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研究成果の概要（和文）：老化に伴う糖鎖変化および変化のメカニズムを解析し、機能障害や疾
患との関連を解明することを目的とした。老化脳に見られる異所性の異常糖タンパク質蓄積機
構には、酸化ストレスとプロテアソームが関与することを明らかにした。長寿高齢者の血中タ
ンパク質の網羅分析を行い、酸化ストレス関連タンパク質の変動を発見し、健康長寿に酸化ス
トレスに対する適応応答の関与を示唆した。アルツハイマー病脳で糖転移酵素 GnT-III が増加
することを見いだし、GnT-III に Aβ産生抑制作用があることを明らかにした。	
 

	
 

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the relation between aging-related diseases and the glycan 
functions by researching the aging-associated glycan alterations and its regulatory mechanisms. At first, 
we demonstrated that the oxidative stresses and the proteasome functions influenced the accumulation of 
the ectopic abnormal glycoproteins in the aging brain. Secondary, we observed that the adaptive 
responses to the oxidative stresses took part in a healthy long life by analyzing the oxidative 
stress-associated blood proteins in the long life senior citizen (centenarian). Finally, we found that the 
glycosyltransferase, GnT-III expression was increased in Alzheimer’s brains and the secretion of 
β-amyloid peptides from neuronal cells was inhibited by GnT-III. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 生体で作られるタンパク質の半数以上が
糖鎖修飾を受けていることが明らかになっ
ている。細胞の分化やがん化、免疫反応、発
生など非常に広範な研究から、糖鎖の変化が
細胞の生理状態を的確に反映していること、
糖鎖が細胞や分子間の認識における重要な
因子であることなど、糖鎖に関する多くの事

実が明らかになってきた。しかし、糖鎖は核
酸(DNA、RNA)やタンパク質とは異なり鋳型か
ら作られるのではなく、多数の糖転移酵素や
糖分解酵素による複雑な連携によって形成
される。そのため、細胞の状態のわずかな変
化でも糖鎖修飾は影響を受ける可能性があ
る。その一方で、糖鎖は複雑な構造（構成糖
の種類、多様な結合様式、複数の分岐構造）
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で不均一な集団として存在することから、糖
鎖研究は極めて困難な分野であった。我々は、
これまでに独自の高感度糖鎖解析技術を基
に、多くの糖鎖構造や様々な疾患における糖
鎖変化、糖タンパク質および関連酵素の発現
変化を明らかにしてきた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 老化に伴う糖鎖変化および変化のメカニ
ズムを解析し、老化のプロセスで起こる機能
障害や老化疾患との関連を明らかにするこ
とを目的として、以下の研究を行った。	
 
	
 
(1)	
 老化組織に異常蓄積する糖タンパク質
の蓄積メカニズムの解明	
 
	
 これまでに、老化に伴って細胞内に異常蓄
積する糖タンパク質を見いだし、老化により
糖タンパク質の代謝異常が起こることを示
してきた。そこで、その蓄積メカニズムを明
らかにするために、糖タンパク質の品質管理
機構と糖鎖の関与について検討した。	
 
	
 
(2)	
 アルツハイマー病脳における糖鎖変化
とアミロイド前駆体タンパク質(APP)代謝と
の関連の解析	
 
	
 これまでに、Aβ産生におけるシアル酸転
移酵素の関与や老化脳に伴うシアル酸量や
局在の変化を見いだし、老化による脳の機能
低下や認知症に糖鎖が深く関与することを
示してきた。そこで、アルツハイマー病と糖
鎖の関係について検討した。	
 
	
 
(3)	
 α-klotho 遺伝子欠損による異常糖鎖の
蓄積機構および糖鎖に関連する α-klotho タ
ンパク質の機能解明	
 
	
 これまでに、個体老化のモデルと考えられ
ている α-klotho 遺伝子変異マウスの解析か
ら、α-klotho遺伝子の欠損はタンパク質分解
酵素カルパインの異常な活性化を腎臓と肺
で引き起こすことを見いだし、肺気腫や腎症
など組織特異的な障害の要因となる可能性
を示した。α-klotho タンパク質が糖分解酵素
に高い相同性を示すことから、糖鎖や糖タン
パク質との関連について検討した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)①	
 老化に伴いカテプシン Dが細胞質に蓄
積するメカニズムについて、神経細胞とアス
トロサイトを用いて検討した。両細胞に様々
なストレスの負荷や薬物的な代謝阻害を行
なうことにより、どのような経路が糖タンパ
ク質の細胞質への蓄積に関与するか検討し
た。	
 
②	
 ヒト長寿モデルと考えられる 105 歳以上
の高齢者の血液タンパク質について若年群
とプロテオーム解析法により比較検討した。	
 
	
 

(2)①	
 正常型と 2種類の変異型 APP をマウス
神経芽細胞株 Neuro2a 細胞に発現させそれぞ
れ APP を精製後、ヒドラジン分解法により N
結合型糖鎖を遊離させ、得た遊離糖鎖を各種
カラムクロマトグラフィーと酵素逐次分解
法を組み合わせて分析した。	
 
