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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

としており、本年度はＴリンパ球におけるセレクチンの特異的リガンド糖鎖であるシアリルルイスＸの

合成の律速酵素であるフコース転移酵素 Fuc-T VII の転写調節機構を詳細に検索し、転写因子

T-bet と GATA-3 が重要な役割を演じていることを明らかにした。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を明らかにした。

土肥グループはヒト消化器癌における糖鎖発現の異常をもたらす機構として、糖転移酵素

の発現が DNA メチル化により抑制されていることを見出した。今後、癌組織で遺伝子メ

チル化を受けやすい糖関連遺伝子群を明らかにする。また、ヒト大腸粘膜で糖鎖認識蛋白

（シグレック）を発現する免疫担当細胞の同定を試み、CD33 陽性細胞分画内で検出する

ことができた。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、

大腸がん細胞の機能的な E-セレクチンリガンドが細胞膜ミクロドメインに存在しているこ

とが明らかになった。今後はこの機能的リガンドドメインに含まれる機能性リガンド分子

の同定とその機能的な糖鎖を解析してゆく。  

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，新規にその機能を同定

した糖蛋白質 SHPS-1/SIRPαについても、癌浸潤転移における機能を明らかにしようと試み

た。また板野グループは乳癌の進展におけるヒアルロン酸の作用を明らかにするため、乳癌

特異的にヒアルロン酸を過剰産生するコンディショナルトランスジェニック(HAS2-cTg)



マウスを作製した。ヒアルロン酸の腫瘍内蓄積に伴って腫瘍血管新生と腫瘍間質形成の促

進が認められた。今後は HAS2-cTg マウスを進行性乳癌の病態モデルとして用い、乳癌の

病態解明を更に進める。 

 

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、セレクチンの特

異的リガンド糖鎖であるシアリルルイスＸの合成の律速酵素であるフコース転移酵素 Fuc-T VII の

転写調節機構を検索し、Fuc-T VII の調節領域に CREB/ATF, Sp1, MZF-1 に加えて T-bet と

GATA-3 の結合部位が存在することを明らかにした。Ｔ細胞の活性化時にシアリルルイスＸが Th1

細胞でより強く発現するのは、Th1 細胞では Th1 細胞特異的転写因子 T-bet がヒストンアセチル化

酵素 CBP/P300 を結合して Fuc-T VII の転写を促進し、Th2 細胞では Th2 細胞特異的転写因子

GATA-3 がヒストン脱アセチル化酵素 HDAC-3 および-5 を結合して Fuc-T VII の転写を抑制する

ためであることが判明した。また、転写因子 GATA-3 が HDAC-3 および-5 と結合するにあたっては、

GATA-3 のリン酸化が重要な役割を演じていることが明らかになった。大部分のリンパ球は resting

状態ではシアリルルイスＸを発現せず、活性化すると発現するようになる。以上の Fuc-T VII の転写

調節機構は活性化リンパ球におけるシアリルルイスＸ発現誘導をよく説明する。一方、resting 状態

でごく一部のＴ細胞にセレクチンリガンドが発現し、昨年我々はこれが皮膚ホーミング性のヘルパ

ーメモリーＴ細胞であることを明らかにしたが、本年度の検索により、このＴ細胞サブセットは CCR4

陽性シアリル 6-スルホ LeX陽性でありながら、CCR7 と L-セレクチンも陽性である事が明

らかになり、皮膚ホーミング性の

ヘルパーメモリーＴ細胞のうち、

エフェクターヘルパーメモリー

Ｔ細胞ではなくてセントラルヘ

ルパーメモリーＴ細胞であること

が明らかになった。このサブセッ

トが特別の活性化刺激なしでシ

アリル 6-スルホ LeX を発現す

るについては、GATA-3 のリン酸

化状態の変化が重要と推定され

る。 

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

ル化、さらに環状ラクタム化されて、セレクチンとの結合が制御される。北島グループは、

このようなシアル酸構造の変化による細胞接着の制御機構の生体内における普遍性の検証

と、シアル酸構造の人為的改変による細胞接着機能の制御を目指して、（１）サイクリック

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

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

図．フコース転移酵素 Fuc-T VII の調節領域に結合する
転写因子複合体(PNAS 103:16894-16899, 2006 より)． 

 



