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１．研究実施の概要 

 N-Acetylglucosaminyltransferase Ⅲ（GnT-Ⅲ）は糖タンパク質の N-結合型糖鎖に bisecting 

N-acetylglucosamine（GlcNAc）を転移する酵素であり、GnT-Ⅲ遺伝子を過剰発現させるこ

とによって B 型肝炎ウイルス（HBV）遺伝子の発現やメラノーマの実験的肺転移が抑制さ

れることが報告されている。また、α1,6-フコース転移酵素Ⅷ（FUT8）は N-結合型糖鎖の

Asn に隣接する GlcNAc にフコース（Fuc）を転移して core Fuc 構造を形成させる酵素であ

り、core Fuc 構造は抗体の antibody-dependent cellular cytotoxicity（ADCC）活性と逆相関す

ることが知られている。本研究は、bisecting GlcNAc 及び core Fuc 構造と生命現象の関係を

解明し、がんやウイルス疾患の治療法・診断法の開発につなげることを目的としている。 

 肝幹細胞様の RLE 細胞が bisecting GlcNAc 構造を持つ糖タンパク質を多量に発現するこ

とを発見し、この糖鎖を認識するレクチンである E4-PHA を用いて Long-Evans Cinnamon

（LEC）ラット肝臓から肝幹細胞様の LEC-HS 細胞を樹立した。ラット肝障害モデルを用

いて、LEC-HS 細胞が肝障害治療効果を有することを示した。この結果は、再生医療への応

用に向けた基礎的知見となると考えている。 

 FUT8 ノックアウトマウス及び FUT8 ノックダウンマウス膵がん細胞株の解析により、

FUT8 遺伝子の発現を抑制すると epidermal growth factor 受容体（ EGFR ）及び

protease-activated receptor 2（PAR2）のシグナルが減弱することにより細胞増殖が抑制され

ることを明らかにした。これが FUT8 遺伝子のノックダウンによる細胞増殖抑制が他の細

胞株においても共通の現象なのかを検討したところ、細胞種により様々であり、コア・フ

コース代謝に関与する他の遺伝子の関与が示唆された。これらの結果は、糖鎖構造の制御

によるがん治療法開発のための基礎的知見となりうる。 

 GnT-Ⅲ遺伝子の発現を上昇させる物質を探索する目的で、過年度に発見した新規プロモ

ーターの活性に影響を与える物質のスクリーニングを行った。千数百種類の微生物培養上

清、植物抽出物等から数個の候補を得た。これらは、抗がん剤や健康食品の有効成分とな

る可能性がある。 

 膵がんをはじめとするがん患者の血清において、フコシル化ハプトグロビン（Fuc-Hpt）



が高率で検出されることを見出している。膵がん患者血清の Fuc-Hpt を更に詳細に検討し

たところ、CA19-9 との組合せで 85%の陽性率を得た。また、大腸がん患者において、がん

の位置が肝臓に近い場合ほど血清中 Fuc-Hpt 陽性率が高いことを見出した。今後は臨床応

用に向けて、ハイスループットな測定系を開発する予定である。 

 α-フェトプロテイン（AFP）の糖鎖構造の違いはがんの診断マーカーとして実用化されて

いるが、含量が少ないために詳細な構造は未決定である。AFP を精製し、開発中の極微量

糖鎖構造解析法により構造を解析中である。 

 

