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１．研究実施の概要 

 セレクチンとその糖鎖リガンドを介した細胞接着について、神奈木グループは、細胞接着分子セ

レクチンとその特異的リガンド糖鎖を介した細胞接着の機能的意義を明らかにすることを研究目的

としている。本年度は特に硫酸化型のセレクチンの特異的リガンドであるシアリル 6-スルホLex糖鎖

について、ヒトヘルパーメモリーＴ細胞の皮膚ホーミングにおける役割を解析し、またモデル動物

（硫酸基転移酵素遺伝子ノックアウトマウス）を用いて硫酸化型リガンド糖鎖の生理的意義を検索し

た。また、癌の進行に伴う。また、癌の進行に伴う転写因子 hypoxia inducible factor の発現亢進に

よって誘導される糖鎖関連遺伝子と、それにより引き起こされる細胞表層糖鎖の変化についてさら

に解析した。北島グループは生体において細胞表面のシアル酸の構造変化によって細胞接着機

能が正負に制御される機構を利用して、癌細胞の転移増殖を人為的に制御することを目指し、細

胞の接着性に関わる新規シアル酸構造であるサイクリックシアル酸、硫酸化シアル酸、デアミノシア

ル酸およびポリ・オリゴシアル酸構造に着目して、これまでにそれらの検出法の開発と存在分布解

析を行った。小島グループは細胞や機能性分子から人工糖脂質ライブラリーを構築し、それらに

含まれる機能性糖鎖の同定ならびに解析を行うことを目的としている。本年度は、モデルオリゴ糖

を用いて蛍光標識糖鎖に変換可能な蛍光人工糖脂質を創成し、この蛍光人工糖脂質が機能およ

び構造解析に有用であることを確認した。今後はこの蛍光人工糖脂質化によって大腸癌細胞株の

E-セレクチンリガンドを解析する。  

 CD44 とヒアルロン酸を介した細胞接着について、浜口グループはヒアルロン酸合成が活性化し

ている v-Src 癌化細胞やヒト癌由来細胞株を用いて、ヒアルロン酸合成酵素とそのレセプターであ

る CD44、あるいはその下流のシグナル伝達因子を標的とする、癌細胞の浸潤転移を抑制する新

たな遺伝子治療法を開発しようと試みた。また板野グループはヒアルロン酸糖鎖合成を標的とした

癌浸潤転移阻止技術を開発するため、精製ヒアルロン酸合成酵素を用いた無細胞ヒアルロン酸合

成系を確立した。今後は新規ヒアルロン酸合成阻害剤の探索を加速するとともに、阻害活性の認

められた化合物についてはマウス動物試験により制癌・抗転移活性を評価して、前臨床試験的な

データの取得に努める。 

 



２．研究実施内容 

 セレクチンとその糖鎖リガンドを介した細

胞接着について、神奈木グループは、ヒト

ヘルパーメモリーＴ細胞の皮膚ホーミングに

おける細胞接着分子セレクチンと硫酸化型

のセレクチンの特異的リガンドであるシアリ

ル 6-スルホ Lex 糖鎖を介した細胞接着の役

割を解析した。健常人ヒト末梢血リンパ球の

うちヘルパーメモリーＴ細胞の約 10～15%

は無刺激下でシアリル 6-スルホ Lex 糖鎖を

発現し、E-、P-、L-セレクチンと接着する。抗

シアリル 6-スルホ Lex 抗体によりこの接着が

阻害されることから、シアリル 6-スルホ Lex

糖鎖が接着を媒介していると考えられる。シ

アリル 6-スルホ Lex 糖鎖を発現するヘルパ

ーメモリーＴ細胞サブセットは CCR4+CCR9
—α4β7-integrin—であり、皮膚ホーミング性

のヘルパーメモリーＴ細胞であることが判明

した。このＴ細胞はフコース転移酵素 VII お

よび硫酸基転移酵素 HEC-GlcNAc6ST の mRNA を有意に発現していることから、これらによりシア

リル 6-スルホ Lex が合成されていると考えられた。一方、ナイーブＴ細胞のリンパ節へのホーミング

においては、我々は以前にシアリル 6-スルホ Lex が高血管内皮細静脈に発現し、これがセレクチ

ンのリガンドであることを報告したが、今年度は硫酸基転移酵素 HEC-GlcNAc6ST および

GlcNAc6ST-1 遺伝子のダブルノックアウトマウスを用いて、HEC-GlcNAc6ST と GlcNAc6ST-1 がそ

の合成に関与していることを明らかにした。また、腫瘍巣の低酸素条件による癌のプログレッション

に伴い、シアル酸トランスポーターsialin 遺伝子の転写が増大し、これにより N-グリコリル型のシア

ル酸 NeuGc の発現が癌細胞で誘導されることを明らかにした。 

 北島グループは細胞接着に関わるシアル酸の構造変化と細胞接着制御の解明を目指して、(1)