作用の人為的制御による癌の進展防御の技術基盤の開発を行った。（１）については、これ

までにサイクリックシアル酸の普遍的存在証明のために、その残基のユニークな化学的性

質を見いだすとともに、モデル化合物を用いて化学的検出法を考案した。今年度において

は、微量検出法の更なる開発を進め、癌細胞での存在を確実に証明できた。（２）について

は、昨年度までに乳腺およびミクログリア細胞上の CD36 に新規にポリシアル酸構造をみ

いだし、乳癌細胞でのポリシアル酸の検出を行った。また KDN、ジシアル酸構造、硫酸化

シアル酸構造などユニークなシアル酸について、癌組織、培養細胞における存在検索を進

めた。今年度は、ジシアル酸構造をもつ分子の同定研究が進展した。（３）について、まず、

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

果を得た。 
土肥グループはこれまで正常消化管粘膜で発現がみられる Sda糖鎖が、胃癌・大腸癌では

消失すること、癌細胞で Sda糖鎖合成酵素活性を回復させると転移を抑制できることを明ら

かにしてきた。本年度は、Sda糖鎖合成酵素のサイレンシング機構を解明することを目的と

し、エピジェネティックな癌性変化を想定した実験を行った。DNA メチル化酵素阻害剤

5-Aza-deoxycytidine を 16 株の胃癌・大腸癌細胞に作用させると、9 株で Sda糖鎖合成酵素発

現の回復が見られ、メチル化により活性抑制の起こっていることが明らかとなった。そこ

で、Sda糖鎖合成酵素のプロモーター領域に存在するメチル化標的部 CpG island におけるメ

チル化検出系(COBRA 法、bisulfite sequence 法)を作成し、胃癌・大腸癌組織を対象とした解

析を現在進めている。また、Sda 糖鎖合成酵素以外の糖鎖関連遺伝子 44 種についても、癌

細胞でのサイレンシングの有無とメチル化状態について、5-Aza-dC 処理と定量 RT-PCR に

よって探索し、いくつかの糖転移酵素等が異常メチル化による発現低下を起こしているこ

とを見出した。神奈木グループと連携して研究中の、糖鎖認識蛋白を発現する消化管免疫

担当細胞の同定においては、フローサイトメトリーによりヒト大腸 CD33 陽性細胞分画内

で正常型糖鎖(ジシアリルルイス a)認識分子シグレック 7/9 発現細胞を検出することができ

た。 

小島グループは E-セレクチンリガンド糖鎖の解析を行うため、本年度は大腸がん細胞株

における細胞表面上の機能的な E-セレクチンリガンド分子の探索を行った。まず。E-セレ

クチン-Fc を結合させた磁気ビーズを細胞と混合し、ビーズを結合した細胞を磁石で分離し

た。次に、この細胞を E-セレクチン磁気ビーズとリガンド分子の結合を維持したまま、可

溶化し、すぐにリガンド分子複合体を磁石で回収した。その後ビーズからリガンド複合体

を溶出し、ショ糖密度勾配法で分離した。また別の方法として、細胞を最初に可溶化し、

その後 E-セレクチン磁気ビーズで全てのリガンド分子を回収した。このような２つの方法

で得た E-セレクチンリガンドを比較した結果、可溶化後に回収したリガンドのシアリルル

イス a 型糖鎖は低密度および高密度画分に存在していた。また高密度画分に分布するシア

リルルイス x 型糖鎖もリガンドとして機能していた。しかし細胞表面から直接リガンドを

単離した場合、シアリルルイス a 型糖鎖はほとんど全て低密度画分である界面活性剤に抵



抗性のミクロドメインに分布していた。またシアリルルイス x 型糖鎖は高密度画分にもミ

クロドメイン画分にもほとんど見いだすことができなかった。すなわち可溶化後には様々

な分子がリガンドとして機能しうるが、実際の細胞表面上ではミクロドメインに局在する

シアリルルイス a 型糖鎖発現分子が機能的なリガンドとして働いており、これら機能性リ

ガンドを含むミクロドメインが機能的リガンドドメインを構成していると推察される。さ

らにこの機能的リガンドドメインには Src ファミリーキナーゼの一つである Lyn が共存し

