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研究成果の概要：遺伝子発現のパターンが細胞や組織で異なっているのと同様に，起源，分化

の状態に応じて糖鎖も様々に変化していることが予測され興味が持たれているが，脳のように

構造が複雑で，領域特異的に役割分担が決定している組織の糖鎖を解析する手段はこれまでに

存在しなかった．本研究では，レーザーマイクロダイセクションで微小部位を切り取り糖鎖の

分析をする方法を研究した．その結果，脳組織切片から微小領域を回収後，様々な種類の糖鎖

構造を解析することが可能になった． 
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１．研究開始当初の背景 
生命現象の主役であるタンパク質の半数

以上は糖鎖の修飾を受けており，糖鎖の異常
が様々な疾病を引き起こすことが明らかに
なりつつある．糖鎖は発生・分化に応じて正
確に変化し，ゲノム上にそのプログラムが存
在しているはずであるが，その実体は不明で
ある．糖鎖は複数の糖鎖合成関連遺伝子の共
同作業によって完成する．そこで遺伝子産物
である糖転移酵素の性質が詳しく解析され
始めたが，最終的な糖鎖構造がどのようなメ
カニズムでゲノムの支配下にあるのか結局
のところわかっていない．組織や細胞株はそ

れぞれ特徴的な遺伝子発現パターンを示し
ており，その解明は多くのプロジェクトの基
幹テーマとなっている．糖鎖に関しても，起
源・分化の程度等に応じて異なる発現パター
ンを示していると予測され，生命現象理解の
ためにそれらを効率よく解析する技術が渇
望されている．最近の大きな社会問題のひと
つに，インフルエンザ治療薬「タミフル」服
用による転落や飛び降りなどの異常行動が
挙げられる．2008 年 7 月に「タミフルと異常
行動との関連は検出できなかった」とする見
解が厚労省から発表されたが，その後もタミ
フル服用後の異常行動が相次いで報告され，
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医療現場は少なからぬ混乱に陥っている．図
らずも，シアリダーゼ阻害剤，タミフルの副
作用は，糖鎖がおよぼす脳神経機能への影響
の大きさを証明する出来事となった．糖鎖が
関与する様々な生命現象解明の進展に必要
不可欠なのが，対象試料を微小領域ごとに解
析する研究手段である． 
 
２．研究の目的 
 最近の共焦点レーザー顕微鏡の普及によ
って，微少領域の鮮明な蛍光画像が簡単に得
られるようになり，部位特異的な生命現象解
析技術が飛躍的に向上した．この時用いられ
る抗体等の構造特異的なプローブとして，タ
ンパク質や核酸に対しては有効な物が数多
く存在するものの，精密な糖鎖構造を解析す
る場合に有益なものは僅かである．そこで，
今後発展させるべき新しい技術として領域
特異的な糖鎖の計測が挙げられるが，糖鎖に
対する抗体やレクチンを用いた共焦点レー
ザー顕微鏡観察では糖鎖構造を特定するこ
とはできず，最終的には糖鎖の化学的な微量
分析が必須となる．現状では，顕微鏡下で可
視化された病変部位等の微小領域に存在す
る糖鎖を，質的・量的に解析可能な分析シス
テムは確立されていない．そこで，タンパク
質・核酸に次ぐ第三の生命鎖として注目を集
めている糖鎖の機能を解明する上で，時期お
よび領域特異的な糖鎖解析システムが確立
される意義は非常に大きい．糖鎖付加はタン
パク質の翻訳後修飾においてリン酸化と並
ぶ重要プロセスであり，その生理機能はタン
パク質の安定化のみならず，発生・分化，細
胞間認識を介した免疫応答など広範囲にわ
たる．そこで本研究は，糖鎖の領域特異的な
解析法の開発を目的として，レーザーマイク
ロダイセクションシステムと超高感度な高
速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた
革新的解析法の確立を試みた． 
 
３．研究の方法 
脳のように複雑な構造をとっている組織

や，様々な細胞が混在している組織の場合，
それらの相互分離は非常に困難であるため，
従来，組織全体を用いて解析が行われてきた．
しかし，より正確な解析のためには，標的組
織・細胞をあらかじめ単離する必要がある．
レーザーマイクロダイセクションは，顕微鏡
下でプレパラートやシャーレ上の目的の領
域のみを採取する技術として開発された装
置である．組織や細胞を形態的に観察するだ
けでなく，採取した細胞群を生化学的手法で
解析できることから，近年，微小領域を解析
する研究ツールとして注目を集めている．レ
ーザーマイクロダイセクションは，標的部位
を切除回収する方法と，スライドガラス上の
組織切片に熱で溶解するフィルムを接触さ

