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１．研究実施の概要 

生物の発生過程や細胞の癌化において、細胞表面の糖鎖構造は顕著な変化をし、重要な生理

機能を担っている。本研究は、「個体レベルでの糖鎖機能の解明」を目的としている。糖鎖の種を

越えて保存されている機能に着目して、ショウジョウバエをモデルとした網羅的解析システムから

「糖鎖の生理機能の全容」を明らかにしようとするものである。 

 

258 個のショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子を網羅的に抽出し、155 遺伝子について RNAi 変異体

を作成して全身で RNAi を誘導したところ、約 70％が致死性を示した。さらに、組織特異的なノック

ダウンを行ったところ、遺伝子はその表現型によりクラスタリングされ、各クラスターは各糖鎖の生合

成経路と形態形成における機能を反映していた。また、同じクラスターに属する遺伝子は遺伝学的

相互作用を示し、生体内で同じシグナル経路に関わっている可能性が示唆された。これらの事実

より、糖鎖が発生、及び、生命維持において重要な働きをすることが、明らかになった。 

 

現在、機能する糖鎖のコアタンパク質、作用するレクチン、関与するシグナル伝達カスケードの３

要素を強く意識した方向に、研究の流れを切り替えている。糖鎖を中心としたこれら３要素とのネッ

トワークを、従来の生化学的手法に加えて、ショウジョウバエの特徴を生かした遺伝学的相互作用

解析に基づいた手法を駆使し、解析している。哺乳類培養細胞系を用いた解析も進行中であり、

両者を統合することにより糖鎖の種を超えて保存されている生理機能が明らかになると考える。 

 

 

２．研究実施内容 

本研究は、糖鎖の種を越えて保存されている機能に着目して、ショウジョウバエをモデルにした

網羅的解析システムからその全容を明らかにし、ヒトをはじめとする哺乳類へと結果の還元を行う。

具体的には、（１）ハエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、（２）糖鎖関連遺伝子に対するハエ

RNAi ノックダウン体の網羅的作成と解析、（３）解析結果の哺乳類細胞での検討の３つの部分から

構成されるが、（２）が研究の中心となっている。なお、（１）については、一昨年度までに、ほぼ終了



している。 

 

（２）糖鎖関連遺伝子に対するショウジョウバエ RNAi ノックダウン体の網羅的作成と解析 

 

（２−１）ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi ノックダウン体の網羅的作成 

誘導型 RNAi を利用して変異体を生成するため、遺伝子断片を逆向き反復配列（IR）の形でベク

ターに組み込む。ショウジョウバエ個体に顕微注入し、交配実験により導入遺伝子が安定に保持さ

れる系統を作出する。 

これまで西原によってショウジョウバエゲノムより見出された糖鎖関連遺伝子は 258 遺伝子に及

ぶ。網羅的なベクター構築で失敗に終わったものについて、昨年度より再構築を試みている。こ

れにより総計 182 遺伝子（71％）について IR ベクターを得た。ベクターを導入したハエ系統を作

成し、それらを用いて遺伝子機能の解析をおこなっている。 

また、上田は本研究以外でも RNAi 変異体を用いた研究をおこなっているが、誘導型 RNAi 法

の長所やその限界についての知見を得、本研究へのフィードバックをおこなっている。特に

Off-Target 情報に関しては東大・森下研究室の協力を得て、siRNA が交差する可能性を持つ非

ターゲット遺伝子を枚挙した。さらにこの配列依存的な Off-Target 効果の可能性を排除するため

に、mRNA の異なる領域をターゲットする新しいベクターを 54 遺伝子について構築している。 

 

（２−２）ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi ノックダウン体の機能解析 

昨年度までに、糖転移酵素を中心に、76 種のショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子については、大

まかな表現型の検索は終了したが、他の糖鎖関連遺伝子についても、引き続き、検索を行ってい

る。 
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クダウンしたところ、そのゴルジ画分の PAPS 輸送活性と糖タンパク質への硫酸の取り込みが減少し、

dPAPST2 が PAPS 輸送体である事が更に確認された。複眼の形成異常を指標にして、ヘパラン硫

酸鎖の合成に関与する硫酸転移酵素（ヘパラン硫酸 3 硫酸転移酵素 B、ヘパラン硫酸 6 硫酸転移

酵素）や糖転移酵素（β1,4 ガラクトース転移酵素 7、ペプチド O-キシロース転移酵素）との間の遺

伝学的相互作用解析を行った。図に示したように、これらの遺伝子との間に相互作用が認められ、

dPAPST2 が生体内でヘパラン硫酸鎖の合成に関与することが、示唆された。 

さらに、ショウジョウバエβ1,4N-アセチルガラクトサミン転移酵素 A について、RNAi 体及び変異

体を用いた解析から、本酵素が生体内で、arthro-series のグライコスフィンゴリピッドの合成に関与

するばかりでなく、N-結合糖鎖上の LacdiNAc 構造の合成に関与している事も明らかにした。 

 

