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１．研究実施の概要 

 

糖鎖の機能は、糖鎖の動態に対応して変化する。本研究チームでは、糖鎖の動態と機能の相関に統合的

にアプローチし、新たな相関をとらえることを目標としている。本年度の主な進捗は、１）昨年度報告した糖鎖

生合成異常に基づく新しい疾患である先天性 GPI アンカー欠損症に関し、プロモーター変異の影響を回復

させる手法を見出し、英国の共同研究者によって臨床応用され、著しい症状の改善をもたらした。２）昨年度、

GPI アンカー型タンパク質の脂質マイクロドメインへの組込みに脂肪酸リモデリングが必須であることを見出し

たので、その生理的意義を明らかにするため、脂肪酸リモデリング遺伝子である PGAP3 のノックアウトマウス

を作製し、解析を開始した。３）哺乳動物GPIアンカーの特徴である1-アルキル2-アシル型ホスファチジルイ

ノシトールが、小胞体での GPI 生合成の途上でジアシル型から変換されてできることを見出した。4)血清 PSA

レベルの上昇が前立腺腫瘍マーカーに用いられているが、前立腺肥大症や炎症でもみられる欠点がある。

腫瘍患者血清の PSA は、N-グリカンにα2,3 シアル酸を持っており、精漿 PSA がα2,6 シアル酸しか持って

いないのと明確に異なっていることを見出し、より腫瘍特異性の高い診断法開発に用いられる可能性を示し

た。これらの進捗内容や研究実施内容の項に記した成果は、糖鎖の動態・機能相関の理解を進展させるも

のであり、今後さらに疾患の診断、治療への寄与に繋がると期待できる。 

 

 

２．研究実施内容 

 

木下 タロウグループ 

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

にしている。 

 

平成 19 年度 
実績報告 



昨年度までに、GPI アンカーは、小胞体ではホスファチジルイノシトール(PI)の sn2 に不飽和脂肪酸を持つ

形で合成され、タンパク質への付加後、ゴルジ体で sn2 鎖が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、このリモデリ

ングを受けてはじめて GPI アンカー型タンパク質が脂質ラフトに濃縮される事がわかった(Maeda et al, Mol 

Biol Cell, 2007)。H19 年度は、脂肪酸リモデリングの生理的意義を明らかにするため、PGAP3 遺伝子のノック

アウトを可能にする PGAP3flox マウスを作製し、Cre トランスジェニックマウスとの交配を開始した。 

 

ヒトと哺乳動物の GPI アンカーに含まれる 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

生合成のどの段階でどのようにしてできるかを田口良グループと共同で解明しようとしている。田口良グルー

プが、生合成中間体の構造を決定した結果、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)。さらに、その

ときの 2 本の脂肪鎖の組成は、タンパク質に付加され、脂肪酸リモデリングを受ける前の GPI アンカーの脂肪

鎖組成とほぼ同様であったので、第 3 段階以後はタンパク質へ付加されるまで、そのままの PI 部分が維持さ

れることがわかった。現在、GPI のアルキル鎖が、ペルオキシゾームに存在するアルキルリン脂質合成経路

によって合成されるかを、同経路の欠損細胞株を用いて解析している。 

 

昨年度に英国のグループとの共同研究で、先天性 GPI アンカー欠損症をはじめて見出し、2 家系 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を報告した(Almeida, 

Murakami et al, Nat Med, 2006)。H19 年度は、プロモーター領域の点変異が、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を見出した。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)。 

 

池田 義孝グループ 

N-アセチルグルコサミン転移酵素 III（GnT-III）の逆反応を速度論的に解析した結果、この酵素の触媒す

る反応は極度に糖転移反応へと平衡がずれていることがわかった。平衡定数にして約 1.6×106 と算出され、

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、ゴルジ装置内における UDP

濃度の変化によってほとんど影響を受けないと考えられた。最近、他のいくつか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、糖転移酵素の反応は必ずしも糖付加が有利というわけではなく、

酵素によって反応の平衡点は異なっていると考えられる。この違いのため、（糖転移反応の生成物の一つで

ある）ヌクレオチドの濃度によって個々の反応の進み具合は異なるはずであり、このような「反応の平衡支配」

は糖鎖のアセンブリにおける多様性の基盤となっている可能性が示唆される。一方、GnT-III の協同的な活

性制御機構については、溶解度等の技術的な問題によりあまり進展しておらず現在解決中である。タンパク

質レベルでの活性制御および平衡論的制御の観点からさらに研究を進めていきたい。 

α1,6フコース転移酵素（FUT8）の SH3ドメインの機能解析については、このドメインに様々なアミノ酸置換

を導入した変異酵素を作製し解析を行なった結果、いくつかの変異酵素で活性に大きな影響が現れており、

このドメインの必要性が確認された。さらに、詳細な検討を行ない、活性発現とどのような関連が有るのかを

明らかにしたと考えている。 

 