２．研究実施内容 

1. 糖鎖遺伝子による肝炎／肝がんの新しい治療薬開発のための基礎的検討 

 難治性肝疾患に対する新しい治療法として、肝臓の再生医療が注目されている。肝臓の

幹細胞は胎性肝、成人肝、障害を受けた肝臓、骨髄、臍帯血など様々なところに存在する

と言われているが、恐らく生体内に微量しか存在しないこと、有効なマーカーに乏しいこ

となどの理由から、その同定が難しい。我々は、肝幹様細胞 RLE が bisecting GlcNAc 構造

を認識する E4-PHA と高い親和性を示すことを発見し、昨年までに肝炎・肝がん自然発症

ラットである LEC ラットから E4-PHA カラムを用いて肝幹細胞様の LEC-HS 細胞の樹立に

成功した。本年度は、LEC-HS の特徴とラット障害肝に対する細胞治療の有効性を検討した。 

 LEC-HS 細胞の糖鎖構造を質量分析法（MS）により解析したところ、LEC-HS 細胞は RLE

細胞と類似の糖鎖構造を持っていた。また、RLE 細胞と同様に、肝細胞に分化させること

により細胞表面の bisecting GlcNAc 構造をもつ糖鎖構造が減少した。四塩化炭素投与による

ラット急性肝障害のモデルにおいて、LEC-HS 細胞を脾臓から注射したところ、肝炎の組織

学的な改善と肝逸脱酵素の低下を認めた。また、GFP で標識した LEC-HS 細胞は、脾臓に

おいて生着していることを確認した。 

 われわれは、α1,6-フコース転移酵素Ⅷ（FUT8）遺伝子をノックアウトしたマウスの成育

が顕著に低下することを発見した。マウス膵がん細胞株（TGP-49）における RNAi の手法

を用いた実験により、①FUT8 遺伝子の発現低下により epidermal growth factor 受容体

（EGFR）の core Fuc 構造が減少して EGFR のシグナルが減弱すること、②EGFR シグナル

の減弱によりトリプシノーゲン遺

伝子の発現が低下すること、③トリ

プシン活性の低下により proteinase 

activated receptor 2（PAR-2）のシグ

ナルが減弱することを見出し、細胞

増殖抑制機構を解明した。更に、

TGP-49 細胞以外にも、ヒト肝がん

細胞株（HepG2）及びヒト子宮がん

細胞株（HeLa）の増殖が抑制された



（特許出願済）。 

 この増殖抑制効果が他のヒト肝がん細胞株（Hep3B、Huh6、Huh7）においても見られる

かどうかを検討した結果、FUT8 のノックダウンによる増殖抑制効果は細胞株ごとに異なる

ことが観察された。糖鎖構造の形成には糖転移酵素だけでなく、転移反応に関わる分子の

統 合 的 な 解 析 が 必要であると思われたため、 GDP-Fuc の生合成酵素である

GDP-4-keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase-4-reductase（FX）及び GDP-mannose 4,6-dehydratase

（GMD）遺伝子のノックダウンを試みた。HepG2、Huh7 及びヒト肝がん由来細胞株 HB611

のノックダウン細胞の作製が完了し、現在細胞増殖との関係を検討中である。 

 

2. GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質及び GnT-Ⅴ遺伝子発現抑制物質の探索 

 GnT-Ⅴにより形成される多分岐糖鎖はがんの転移と深く関わっており、GnT-Ⅲにより

bisecting GlcNAc を付加された糖鎖は GnT-Ⅴの基質にはならないことが知られている。新規

ヒト GnT-Ⅲ遺伝子プロモーター（F2-1）を活性化する物質のレポーターアッセイ系を過年

度に構築している。微生物の培養上清及び各種植物の水、含水エタノール又はエタノール

による抽出物、各々数百検体について、この系を用いてスクリーニングを行った。この結

果、いくつかのサンプルが F2-1 プロモーターを活性化した。現在、これらの抽出物を用い

て、GnT-Ⅲプロモーター中のサンプル応答部位の決定及び抽出物中の活性成分の分離を行

っている。このようにして得られる物質は抗がん剤又はそのリード化合物、健康食品等と

しての利用が考えられる。 

 

3. 糖鎖／レクチンシステムを用いたがんの血清診断法の開発 

 膵がんは代表的な難治がんであり、その最大の理由は早期診断が困難なことにある。本

研究は、糖鎖構造の違いに基づいた新しい膵がんの腫瘍マーカーの開発と、その産生メカ

ニズムの解明を目的とする。膵がん細胞が種々のフコシル化タンパク質を分泌することか

ら、昨年度、Fuc-Hpt が膵がんの新しい血清マーカーとして有望であることを発見した。 

 今年度は膵がん症例数を増やすとともに、大腸がん患者血清を用いてその産生のメカニ

ズムを解析した。80 症例以上の膵がん患者血清を検討したところ、従来から膵がんの腫瘍

マーカーとして知られている CA19-9 とフコシル化ハプトグロビンの陽性率は各々70％前

後であり、両者の組み合わせにより 85％の陽性率を得た。また、100 例の大腸がん患者血

清を用いた検討により、がんの部位が肝臓に近い症例ではフコシル化ハプトグロビンの陽

性率が高い傾向にあることがわかった。このことは、膵がんや大腸がんから分泌される因

子が肝臓での Fuc-Hpt 産生を促す可能性を示唆する。現行の Fuc-Hpt 検出は電気泳動とレク

チンブロッティングにより行っている。今後、臨床応用に向けて、操作が簡便でハイスル

ープットかつ定量性に富む ELISA の系を構築する予定である。 

 



4. α-フェトプロテイン（AFP）の糖鎖構造解析 

 AFP糖鎖における core FucはAFP-L3分画として肝がんの診断マーカーとなっているが、

血清中の AFP の存在量が非常に少なく従来の方法では解析が困難であるために詳細な糖鎖

構造が未決定である。今回、抗体カラムによる精製とレクチンカラムによる精製を組み合

わせ、Huh7 細胞由来の AFP-L3 分画を精製した。現在開発中の極微量糖鎖解析法を応用し

て、この糖鎖構造を解析中である。 
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