せ，赤外線レーザーで加熱して標的部位を接
着してはがし採る方法 (laser capture 
microdissection)の二種類に大別できる．前
者はスライドガラスに張ってあるフィルム
上に組織切片を貼り付け，紫外線レーザーで
標的部位をフィルムごと切り取ることによ
り行われる．その回収方法はさらに，レザー
パルスの光圧力で標的細胞を飛ばして上部
にセットしたマイクロチューブに回収する
方法(laser microdissection and pressure 
catapulting)と，下部にセットしたチューブ
に落下して回収する自然落下法に分けられ
る．本研究では，波長 337 nm の紫外線レー
ザーによる自然落下法を用いて実験を行っ
た(上図．マウス脳の組織切片から様々な領
域を切り出した例を示した）．レーザーマイ
クロダイセクションは局所の DNA 分析，RNA
分析，タンパク質機能解析等に利用されはじ
めているが，本研究はこれを糖鎖構造の解析
に応用した． 
 
４．研究成果 
（１）レーザーマイクロダイセクションを用
いて分取した領域特異的な試料の N-結合糖
鎖解析法を検討した．まず，レーザーマイク
ロダイセクションと組み合わせて使用でき
る N-結合糖鎖の超微量分析法の検討を行っ
た．セミミクロカラムを用いてピリジルアミ
ノ（PA）化 N-結合糖鎖分析の高感度化を検討
したところ，広く PA 化 N-結合糖鎖分析に使
用されている内径６.0 mm のカラムに比べて
２０倍以上の感度の向上を達成した（S/N=3 
でPA化N-結合糖鎖の検出限界は400 amol）．
この方法を用いて，ヘマトキシリン染色を施
したマウスの脳切片の解析を行い良好な結
果を得た．組織切片からレーザーマイクロダ
イセクションを用いて目的とする微小領域
を採取し，タンパク質や糖鎖の解析を行う試
みが国内外で始まっているが，ＰＣＲ反応で
増幅ができる核酸と異なり分析感度が不十
分なため，最新の質量分析装置を用いても十
分な情報を集めるのは至難の技である．レー
ザーマイクロダイセクションを糖鎖分析に
応用した報告では，感度的な問題から 100 枚
近い組織切片から試料を採取して分析する
必要があり，実用性がある報告例はない．申
請者の確立した方法は，厚さ 10 μm，半径
300μm の脳組織切片から N-結合糖鎖を解析
することが可能であり，生命現象解明の革新
的モデルとして，脳神経機能の解明に画期的



 

 

な進展をもたらすことが期待される．また，
マウス海馬領域 CA1, CA3, DG を調べたとこ
ろ（上図参照），領域によって糖鎖プロファ
イルが異なるだけではなく，DG と CA1, CA3
の糖鎖量が著しく異なることが初めて明ら
かになった． 
 
（２）シアル酸はノイラミン酸を基本骨格と
する誘導体に付けられた総称名である．ヒト
や動物に存在するシアル酸は主に N-アセチ
ル ノ イ ラ ミ ン 酸  (N-acetylneuraminic 
acid : Neu5Ac) ， N-グリコリルノイラミン
酸 (N-glycolylneuraminic acid : Neu5Gc)
であるが，水酸基のアセチル化，硫酸化，メ
チル化のパターンによって数多くの種類の
シアル酸が見出されている．シアル酸の種類
や結合様式には種属特異性があり，ウイルス
が宿主細胞を認識する際の重要な情報源と
なっている．レクチンや抗体を用いた研究か
ら，シアル酸含有糖鎖は組織や細胞ごとに発
現が異なることが報告されているが，本研究
で目的としている様な微小領域のシアル酸
発現量は解明されていない．そこで，レーザ
ーマイクロダイセクションで切り出した脳
切片の微小領域からのシアル酸分析法を確
立し, さらに，この方法を用いて脳内シアル
酸発現量の分布を解析した．切片への応用に
先だって，シアル酸分析法の高感度化をセミ
ミクロＨＰＬＣを用いて行ったところ
Neu5Ac の検出限界は約 5 fmol であった．こ
れは細胞数個中のシアル酸量に相当する．次
にこの方法を用いて，6 週齢の ddY 系マウス
と胎生 20日目の wistar 系ラット胎児の脳内
シアル酸分布を解析した．6 週齢の ddY 系マ
ウス脳では領域ごとに存在する Neu5Ac 量が
大きく異なり，視床下部で特に多くの Neu5Ac
が検出された．ガングリオシドに特異的に働
く N-アセチルノイラミニダーゼ 3（Neu3）が
強く発現している小脳の顆粒細胞層では，他
の領域と比較して Neu5Ac 量が少ないことが
確認された．同じく Neu3 が強く発現してい
る海馬では Neu5Ac 量の平均が脳全体の平均