サイクリックシアル酸形成とセレクチンおよび関連シアル酸結合分子を介する細胞接着制御の解

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

人為的制御による癌の進展防御の技術基盤の開発を行なう。項目(1)については、まず、サイクリッ

クシアル酸残基の普遍的存在証明のために、14、15 年度で開発した化学的検出法を、平成 16 年

度ではさらに改良することに成功した。平成 17 年度においては、予備的に固形癌細胞においてこ

のシアル酸構造の存在を見出した。また癌細胞と正常細胞における存在検索を進め、ている。さら

に、平成 15 年以来、検出と機能解析への利用を目指して、この糖残基を特異的に認識する酵素

を微生物において探索し、その活性を見出した。項目(2)については、α2,8-ポリシアル酸に関して、
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平成 15 年度においてヒト乳 CD36 上に、平成 16 年度において脳ミクログリア細胞上の CD36 上に

α2,8-ポリシアル酸構造を発見した。また、我々が独自に発見したα2,8-ジ・オリゴシアル酸構造、硫

酸化シアル酸構造、α2,9-ポリシアル酸構造については、平成 16、17 年度において、検出法の確

立、モノクローナル抗体の調製が完了し、哺乳動物の組織における存在が示された。さらに、項目

(3)について、細胞における生合成経路の理解によって、関連糖鎖遺伝子の発現制御による細胞

レベルでの特定シアル酸誘導体の量的調節が可能になるが、KDN については哺乳動物における

生合成経路の全貌を解明することができた。 

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

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

アリルルイス X をはじめとする多様な細胞接着性糖鎖を解明することを目的としている。本年度は、

この目的を達成するために、１）微量の機能性糖鎖の検出と解析を同一のサンプルから一連の操

作で行うことができる方法を確立し、２）大腸がん細胞株の E-セレクチンリガンド分子の接着機能性

糖鎖の同定を試みている。１）については、本年度は、蛍光人工糖脂質をシアル酸含有糖鎖に適

応させるため、蛍光脂質プローブの創成を行った。プローブ（ABA-DPPE）はジパルミトイルホスフ

ァチジルエタノールアミン（DPPE）とパラアミノ安息香酸（ABA）とをカルボジイミドで縮合させて合

成した。このプローブとオリゴ糖（Lex５糖）とを還元アミノ化反応により縮合し、蛍光人工糖脂質へと

導くための条件検討を行い、定量的に縮合ができる条件を設定した。また、今回の方法で得た蛍

光人工糖脂質を PVDF 膜上に固定化し、抗体での検出、ホスホリパーゼ D 消化による人工糖脂質

からの蛍光標識糖鎖の回収、および蛍光標識糖鎖の HPLC による分離、MS による構造解析を系

統的に検討し、いずれも支障なく行えることを確認した。現在、反応の微量化と N-型糖鎖への応用

条件について検討している。項目２）については、昨年度に E-セレクチンリガンド分子が大腸がん

細胞株のミクロドメイン中に存在することを見いだし、解析を進めた。ミクロドメイン中にはシアリル

Lea エピトープをもつ 120kDa および 30kDa の糖タンパク質が非常に高濃度に集積していることが

判明した。N-グリカナーゼ処理の結果から、120kDa および 30kDa の糖タンパク質中のシアリル Lea

エピトープは、それぞれ O-および N-結合型糖鎖上に主に担われていると推定された。また、

N-glycanase 処理後 E-セレクチン-Fc で免疫沈降すると 120kDa の糖タンパク質の E-セレクチンと

結合性が減弱ないし消失したため、N-結合型糖鎖が E-セレクチンとの結合に関して何らかの機能

を果たしていると考えられた。今後はビアコアなどを用いてその結合性を解析するとともに、これら

分子上の糖鎖を蛍光人工糖脂質に誘導後、上記方法に基づいた機能解析と構造解析を行う予定

である。 

 浜口グループはヒアルロン酸合成が活性化している v-Src 癌化細胞やヒト癌由来細胞株を用いて、

ヒアルロン酸合成酵素とそのレセプターである CD44、あるいはその下流のシグナル伝達因子を標

的とする siRNA アンチセンスを開発し、癌細胞の浸潤転移を抑制する新たな遺伝子治療法を開発

しようと試みた。細胞外マトリックスのヒアルロン酸とそのレセプターである CD44 は、種々の生理機

能を担うと共に、その合成・発現の増大が大腸癌、肺癌、乳癌やグリオーマ等で観察され、腫瘍マ

ーカーとしても注目されている。腫瘍組織におけるヒアルロン酸合成の活性化は、1930 年代からラ



ウス肉腫ウイルスによる発癌過程で観察されている。しかしその生理・病理的意義は長らく不明の

ままであった。本研究では、癌細胞において恒常的に活性化されているシグナル伝達系に焦点を

