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研究成果の概要（和文）：糖鎖の生体内機能を解明する方法の一つは、糖鎖の生合成を担う糖転移酵素遺伝子を
改変（欠損）し、それによって生じた表現型を解析することである。本研究では糖鎖改変細胞・マウスを用い、
新規グライコプロテオミクス技術等の解析により、糖転移酵素が生合成する特定糖鎖のキャリア糖タンパク質を
同定し、表現型に関連する分子群とそのメカニズムの解明を試みた。グライコプロテオミクス技術・IGOT法なら
びに新規技術（Glyco-RIDGE法）を用いることで、各種糖鎖（Lewis x、LacdiNAc、pLN、コンドロイチン硫酸構
造など）のキャリア分子の同定や表現型の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：One of the methods to elucidate the biological function of glycan is to 
modify the expression of glycosyltransferases responsible for the biosynthesis of specific glycans 
and to analyze the phenotypes caused thereby. Moreover, to elucidate the relationship between glycan
 and biological function, glycosylated sites, glycan variation (glycome), and its proportions for 
each glycoprotein must be analyzed, if the determined glycan-carriers are of interest. Therefore, we
 developed a novel glycoproteomics technology to reveal the site-specific glycome in several 
glycan-modified cells/mice. As a result, we identified many carrier glycoproteins of the 
glycosyltransferase-specific glycans, including Lewis x, LacdiNAc, pLN and chondroitin sulfate 
structures, and tried to elucidate the molecules related to the phenotype and its molecular 
mechanism. Our novel glycoproteomics method provided important insights into the biological function
 of glycans.

研究分野： 糖鎖生物学、生化学、免疫学、微生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質糖鎖修飾は、糖転移酵素やグリコ
シダーゼなど約 200 種（ヒト）以上の糖鎖生
合成関連酵素によって非鋳型依存的に進行
するため、糖鎖は産生する細胞の種類や状態、
付加を受けるタンパク質の種類、さらには同
一タンパク質内でも糖鎖付加部位ごとに多
様、かつ不均一な構造を持つ。このため、糖
鎖の構造と機能の相関を解明し、糖鎖の生物
機能（表現型）と関連付けることは困難を伴
う。そこで実施者らは、糖鎖遺伝子を操作し
て生体内での糖鎖を改変する技術、および新
たな糖タンパク質分析（新規グライコプロテ
オミクス）技術によって、より直接的に各糖
転移酵素が関わる糖鎖キャリア分子を同定
し、その糖鎖の機能を解明するための研究計
画を立案し展開してきた。 
 
２．研究の目的 
糖鎖の生体内機能を解析する方法の一つは、
注目する糖鎖の生合成を担う糖転移酵素遺
伝子をノックアウト(KO)し、糖鎖改変によっ
て生じた表現型を分子生物学、生化学、およ
び病理学的に解析することである。本研究は
糖鎖改変細胞（培養細胞株）や糖鎖改変マウ
スを用い、新規に開発した解析技術を含めた
統合オミクス（グライコミクス、グライコプ
ロテオミクス等）により、特定の糖鎖のキャ
リアタンパク質（標的タンパク質）を同定し、
さらに表現型に関連する糖鎖キャリアタン
パク質を同定し、分子メカニズムの解明を試
みる。糖鎖改変による、糖タンパク質の種
類・糖鎖構造・mRNA 発現量・活性（応答）
などのダイナミックな変化を捉え、疾患モデ
ルマウス（糖鎖遺伝子改変マウス）にフィー
ドバックする系統的な解析により、糖鎖機能
の統合的な理解を目指すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では主として糖鎖キャリア分子（糖ペ
プチド）をレクチン捕集して、培養細胞株あ
るいは野生型と KO マウスとの比較グライコ
プロテオーム解析を行った。 
Lewis x(LeX)糖鎖、O型(core 3)糖鎖、LacdiNAc
糖鎖、ポリラクトサミン(pLN)糖鎖などをキ
ャリーする糖タンパク質を網羅的に同定し、
その機能を解析するために、糖鎖キャリア糖
タンパク質を効率的に捕集するための系（レ
クチンアフィニティーなどによる捕集の系）
の構築を行い、野生型マウス細胞あるいは臓
器、細胞株を用いて同定を行った。 
 
４．研究成果 
本課題では、糖鎖の生体機能解明のため、野
生型と糖鎖遺伝子改変型の細胞やマウスを
研究材料として、最新の解析技術を用いた比
較グライコプロテオーム解析による糖転移
酵素の標的タンパク質の同定と糖鎖構造解
析を行った。 
 

(1) Lewis x 糖鎖解析 
フコース転移酵素の一つ、α1,3-フコース転
移酵素９（Fucosyltransferase 9, Fut9）は、
糖脂質あるいは糖タンパク質上の受容体糖
鎖にα1,3 結合でフコースを転移し、LeXを形
成する。Fut9 遺伝子はマウス個体では胃、腎
臓、脳、白血球に発現しており、この遺伝子
をノックアウトすると、胃粘膜の免疫亢進、
情動異常（Kudo et al., Glycobiology.2007.）、
白血球のローリング異常がフェノタイプと
して現れる。これらの現象の機序を解明する
ためには、LeXのキャリアタンパク質を同定す
ることが重要であると考え、新たなグライコ
プロテオミクス技術、すなわち糖鎖付加部位
ご と の 糖 鎖 組 成 を 解 析 す る 方 法
（Glyco-RIDGE 法）を開発し、マウス腎臓に
おける LeX キャリアタンパク質を多数同定す
ることに成功した（Noro et. al. JPR 2015）。
解析の結果、24 個の LeXキャリアタンパク質
（42 個の LeX糖鎖付加部位、317 個の糖ペプ
チド）が同定され、腎臓で合成される LeX 糖
鎖のほとんどは、Fut9 により合成されている
ことが確認された。脳グライコームを分析し
比較した結果、野生型マウス(WT)では複数の
フコースを持つ糖鎖(一つ以上の Lewis 型フ
コース)が見られた。また、WT の腎臓ではほ
とんどの糖鎖がシアル酸を持っていなかっ
たのに対し、WT の脳では多くの糖鎖にシアル
酸が付加されていた。以上のように、新たに
開発されたグライコプロテオミクス解析に
よって LeX キャリアが同定されたので、表現
型との関連を解析することで、Fut9 および
LeX の機能を明らかにすることができると期
待される。 
 
