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１．研究開始当初の背景

　スフィンゴ糖脂質は、発生や分化、ガンな
どの疾患においてその組成が著しく変化する
ことが知られている。例えばリンパ球では、
B細胞系とT細胞系では糖脂質のパターンが異
なる。また、最近胚性幹細胞や胚性ガン細胞
のマーカーとして同定された化合物も糖脂質
である。このように糖脂質は、異なった細胞
を見分けるマーカー分子として機能する。
　一方、糖脂質は細胞膜表面で様々なシグナ
ル分子と共に集合し、マイクロドメインと呼
ばれるクラスターを形成しており、糖脂質は
その集合状態を含めて標的分子に対して高い
認識性を示すことが示唆される。

　　　　　　　　　本研究では、異なる細胞を見分けるマーカー分子として細胞表面に存在する
糖脂質に着目し、（１）細胞表面糖脂質をナノ微粒子表面に提示した“糖脂質レプリカナノ微粒
子”の作製に成功した。（２）生体試料中（細胞や組織）に含まれる糖脂質の発現プロファイル
を網羅的に解析する方法を確立した。（３）ナノ微粒子と質量分析計を用いて、糖鎖に特異的に
結合する分子を検出する方法を新たに構築した。

　これまでに我々は、チオール基(R-SH)と金
(Au)との特異的結合を介して表面に糖鎖を集
合化して作製した水溶性の糖鎖金ナノ微粒子
が、糖転移酵素の優れた基質となることを見
いだした。
　また、糖鎖金ナノ微粒子のMALDI-TOF MS測
定を行うと、Au-S間の結合がレーザー照射に
よって切断し、表面の糖鎖チオール化合物が
高感度にイオン化された。すなわち金属ナノ
微粒子は、その広大な表面積と乱反射効果の
ため、表面に化学吸着した化合物のイオン化
に非常に有利な状況を提供することが実験に
よって示された。
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３．研究の方法

 
 
 
 
 
 

 

４．研究成果 

 

 
 
 

２．研究の目的

　そこで本提案では、細胞の個性を見分ける

マーカーとして糖脂質に着目し、細胞特異的

認識ペプチドの探索を目的とする。細胞の個

性を見分けることができれば、ガン幹細胞の

識別などへの応用が可能となり、さらに人工

抗体やイメージング技術との融合によって、

分子標的医薬や早期診断などへの展開が期待

できる。

　本提案における個別の研究項目を以下に挙

げる。

(1) マイクロドメイン糖脂質レプリカナノ微

粒子の作製

①糖脂質由来糖鎖のナノ微粒子への提示方法

確立

②ナノ微粒子の非特異吸着に関する評価

(2) 標的細胞由来の糖脂質発現プロファイル

の解析

①糖脂質の網羅的発現解析法の確立

②標的細胞特異的糖脂質パターンの探索

(3)標的細胞特異的認識ペプチドの探索

①糖鎖ナノ微粒子およびMALDI-TOF MSを用い

た糖鎖認識分子の迅速探索法の確立

②標的細胞特異的認識ペプチドの探索

(1) マイクロドメイン糖脂質レプリカナノ微

粒子の作製

　①糖脂質由来糖鎖のナノ微粒子への提示方

法確立

　アミノオキシ基末端に有するチオール化合

物（化合物１）および官能基密度を調節する

ためのスペーサー分子（化合物２）を化学合

成し、金(Au)-チオール(-SH)結合によって官

能基を金ナノ微粒子表面に提示した。
　

　スフィンゴ糖脂質のオゾン分解によって生

じるアルデヒド基とナノ微粒子表面のアミノ

オキシ基との化学選択的反応を利用すること

で、任意の糖脂質をナノ微粒子表面に提示す

る方法を確立した。
　目的の糖脂質がナノ微粒子表面に提示され
たことは、MALDI-TOF MSにて確認した。微量
成分については、ナノ微粒子上でのオキシム
交換反応によるラベル化処理を施す事によっ
て検出できることが分かった。

