山田修平、水本秀二、出願人 国立大学法人北

海道大学、出願日 2007.11.9、特願 2007-291424   

 

14. 膵臓癌マーカーおよび膵臓癌の検査方法、 発明者 三善英知、谷口直之、中の三弥子 申請

者 和光純薬 2009-168470 出願日 平成21 年7 月  特願 2008-3696  
 

15. 細胞融合制御法、それに用いる遺伝子組換え用ベクターおよび細胞融合制御剤、 発明者 渋

川幸直、和田芳直、出願人 JST、出願日 平成 19 年 11月 21 日、特願 2007-301832 
 
 

②海外出願 (4 件) 

≪発明の名称、発明者、出願人、出願日、出願番号、出願国≫ 

1. Method for detecting prognosis of cancer,  大山 力, Seikagaku Corporation, et al, 2005/10/25, 
04722143.7-2404-US2004006085  European Patent Office 

 
2. Antibody”、発明者 KONGTAWELERT Prachya, HARDINGHAMH Tim, ONG-CHAI Siriwan, 

菅原一幸，POTHACHAROEN Peraphan, TIENGBURANATHUM Natthachai、 出願人：The 
National Research Council of Thailand, The Thailand Research Fund, and CHIANGMAI 
UNIVERSITY、2005 年12月 5日、WO2005/118645 A1 

 
3. 抗デルマタン硫酸抗体と機能性硫酸化オリゴ糖”、発明者 菅原一幸、バオ シンフォン、出願

人 JST、2006 年 3月 16 日、 PCT/JP2006/305229  
 
4. 硫酸化多糖または硫酸化オリゴ糖の分析方法酸化多糖または硫酸化オリゴ糖を含む薬学的組

成物および医薬の製造方法、疾病の治療診断、症状の軽減および予防方法、発明者 菅原一
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幸 出願人 JST  2007 年 3 月 26 日 PTC/Jp2007-056276 （基礎出願番号： 特願

2006-084337） 
 

 (５)受賞・報道等  

 

   ①   受賞 

大山グループ 
1. 萩沢 茂、大山 力,   第 44 回日本癌治療学会総会 iPos 賞受賞、 「前立腺癌の新規バイ

オマーカー」平成18 年10月 
 
鈴木グループ 
1. 鈴木匡   2005年   日本生化学会 奨励賞 
2. 鈴木匡   2008年 日本糖質学会 奨励賞     
 
三善グループ 
下記の論文が、阪大大学院医学系研究科保健学専攻の 2008 年度優秀論文に選出。 
Narisada M, Kawamoto S, Kuwamoto K, Moriwaki K, Nakagawa T, Matsumoto H, Asahi M, Koyama N, 
Miyoshi E. (2008) Identification of an inducible factor secreted by pancreatic cancer cell lines that stimulates 
the production of fucosylated haptoglobin in hepatoma cells.  Biochem Biophys Res Commun.377 (3), 
792-796. 
 
下記の演題が、分子腫瘍マーカー優秀演題賞に選出。 
第 28 回日本分子腫瘍マーカー研究会 平成20 年10月 27 日 名古屋 
肝癌におけるGDP-fucose transporter によるフコシル化制御について 
森脇健太、野田勝久、谷口直之、三善英知 

 
下記の演題で、AACR のAward を獲得。 
AACR annual meeting Denver 18-22, USA 
Deguchi T, Tanemura M, Miyoshi E, Machida T, Kobayashi S, Marubashi S, Takeda Y, Nagano H, Sawa Y, 
Ito T, Mori M, Doki Y. Vaccination with increased immunogenicity of tumor antigen MUC1 engineered to 
express a-gal epitopes elicited significant inhibition of tumor growth    
 
和田グループ 
日本医用マススペクトル学会・学会賞（松本勇賞） 

 

① マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

木下グループ 

１．アルキルアシル型 GPI アンカーの生合成にペルオキシゾームが関わっていることを発見した研究

成果が、日経産業新聞（2009 年 10 月14 日）に掲載された。 

２．GPI アンカー型タンパク質の輸送に GPI 糖鎖リモデリングが重要であることを発見した研究成果が、

日刊工業新聞（2009 年10 月16 日）、日経産業新聞（2009 年10 月16 日）、読売新聞（2009 年10 月26

日）、科学新聞（2009 年10 月 30 日）に掲載された。 

 

鈴木グループ 

科学技術振興機構：戦略的創造研究推進事業 個人型研究「さきがけ」から タイムシグナルと

制御領域 『小胞体タンパク質品質管理機構に関わる PNGase の構造と機能』の紹介 科学新聞

（2005年11月4日）  

糖質研究の阪大21世紀COE 特任助教授に採用されて 科学新聞（2006年1月13日） 

 

菅原一幸 ：日経産業新聞平成１８年１２月４日記事「北大次世代ポストゲノム研究センター」 
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三善グループ 
下記の論文の内容を中心とした、これまでの癌とフコースに関する研究が評価され、朝日新聞の科学

欄に掲載。 
Moriwaki K, Noda K, Furukawa Y, Oshima K, Uchiyama A, Nakagawa T, Taniguchi N, Daigo Y, Nakamura 
Y, Hayashi N, Miyoshi E.  (2009) Deficiency of GMD leads to escape from NK cell-mediated tumor 
surveillance through modulation of TRAIL signaling.  Gastroenterology 137(1), 188-198.   