ていた。このリガンドドメインを E-セレクチン-FC および抗 FC-抗体で架橋すると、機能

的リガンドドメインの再編を通してシグナルが伝達され ERK のリン酸化が一時的に増加

することも見いだした。すなわち、この機能的リガンドドメインは細胞表面で E-セレクチ

ンとの接着を介したシグナル伝達のプラットホームになっていることが示唆された。 

 Concanavalin A 刺激により、細胞はマトリックスの分解を触媒するマトリックスメタロプロテイナーゼ

(MMP)を産生する。その，明快な反応故に ConA 刺激による MMP 産生は，モデルとして幅広く解

析されて来た。浜口グループは ConA の刺激を伝達する機能レセプターとして SIRPαが機能してい

る証左をつかんだ。更に，その下流で，チロシンフォスファターゼの SHP-2 が機能している事を明

らかにした。SHP-2 遺伝子を破壊した細胞では，ConA 刺激による MMP産生が著しく低下していた．

他方，この細胞に SHP-2 を導入すると MMP 産生が回復した。また、この系が実際のヒト癌細胞で

機能しているかを明らかにする為に、乳癌細胞における MMP 産生過程における SHP-2 の機能を

その siRNA を用いて調べ、乳癌細胞の浸潤過程に SHP-2 が重要な役割を果たす事を明らかにし

た。 

また板野グループは乳癌においてヒアルロン酸を強発現するコンディショナルトランス

ジェニックマウスを作製し、乳癌の進展におけるヒアルロン酸の役割について、その作用

機構の解明を試みた。その結果、ヒアルロン酸過剰産生群である HAS2∆Neoマウスでは、乳

癌組織における HAS2 の発現とヒアルロン酸量共に対照群（HAS2+Neo）よりも著明に上昇

していた。腫瘍発生までの期間は、対照群に比べヒアルロン酸過剰産生群の HAS2∆Neoで短

縮しており、腫瘍増殖速度も急速な増大を認めた。腫瘍の組織学的な検討から、HAS2∆Neo

の腫瘍は低分化型腺癌の像を示し、一方、HAS2+Neoの腫瘍は間質の乏しい腺癌の像を示し

た。更に、HAS2∆Neo の腫瘍組織では、I 型コラーゲンとフィブロネクチン抗体陽性の間質

構造が著明に観察された。また腫瘍内に CD31 抗体陽性の微小な血管が多数認められた。

以上の結果から、腫瘍由来のヒアルロン酸マトリックスが、腫瘍間質の形成と血管新生の

促進に働くことが示唆された。 

 

３．研究実施体制 

（１）「神奈木」 グループ 

①研究者名 

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 

 

（２）「北島」グループ 

①研究者名 

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 

 

（３）「土肥」グループ 

①研究者名 

土肥 多惠子（国立国際医療センター研究所 消化器疾患研究部長） 

②研究項目 

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

（４）「小島」グループ 

①研究者名 

小島 直也（東海大学 糖鎖工学研究施設 教授） 

②研究項目 

・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 
・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 

 
（５）「浜口」グループ 

①研究者名 

濱口 道成（名古屋大学医学系研究科腫瘍生物学専攻 教授） 

②研究項目 

・がん細胞の浸潤転移を制御するヒアルロン酸-CD44 シグナルの研究。 

・癌細胞に浸潤転移と SIRPα/SHP-2 シグナル 

 

（６）「板野」グループ 
①研究者名 

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 

・ヒアルロン酸・CD44 による癌転移促進機構の解明 
・ヒアルロン酸合成機構の解明と合成阻害剤の開発 
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