大山 力グループ 

１. 精巣癌における糖タンパク糖鎖発現の意義 

精巣癌におけるGｎT-V および C2GnT発現を免疫組織化学的に検討し、その臨床的意義を明らかにして、

論文で公表した。 

2. 膀胱癌における糖タンパク糖鎖発現の意義 

膀胱癌細胞 YTS-1 の C2GnT 発現を siRNA 法でノックダウンさせた細胞株を作成した。 

3. 前立腺癌における糖タンパク糖鎖発現の意義 

前立腺癌細胞 PC-3 の C2GnT 発現を siRNA 法でノックダウンさせた細胞株を作成した。 

4. 前立腺癌の新規バイオマーカーの探索 

前立腺圧出液のプロテオミクス的アプローチによって、PSA よりも特異度の高い前立腺癌マーカーの候補

を絞り込んだ。 

5. 尿路上皮癌における BCG の抗腫瘍効果に関する検討し、nano-particle 化した BCG の抗腫瘍効果を米

国泌尿器科学会で発表した。 

 

顧 建国グループ 

細胞接着分子であるインテグリンは多細胞生物の様々な生物学のプロセスに深く関わる N 結合型糖鎖の

主なキャリアータンパク質である。インテグリンのα鎖とβ鎖には、多数 N-結合型糖鎖付加サイトを持ってい

るゆえ、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、・・鎖の 12カ所N-結合型糖

鎖付加サイトの中に 3〜5 番が機能発現に重要であることを同定し、4 番に特異的に GnT-III の修飾を受ける

ことを明らかにした。また、β1 鎖の機能発現に重要な糖鎖付加サイトをも同定した。 

 

近藤 玄グループ 

GPI アンカーの切断メカニズとその生理学的意義を明らかにすることを目指し、2 点を追求した。 

1．ジペプチダーゼ活性を不活性化し、GPI アンカー切断活性(GPIase 活性)は保存させた精巣型

ACE(tACE)を導入したトランスジェニックマウス(Tg)系統を作出し解析した。その結果、これらの Tg 系統では、

体外受精における受精率がコントロールに比べて有意に低下し、また精子—透明帯結合の有意な低下もみ

られた。さらに精巣および精巣上体内容物（精子をふくむ）での GPIase 活性およびジペプチダーゼ活性を測

定したところ、精巣上体内容物でジペプチダーゼ活性が有意に低下していたが、GPIase 活性は正常であっ

た。また、複数の個体で、精巣上体内容物のジペプチダーゼ活性が完全に消失していたが、妊舀性は保存

されていた。このことから、tACE は、主に GPIase 活性をもって受精に寄与していることが示唆された。 

2．ウサギ肺由来の体細胞型 ACE 粗精製品から ACE とは異なる GPIase 活性を見出した。この活性を担う因

子のひとつとして Ces2 を見出した。 

 

菅原 一幸グループ 

グリコサミノグリカンの機能発現の分子メカニズムおよび動態—機能相関を生合成と分解の両面から統合的

に解明するという菅原研究グループの本来の目標をほぼ達成してきた。分解酵素に関する最近の成果は投

稿中である。すなわち、ヒドラで始めてグリコサミノグリカンの存在を示し、以前に発見した線虫の場合のよう

に、ヒアルロン酸は存在しないことを発見した。また、線虫のコンドロイチンが細胞質分裂に必須の成分であ

ることも以前に報告したが（Mizuguchi et al., Nature, 423, 443-448, 2003）、最近その分解酵素を同定した。

合成面からは、脳の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に関与す

る増殖因子と相互作用する糖鎖構造の性質およびと糖鎖合成酵素の発現パターンを明らかにした。一方、

糖鎖の動態—機能相関の解析に有用な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



一次構造を決定するだけでなく、計算化学の手法を新規に導入してエピトープの高次構造を解明し、硫酸

化オリゴ糖鎖の新しい高次構造解析法を開拓しつつある。これらの研究の一部は最近の総説に詳述した

（Sugahara, K. and Mikami, T., Curr. Opin. Struc. Biol., 17, 536-545, 2007）。 

 