より少なく，また，DG 領域では CA 領域より
少ないことが判明した．胎生20日目のwistar
系ラット胎児では，様々な臓器と比較して大
脳皮質の Neu5Ac 量が特に多いことが明らか
となった． 
  
（３）他の臓器と比較して脳にはコンドロイ
チン硫酸が豊富に存在し，神経細胞の伸張な
ど様々な役割を担っていることが示されて
いる．プルキンエ細胞の周囲にはD単位［GlcA 
/ IdoA(2S)- GalNAc(6S)］に富むコンドロイ
チン硫酸が豊富に存在することから，コンド
ロイチン硫酸の構造依存的な情報伝達が注
目されている．また海馬神経細胞は，D単位
を多く含む基質上で培養すると樹状突起様
の突起を進展させ，E単位［GlcA / IdoA- 
GalNAc(4S,6S)］を多く含む場合は長い軸索
様の突起を伸張させる．コンドロイチン硫酸
中の高硫酸化されたＤ単位やＥ単位などの
部分構造は，多くのヘパリン結合性成長因子
と結合することが知られており，海馬のみな
らず神経細胞全般の分化・形態形成に大きく
関与していると考えられている．コンドロイ
チン硫酸の高感度な分析法として，２-シア
ノアセトアミドを蛍光ポストカラム試薬と
するＨＰＬＣがあげられるが，現状の方法で
は分析感度が不十分であった．そこで蛍光ポ
ストカラムＨＰＬＣの 
セミミクロ化を試みたところ，検出限界を従
来法の十分の一以下にすることに成功した．
この新しい装置を用いて脳組織切片の微細
領域に存在するコンドロイチン硫酸の分析
を行ったところ，過硫酸化部分の解析が世界
で初めて可能となった．今後の研究では，発
生段階ごとのマウス脳組織切片を用いて領
域特異的な過硫酸化コンドロイチン硫酸の
プロファイルを取り，脳内コンドロイチン硫
酸マップの作製を試みたい．  
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夫, 山本（日野）美紀, 吉田英樹, 不破
尚志, 後藤聡, 豊田英尚, 上田龍，第 30
回日本分子生物学会・第 80 回日本生化学
会要旨集 144.（2007，横浜）． 
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織，戸井田敏彦，豊田亜希子，豊田英尚，
第 51 回日本薬学会関東支部会要旨集 93.
（2007，東京） 

9. レーザーマイクロダイセクションを用い
た脳内糖鎖の解析．高戸美緒，井関友美，
中込麻里子，戸井田敏彦，豊田亜希子，
豊田英尚，第 51 回日本薬学会関東支部会
要旨集 89．（2007，東京）． 

10. マボヤ(Halocynthia roretzi)由来新規
デルマタン硫酸の単離と構造特性．梅沢
道代，豊田英尚，戸井田敏彦，第 51 回日
本薬学会関東支部会要旨集 60.（2007，
東京）． 

11. コンドロイチン硫酸の経口吸収における
分子量の影響．竹口敦子，五十嵐尚子，
酒井信夫，豊田英尚、戸井田敏彦，第 51
回日本薬学会関東支部会要旨集54.（2007，
東京）． 

12. 新規低分子ヘパリンの構造と生理活性中
務裕子，豊田英尚，戸井田敏彦，第 51 回
日本薬学会関東支部会要旨集53.（2007，
東京）． 

13. レーザーマイクロダイセクションを用い
た脳 N-結合糖鎖の領域特異的解析．中込
麻里子，高戸美緒，戸井田敏彦，西原祥
子，豊田亜希子，豊田英尚，第 27 回日本
糖質学会年会要旨集 92.（2007，福岡）． 

14. ショウジョウバエ機能獲得変異体を用い
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亜希子，戸井田敏彦，豊田英尚，日本薬
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尚，戸井田敏彦，第 26 回日本糖質学会年
会講旨集 168.（2006，仙台）． 

16. モデル生物を用いたN-結合糖鎖超微量分
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中込麻里子，高戸美緒，戸井田敏彦，西
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〔その他〕 
ホームページ 
http://www.ritsumei.ac.jp/pharmacy/toyo
da/seitaibunseki/top.html 
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