② 	
 アルツハイマー病患者脳における
GnT-III	
 mRNA の発現量を定量 RT-PCR 法によ
り解析した。Neuro2a 細胞に GnT-III を強制
発現させ Aβ産生量の変化、APP 分解酵素
（TACE,	
 BACE）への影響について調べた。	
 
③	
 Neuro2a 細胞に食品成分などの天然化合
物を添加し、GnT-III	
 mRNA の発現量を定量
RT-PCR 法により調べた。	
 
	
 
(3)	
 α-klotho 遺伝子変異マウスの各臓器の
タンパク質を分画し、レクチンおよびウエス
タンブロットにより糖鎖および糖タンパク
質の変化について野生型マウスと比較解析
した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)①	
 老化脳でリソソーム酵素であるカテ
プシン Dが細胞質に蓄積する現象は、神経細
胞とアストロサイトに対する酸化ストレス
の暴露、並びにプロテアソーム阻害剤処理に
より細胞レベルで再現された。この結果、細
胞質へのカテプシン Dの蓄積は、酸化ストレ
スとプロテアソームが関与することが明ら
かになった。今後、細胞質に蓄積したカテプ
シン Dがタンパク質分解酵素として働き、老
化に伴う細胞の機能低下と関連しているか
が重要な課題である。	
 
②	
 ヒト長寿モデルと考えられる 105 歳以上
の高齢者の血液タンパク質のプロテオーム
解析を行った。その結果、酸化ストレスに関
連するタンパク質群が変動していることが
明らかになった。ヒト長寿モデルにおいて酸
化ストレスタンパク質の変動が初めて明ら
かになった。これまで酸化ストレスは、動物
実験などで寿命に影響を与える一つの因子
であると考えられているが、実際ヒト健康長
寿者で酸化ストレスへの適応応答が重要で
あることが示唆された意義は非常に大きい。	
 
	
 
(2)①	
 正常型および変異型 APP 由来糖鎖は、
2本鎖及び3本鎖複合型が主要糖鎖であった。
正常型と比較して変異型には bisecting	
 
GlcNAc 及び Fucose を有する糖鎖の存在比が
高かった。この糖鎖変化は２つの変異型に共
通しており、糖鎖が APP 代謝に影響を及ぼす
可能性が強く示唆された。疾患の大部分を占
める弧発性アルツハイマー病においても APP
の糖鎖変化により APPの代謝異常が引き起こ
されている可能性が考えられた。	
 
②	
 アルツハイマー病脳では健常脳と比較し
て GnT-III	
 mRNA の量が症状の進行に伴って



有為に増加していた。GnT-III は bisecting	
 
GlcNAc 構造を合成する糖転移酵素である。①
の結果からも変異型 APP で bisecting	
 GlcNAc
が増加しており、GnT-III あるいは bisecting	
 
GlcNAc がアルツハイマー病の病態に深く関
与する可能性がある。そこで、Neuro2a 細胞
を用いて GnT-III を強制発現させた結果、コ
ントロール細胞に比べ Aβ40 と Aβ42 の産生
量が約 4 割減少した。また、Aβペプチドを
添加して細胞を培養したところ、GnT-III	
 
mRNA の発現が増加した。これらの結果から、
GnT-III には Aβの産生を抑制する作用が有
り、アルツハイマー病脳で見られる GnT-III	
 
mRNA の増加は、Aβの産生を抑えるための防
御反応である可能性が考えられた。	
 
	
 さらに、APP の代謝関連酵素に対する
GnT-III の影響を調べた。その結果、GnT-III
は TACE と BACE の糖鎖を変化させること、
BACE の発現量を減少させること、BACE の酵
素活性を減少させること、を明らかにした。
以上の結果、細胞における糖鎖の発現変化が
Aβの産生を抑えるというメカニズムを新た
に提唱した。	
 
③	
 GnT-III による Aβ産生抑制作用はアルツ
ハイマー病の新たな予防および治療法開発
に応用できる可能性がある。そこで、GnT-III
の発現を誘導する食品成分などの化合物の
探索を行った。これまでに、ある種のポリフ
ェノール類が神経細胞において GnT-III の発
現を誘導するという興味深い知見を得てい
る。現在、より強力な GnT-III 誘導作用を有
する分子の探索を進めている。	
 
	
 
(3)	
 α-klotho 遺伝子変異マウスでは肺と腎
臓特異的に蓄積する糖鎖（糖タンパク質）が
観察される。これらの臓器では細胞内タンパ
ク質分解酵素であるカルパインの異常活性
化も見られることから、糖鎖異常との関連も
考えられる。異常糖鎖の組織内分布について
詳細に検討した結果、異常糖鎖は組織全体に
一様に蓄積しているのではなく、ある細胞画
分に特異的に蓄積していることが明らかに
なった。現在、異常糖鎖の構造解析が進行中
である。	
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