(2) LacdiNAc 糖鎖解析 
I型の LacdiNAc構造（GalNAcβ1-3GlcNAc-R）
を 合 成 す る 、 β3GalNAcT2 糖 転 移 酵 素
（B3GALNT2）に着目し、安定発現細胞、ノッ
クダウン細胞、KO マウスを用いた解析を行っ
た。I型の LacdiNAc 糖鎖の生合成に関連する
B3galnt2 KOマウスは胎生致死であったため、
交配し発生時期毎に胎仔マウスを取得し、重
量測定、遺伝子型解析、一次培養、組織染色
などを実施した。その結果、KO マウスにおい
て、脳や筋肉を含む複数の組織で細胞数の減
少や構造の異常など確認した。また、安定発
現細胞から I 型 LacdiNAc 構造に結合するレ
クチンを用いて糖タンパク質を捕集し、グラ
イコプロテオミクス技術・IGOT 法によりキャ
リアー糖タンパク質を同定した。siRNA によ
るノックダウン実験により細胞レベルでI型 
LacdiNAc 構造が N-グリカン上に存在するこ
とを明らかになった。 
一方、2型の LacdiNAc 糖鎖の生合成に関与す
る酵素である B4GALNT3、B4GALNT4 遺伝子の
欠損マウスあるいは細胞株を用いてグライ
コ プ ロ テ オ ミ ク ス 解 析 に よ る
LacdiNAc-omics を遂行し、そのキャリアタン
パク質候補の同定と解析を行った。 



(3)ポリラクトサミン糖鎖解析 
pLN は、糖タンパク質および糖脂質に存在す
る糖鎖の基本構造であり、ガレクチンなどの
リガンドとして機能するほか、シアル酸・フ
コース・硫酸などで修飾され、それにより機
能性糖鎖抗原を生じることで生物学的機能
に影響を与える重要な構造であると考えら
れる。ヒト前骨髄球性白血病細胞株である
HL-60 細胞は、糖タンパク質または糖脂質に
pLN を有することが知られているため、本研
究ではこの細胞におけるpLNキャリア分子の
同定を行った。 
Glyco-RIDGE 法で同定されたペプチドの数を
増加させるためには、試料の複雑性を低減す
るための試料糖ペプチドの分画が必要であ
る。そこで、糖ペプチドを親水性相互作用ク
ロマトグラフィー（HILIC）により分画した。
この分離により、例えば高度に分枝した（高
度にフコシル化された）または高度に伸長し
た糖鎖の検出を改善することが期待された。
横軸の分布（主にペプチドの疎水性の度合い
による）は、画分ごとに大きく異なることは
なかったが、画分の親水性が増加すると、質
量方向の分布はより大きなシフトを示し、こ
れは、親水性画分がより長い糖鎖（すなわち
pLN）を含むことを示唆した。解析の結果か
らpLN糖鎖を有する多くの糖ペプチドが最も
高い親水性画分に濃縮されることを確認し
た。Glyco-RIDGE 法によって、HL-60 細胞で
31個のpLNキャリアタンパク質が同定された。
これらの分子群について遺伝子オントロジ
ー・エンリッチメント解析を行ったところ、
シグナル伝達、受容体、細胞移動および細胞
接着などの機能に関連する多くの分子を含
むことを明らかとなった。以上より、糖ペプ
チド分画とGlyco-RIDGE法との組み合わせが、
pLN キャリア糖タンパク質の解析に有用であ
ることが示唆された。 
 
(4) コンドロイチン硫酸（CS）解析 
脳や軟骨に多く存在するグリコサミノグリ
カン糖鎖の 1 つであるコンドロイチン硫酸
（CS）の生合成には、6 種類の糖転移酵素が
関与する。CS硫酸生合成に重要な働きを持つ
CSGalNAcT1(T1)と CSGalNAcT2(T2)のダブル
ノックアウトマウス(DKO)を作製し、表現型
解析を行った。DKO は呼吸不全による胎生致
死の表現型を示した。CS 生合成不全により呼
吸不全に至るメカニズムの解明は今後の課
題である。続いて、軟骨特異的に DKO を作製
したところ、四肢が極端に短縮したマウスが
誕生した。T2 は単独 KO では表現型は見られ
なかったが、DKO で T1 単独 KO よりシビアな
表現型を示したことから、T2 も軟骨形成にお
いて機能していることが明らかとなった。 
 
以上、本課題での技術開発と各種解析により、
糖タンパク質糖鎖とその生物機能について
重要な知見が得られた。継続的に表現型との
関連を解析することで、糖鎖の生体内機能を

明らかにしていくことができると期待され
る。 
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