  
 

(６)成果展開事例 

① 実用化に向けての展開 

    該当無し 

② 社会還元的な展開活動 

   太山グループ 

・ 本研究成果をインターネット（URL; http://www.med.hirosaki-u.ac.jp/~uro/ ）で公開し、一般に情報

提供している。 

 

§６ 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 

 

2005/10/13 

移植医療研究センター

プロジェクトミーティ

ング 

 

弘前 

 

60 

血液型糖鎖抗原の発現と

移植免疫に関するセミナ

ー 

 

2005/11/18 

糖鎖の動態—機能相関

への統合的アプローチ 

第一回研究進捗報告会 

 

大阪大学 

 

20 

木下チーム内 

ミーティング 

 

2006/1/30 

 

臨床糖鎖研究会 

 

弘前 

 

40 

糖鎖研究の臨床応用を目

指して、基礎研究者と臨床

家の交流を目的とする 

 

2006/8/25,

26 

糖鎖の動態—機能相関

への統合的アプローチ 

第2回研究進捗報告会 

 

東北薬科大

学 

 

25 

木下チーム内 

ミーティング 

 
2007/1/30 
〜2/2 

Japan-Switzerland 2nd 
Joint Seminar 
“Synthesis and 

trafficking of glycolipids 

 
 

つくば 

 
 

70 

 
日本学術振興会 
2 国間セミナー 

(日本ースイス 2国間セミ
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and glycolipid-anchored 
proteins” 

ナー) 

2007/3/8 臨床糖鎖研究会 弘前 50 基礎と臨床の交流の場 

 

2007/8/3,4 

糖鎖の動態—機能相関

への統合的アプローチ 

第３回研究進捗報告会 

 

佐賀大学 

 

20 

木下チーム内 

ミーティング 

2007/１１/

５,６ 

第２回メタボロームシン

ポジウム 

東京大学医

学部鉄門講

堂 

２５０ メタボロームに関する研究

発表 

2008/3/27 臨床糖鎖研究会 弘前 ４0 基礎と臨床の交流の場 

2008/5/16 第５６回質量分析総合

討論会 

つくば ２００ シンポジウム「医用分野に

おける質量分析」 

 

2008/9/4,5 

糖鎖の動態—機能相関

への統合的アプローチ 

第4回研究進捗報告会 

 

東京大学 

 

25 

木下チーム内 

ミーティング 

2008/9/25,

26 

第３３回医用マススペク

トロメトリー学会年会 

東京大学医

学部鉄門講

堂 

２６０ 質量分析の医療分野への

応用に関する研究発表 

2009/3/5 臨床糖鎖研究会 弘前 30名 糖鎖研究における基礎と

臨床の交流の場 

2009/12/7,

8,9,10 

The 7th UPPSALA 

Conference on ECD & 

ETD 

奈良県新公

会堂 

100 名 糖鎖を含むイオン開裂新技

術に関する国際会議 

2010/1/19 糖鎖の動態—機能相関

への統合的アプローチ 

最終研究報告会 

理化学研究

所 

25 名 木下チーム内 

ミーティング 

 

 

§７ 結び 

 各研究グループそれぞれ、当初目標をほぼ達成したと自己評価している。138件の原著論文が国

際誌に発表されたが、その内訳は、Cell (IF 31.2) 1件, Nat Med (IF 27.5) 2件, Nat Cell Biol 

(IF 17.7) 1 件, N Eng J Med (IF 50.0) 1 件, PNAS (IF 9.3) 4 件, J Cell Biol (IF 9.1) 1

件, Mol Biol Cell (IF 5.5) 3件, J Biol Chem (IF 5.5) 36件, Glycobiology (IF 4.4) 18件, 

Gastroenterology (IF 12.5) 1件, Anal Chem (IF 5.2) 3件, ほか67件であり、多数の論文が、

糖鎖科学、生化学、細胞生物学等の、一定レベル以上のジャーナルに発表され、チーム全体とし

ても、質量ともに合格点がつけられると自己評価している。 

 全グループが集まり、進捗報告と討論を行うミーティングを毎年、どこかのグループの研究室

で行った。これらの会を通じ、グループ間の共同研究の気運が高まり、また、専門的なアドバイ

スを得る機会が持てた。結果的に、チーム内の共同研究が活発に行われたことは、大変有意義で

あった。原著論文（国際誌）134件中17件がグループ間の共同研究の成果であった。特に、田口

良グループのGPIアンカーの質量分析、和田グループの糖タンパク質の質量分析に関するトップ

レベルの技術とノウハウが、木下、大山、顧グループの課題の推進に必須な役割を果たしたこと

は、本 CREST チームの大きな特徴である。CREST 事業にとって重要なことは、田口良、和田グル

ープにおいて、本CREST経費で採用された研究員たちが、同じチームからのサンプルを担当する

ことでモチベーションが高まり、質の高い成果につながったと考えられる事である。 

 先天性GPIアンカー欠損症の治療原理を発見し実施されたこと、前立腺ガンマーカーであるPSA

の特異性を高める糖鎖構造の根拠を見出したこと、膵ガンマーカーであるフコシル化ハプトグロ

ビンの研究用に開発したELISAキットが臨床応用できる可能性があることなど、本チームの基礎

コメント [PO1]: 私が組織委員長

です。 

コメント [PO2]: すみません、入れ

ておいて下さい。分析化学分野ト

ップのACSジャーナルですので。 
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研究の成果が、実際に治療に生かされたし、今後さらに臨床研究そして臨床に生かされていくと

期待される。 

 

 

 

大山グループ 

 

 
木下グループ 
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