鈴木 匡グループ 

糖タンパク質のアスパラギン（N）型糖鎖の生合成についてはこの 20 年あまりの間に研究が爆発的な進

歩をとげ、そのほとんどの分子機構が解明したといってもいいのに対し、糖鎖がどのように代謝されるかに

ついては哺乳動物においても不明な点が多い。我々はこれまで、PNGase 依存的な、高マンノース型遊離

N 型糖鎖代謝の系に関わる２つのグリコシダーゼ、ENGase と Man2C1 についてその遺伝子を同定してきた。

今年度は、これらとは別のタイプの遊離糖鎖である、複合型糖鎖がある種のがん細胞の細胞質に蓄積して

いることを明らかにした(近畿大学薬学部、掛樋一晃教授との共同研究)。また、この細胞質蓄積のシアリル

化複合型糖鎖の代謝において、細胞質シアリダーゼである Neu2 がその代謝に関わりうることを明らかにし

た（Ishizuka, et al., submitted）。これらの結果は、我々の見出した高マンノース型糖鎖の代謝機構とは別の、

複合型遊離糖鎖に対する非リソソーム糖鎖の代謝機構が存在することを意味している。また、ENGase に関

しては KO マウスを作成した。このマウスはホモ変異によって致死ではなかったが、この系を用いて細胞質

遊離糖鎖の機構の更なる詳細な解析と生理機能の解析が可能となった｡また前年度より開発中であった、

遊離糖鎖の還元末端の構造に着目した糖鎖の微量分離解析法を確立し、現在論文を執筆中である

(Suzuki, et al., manuscript in preparation)。 

 

田口 友彦グループ 

リサイクリングエンドソーム(RE)とは、1980 年代にトランスフェリンなど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（“リサイクリング経路”）が、一時的に滞留する核近縁部の細胞小器官として認識され

た細胞小器官である。ところが、近年 RE 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、RE 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狙いは、(A) RE の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) RE の

局在タンパク質を同定していくことにある。 

本年度は下記の 2 項目について論文発表を行った。 

(1) RE を通過する膜輸送経路の可視化に有効な細胞のスクリーニング：COS-1 細胞の同定 

(2) 細胞膜から核膜へと至る逆行性膜輸送経路が RE を通過する可能性を提示 

また、コレラ毒素などに代表される逆行性膜輸送経路が RE を必要とすることを明らかにし、次いでその膜

輸送経路を RE 上で支配する分子の同定にも成功した（投稿準備中）。また、Ras, Cdc42, Rac1 などのシグナ

ル伝達分子が細胞膜以外にも RE に局在することがわかり、 更に Ras に関しては RE への局在化に関する

構造上の必要十分条件を明らかにすることができた（投稿準備中）。 

 

田口 良グループ 

昨年度来の質量分析を用いた糖脂質の解析結果より、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。このことについて論文発表を行った（Houjou et al, J Lipid Res, 2007）。

さらに、木下グループとの共同研究により、このアルキル体の増加の原因について、この過程の酵素反応の

基質選択制によるものか、アシルからのアルキルへの未知のリモデリング反応が存在するのかについて、ア

ルキル脂質合成変異体を用いて、研究を進めている。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分子種の解析をはじめ

た。 

 

和田 芳直グループ 

(1) グライコプロテオームを主題として、大山グループとの共同研究を行った。前立腺特異抗原 PSA は前立

腺腫瘍マーカーであるが、その血清レベル上昇は癌特異的でなく、前立腺肥大症や炎症においても見られ

る。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。 

(2) 細胞融合を制御する分子としてカルポニン 3 とグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素を発見した。それ

ぞれについて RNAi を用いることにより、細胞融合を制御できることを見出し、特許出願を行った。 

 

 

３．研究実施体制 

 

（１）「木下 タロウ」グループ 

①研究者名：木下 タロウ（大阪大学） 

②研究項目 

1. GPI アンカー型タンパク質の生合成時の動態の解明 

2. 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研究者名: 池田 義孝（佐賀大学・医） 

②研究項目 

・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 

 

（３）「大山 力」グループ 

①研究者名：大山 力（弘前大学） 

②研究項目 

1. 精巣癌における糖タンパク糖鎖発現の意義 

2. 膀胱癌における糖タンパク糖鎖発現の意義 

3. 前立腺癌における糖タンパク糖鎖発現の意義 

4. 前立腺癌の新規バイオマーカーの探索 

5. 尿路上皮癌における BCG の抗腫瘍効果に関する検討 



（４）「顧 建国」グループ 

①研究者名：顧 建国（東北薬科大学） 

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研究者名：近藤 玄（京都大学） 

②研究項目 

・糖鎖プロセッシングの動態と機能発現 

 

（６）「菅原 一幸」グループ 

①研究者名：菅原 一幸（北海道大学） 

②研究項目 

・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 

 

（７）「鈴木 匡」グループ 

①研究者名：鈴木 匡（大阪大学 理化学研究所） 

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研究者名：田口 友彦（大阪大学） 

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研究者名：田口 良（東京大学） 

②研究項目 

・質量分析法による GPI アンカーの詳細構造決定システムの動態理解への応用 

 

（10）「和田 芳直」グループ 

①研究者名：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） 

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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