②ナノ微粒子の非特異吸着に関する評価

　既知の糖鎖認識タンパク質および血清混合

物と糖鎖提示ナノ微粒子をインキュベートし

、生じたナノ微粒子の凝集体を洗浄後、

SDS-PAGEを行ったところ、ナノ微粒子に提示

された糖鎖が特異的認識能を保持しているこ

とが示された。

(2) 標的細胞由来の糖脂質発現プロファイル

の解析

①糖脂質の網羅的発現解析法の確立

　動物細胞や組織中に含まれる糖脂質含量は

少なく、総脂質の約数〜１０％である。その

ため、従来糖脂質の構造解析には総脂質より

糖脂質画分の単離が必須であった。本研究で

は、生体試料細胞本研究室にて確立された糖

鎖構造解析法であるGlycoBlotting法を応用

することで、糖脂質画分の単離が不必要でハ

イスループットなスフィンゴ糖脂質の発現プ

ロファイル網羅的解析法を確立した。

　具体的には、生体試料よりクロロホルムー

メタノールを用いて総脂質の抽出を行い、こ

れに対してオゾン酸化およびアルカリ分解を

行う。このようにして得られた遊離糖鎖を

glycoblotting法（高密度アミノオキシ基を

担持したビーズ上での糖鎖捕捉＋シアル酸の

メチル化反応＋ヒドラゾンーオキシム交換反

応による糖鎖のラベリング＋溶出）によって

、MALDI-TOF MS測定に適したラベル化が施さ

れた糖脂質由来糖鎖を得る。サンプルのMS測

定を行う事で、標的細胞由来の糖脂質発現プ

ロファイルを取得できるようになった。

　さらに、糖鎖の配列を解析するために、ラ

ベル化の種類を変えてMS/MS測定を行ったと

ころ、ラベル化糖鎖が還元末端側から開裂す

る条件と非還元末端から開裂する条件が見つ

かり、単一のラベルを用いた場合よりも、よ

し精度良く糖鎖構造解析が可能であった。

　また、内部標準試料を用いることで、糖脂

質の量に関する考察ができるようになった。
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　また、内部標準ペプチドを利用し、結合定

数の算出を試みた。本アッセイ系において非

特異吸着は極めて少なく、比較的弱い（Kd〜1 

mM）相互作用の検出も可能であった。本方法

を用いる事で、ペプチド混合物の中から選択

的に結合する分子の同定および相互作用の解

析が同時に可能であり、糖鎖認識分子の大規

模スクリーニングに有用であると期待される

。

②標的細胞特異的認識ペプチドの探索

　ヒト肺がん細胞株（A549）細胞表面に特徴

的に多く含まれるGM2を標的糖脂質として選択

した。先述した方法に従って、GM2を表面に担

持した金ナノ微粒子を作製した。今後引き続

き、ナノ微粒子とMALDI-TOF MSを用いて糖鎖

特異的ペプチドの探索を、様々なペプチドソ

ースより行う予定である。
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特異的ペプチド

＜その他＞
ペプチドを用いた生体イメージングに関する
予備検討
　先に合成した化合物の、半導体量子ドット
（QDs）の表面修飾への利用に関する検討を行
った。蛍光性ナノ微粒子であるQDsは、高い蛍
光強度を示し、かつ長時間の露光においても
退色しにくい性質を持っているため、生体イ
メージングにとって適した材料である。化合
物１、２を用いて、QDs表面金属とチオール基
(-SH)との特異的共有結合によって修飾を施す
ことで、生理的条件下で極めて安定なQDsの作
製に成功した。これにより、糖鎖、ペプチド
などの生体分子を、その物性（酸性、中性、
塩基性）に関わらず容易にQDs表面に提示可能
となった。
　予備的な計測により、化合物２で票得ん修
飾したQDsは、生体毒性を示さず、安定に体内
を循環することが示された。（図３；３分で
全身を巡り、徐々に肝臓に集積）
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図１ A549細胞由来糖脂質糖鎖

②標的細胞特異的糖脂質パターンの探索

　確立した糖脂質糖鎖の網羅的解析法によっ

て、細胞特異的な糖脂質の探索を行った。そ

の結果、細胞の種類によって特徴的な糖脂質

糖鎖パターンが得られた。例えばヒト培養細

胞（A549(肺がん)）では、ガングリオシドGM2

が多く存在する特徴的なパターンを示した。

（図１）

(3)標的細胞特異的認識ペプチドの探索

①糖鎖ナノ微粒子およびMALDI-TOF MSを用い

た糖鎖認識分子の迅速探索法の確立

　既知の糖鎖認識ペプチドを含むペプチド混

合物と糖鎖提示ナノ微粒子をインキュベート

し、一定時間後に限外濾過によってナノ微粒

子を洗浄し、回収した微粒子をサンプルとし

てMALDI-TOF MS測定を行ったところ、糖鎖認

識ペプチドが選択的に検出された。（図２）

　本方法では、糖鎖ナノ微粒子に結合したペ
プチドを溶出する操作が不要である。このよ
うに、標的分子に特異的に結合するペプチド
の簡便迅速な検出方法を構築できた。

図２ 糖鎖微粒子に結合したペプチドの検出

図３ 糖鎖微粒子に結合したペプチドの検出
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