（２−３）RNAi ノックダウン体を用いた糖鎖修飾の機能と機構の解析 

網羅的スクリーニングの結果同定された表現型の解析を、特定の糖蛋白質に付加している糖鎖

に注目して行った。特に、視神経で重要な役割を果たす糖修飾のコア蛋白質の同定を行ったので、

そのコア蛋白質に付加される糖鎖の機能を、培養細胞レベルおよびショウジョウバエ個体を用いて

解析した。具体的には、コア蛋白質の糖鎖付加アミノ酸に変異を導入し、その変異蛋白質を培養

細胞で発現させた。変異蛋白質では、本来持っている細胞接着活性が失われることがわかった。

すなわち、糖鎖が細胞接着に重要な役割を果たしていることが明らかになった。ショウジョウバエ個

体を用いた解析においては、視神経の形成・維持活性を有しているかを検討している最中である。

さらに、その糖鎖の合成過程についても解析も行っている。 

 

（２−４）SPR によるレクチン分子の探索と解析 

ショウジョウバエ新規レクチン分子の探索・解析のため、ヘパラン硫酸部分糖鎖構造などの合成

を行った。さらに、糖鎖を化学修飾せずに、還元アミノ化反応を利用してマイルドな条件で金チッ

プに固定化するためのリンカーを開発した。このリンカーには、還元アミノ化反応を効率よく進行さ

せるための芳香族アミノ基と、金と Au-S 結合を形成し、かつ糖鎖との複合体（リガンド複合体と総

称）の精製を容易にする分子内環状 S-S 結合が存在する。現在までに、約 70 種類のリガンド複合

体を調製し、SPR イメージング用のシュガーチップ調製に用いている。このチップは、約１µl の溶液

を金チップ上へスポットして作成し、1 枚のチップに最大 96 個の糖鎖をリガンドとして固定できる。

一例として、38 種類の糖鎖への 5 種類の蛋白質の結合挙動を調べた。それぞれ特異的な糖鎖結

合性が観測され、その特異性は従来型の 2 チャンネル型 SPR(SPR-670M)で調べた結果と同様で

あり、スクリーニング等網羅的解析に用いることが可能であることがわかった。また、結合の相対強

度を定量化することもできた。 

 

 



３．研究実施体制 

（１）「統括グループ」グループ 

①研究者名 

西原祥子（創価大学 教授） 

②研究項目 

・ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、及び、体系的 RNAi 変異体

の分子生物学的・生化学的解析と個々の遺伝子の機能解析、解析結果のヒトへの応

用 

 

（２）「遺伝学的機能解析グループ」グループ 

①研究者名 

上田 龍（国立遺伝学研究所 教授） 

②研究項目 

・ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の体系的な RNAi変異体作成とその遺伝学的解析 

 

（３）「発生学的機能解析グループ」グループ 

①研究者名 

後藤 聡（三菱生命研 主任研究員） 

②研究項目 

・糖鎖が付加するコア蛋白質の機能と糖修飾機構の解析 

 

（４）「糖鎖構造解析グループ」グループ 

①研究者名 

豊田 英尚（千葉大学大学院薬学研究院 准教授） 

②研究項目 

・野生型、及び、ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi変異体の糖鎖分析 

 

（５）「糖鎖合成グループ」グループ 

①研究者名 

水野 真盛（（財）野口研究所 主任研究員） 

②研究項目 

・糖鎖基質、及び、阻害剤の合成 

 
（６）「糖鎖細胞制御グループ」グループ 

①研究者名 

中村 充（産総研 チームリーダー） 



②研究項目 

・糖鎖関連遺伝子 siRNA導入哺乳類細胞の性状解析とノックアウトマウスの調製と解

析 

 

（７）「糖鎖チップグループ」グループ 

①研究者名 

隅田 泰生（鹿児島大学大学院理工学研究科ナノ構造先端材料工学専攻 教授） 

②研究項目 

・糖鎖チップ及び糖鎖固定化金ナノ粒子の調製、それらを用いた解析 
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（２）特許出願 

平成 1８年度特許出願：1 件（CREST 研究期間累積件数：2 件） 