あて、特定のシグナル伝達因子に対する siRNA やアンチセンスを癌細胞に導入し、そのヒアルロ

ン酸依存細胞運動や、マトリックスメタロプロテイナーゼの分泌に対する作用を調べる。更にはボイ

デンチャンバーを用いた浸潤能の測定や、ヌードマウスを用いて癌細胞の浸潤転移に対する影響

を調べ、新たな制癌療法の開発を試みるものである。本年は、ヒアルロン酸合成と CD44 発現の腫

瘍特異的活性化機構の解析とそれを標的とする癌細胞浸潤阻害法を研究し、FAK、Stat3、

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

ロン酸合成を活性化する事を明らかにしている。さらに、FAK、Stat3、Jun に対する siRNA を開発し，

これらの蛋白質合成を抑制する事に成功した。また BATF による癌浸潤転移の抑制については、

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

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

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

siRNA の開発を行い，同様の結果を得つつ有る。更に新たな展開として、ヒアルロン酸/CD44 シグ

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

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

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

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

である。 

 板野グループは、これまでの結果より、異常なヒアルロン酸合成を正常化することで、癌の退縮や

転移の阻止が可能と考えた。そこで、ヒアルロン酸糖鎖合成を作用点とした抗転移剤の開発が重

要となる。ヒアルロン酸合成機構を解明し、無細胞ヒアルロン酸合成系を確立する目的で、バキュロ

ウイルス−昆虫細胞発現系を用いたヒアルロン酸合成酵素(HAS)蛋白質の大量発現と精製を試み

た。さらに HAS 蛋白質をヒスチジンタグとの融合蛋白質として発現し、界面活性剤により活性を保

持した状態で可溶化、さらにアフィニティー精製することに成功した。昆虫細胞系においても従来

の哺乳動物細胞系で発現した場合と同程度の活性を保持した HAS 蛋白質を得ることが示された。

可溶化のための界面活性剤としては、概して親水部に糖鎖を持った非イオン性のものが適してい

ることがわかった。リン脂質により膜の再構成を図ったものは界面活性剤で可溶化しただけのもの

に比べて活性が向上した。リン脂質の種類に関しては、親水部の電荷、アルキル鎖長や不飽和度

の違いが HAS 蛋白質の安定性に大きな影響を及ぼすことが明らかとなった。さらに膜の再構成前

後の HAS 蛋白質をゲルろ過クロマトグラフィーにより分画したところ、複数のピークが現れたが、高

分子量域にある HAS 蛋白質-脂質複合体のピークが相対的に最も活性が高いことがわかった。以

上の結果から、脂質等により HAS 蛋白質が堅固に保持された安定な複合体として存在する場合

に、十分な活性が維持されることが示唆された。 

 

 



３．研究実施体制 

「神奈木」グループ 

①研究分担グループ長：神奈木 玲児（愛知県がんセンター研究所分子病態学部、部長） 

②研究項目：セレクチンと糖鎖リガンドを介した細胞識別・接着の制御機構とがんの

進展 

 

「北島」グループ 

①研究分担グループ長：北島 健（名古屋大学、教授） 

②研究項目：細胞接着に関わるシアル酸の構造変化と細胞接着制御の解明 

 

「小島」グループ 

①研究分担グループ長：小島 直也（東海大学・糖鎖工学研究施設、教授） 

②研究項目： 

１） 微量の機能性糖鎖の検出と解析を同一のサンプルから一連の操作で行うことができる

新規解析法の確立 

２） 大腸がん細胞株の E-セレクチンリガンド分子の接着機能性糖鎖の同定 

 

「浜口」グループ 

①研究分担グループ長：浜口 道成（名古屋大学、教授） 

②研究項目：ヒアルロン酸合成が活性化している v-Src 癌化細胞やヒト癌由来細胞株を

用いて、ヒアルロン酸合成酵素とそのレセプターである CD44、あるいは

その下流のシグナル伝達因子を同定し、これらの因子標的とする、癌細

胞の浸潤転移を抑制する新たな遺伝子治療法を開発する。 

 

「板野」グループ 

①研究分担グループ長：板野 直樹（信州大学大学院医学研究科加齢適応医科学系専

攻、助教授） 

②研究項目： 

１． ヒアルロン酸・CD44 による癌転移促進機構の解明 

２． ヒアルロン酸合成機構の解明と合成阻害剤の開発 
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