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研究成果の概要（和文）：ヒトポドカリキシンは165kDaのシアロ糖タンパク質として腎糸球体に存在している
が、ヒトiPS細胞が産生するポドカリキシンはblue native PAGEによる解析の結果、720kDa以上の巨大分子とし
て発現していることが示された。糖鎖分析を行った結果、ケラタン硫酸の基本骨格であるGalβ1-4GlcNAc(6S)β
1-3Galβ1-4GlcNAc(6S)β1の繰り返し構造と、Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1の繰り返し構造の糖鎖が
含まれていることが示された。これらの特殊な構造の糖鎖が細胞表面を覆っていることが未分化状態維持に大き
く寄与していることが予想された。

研究成果の概要（英文）：Podocalyxin (PC) was initially identified as a sialylated glycoconjugate in 
rat glomerular podocytes. Recently, many epitopes of undifferentiated state markers in human iPS 
cells have been found to be glycans attached to PC. Thus, the elucidation of glycan structures in PC
 from human iPS cells is required for the progress of regenerative medicine. PC is a protein with a 
calculated molecular weight of 55 kDa, although various molecular weights have been reported, 
presumably due to post-translational glycosylation. In this study, the molecular weight of PC in 
human iPS cells has been shown to be >720 kDa by blue native PAGE. Then, we have devised methods for
 the analysis of sialic acids and keratan sulfates. It was clarified that PC in human iPS cells is 
heavily sialylated. Furthermore, very low-sulfated keratan sulfates with poly N-acetyl lactosamine 
structures were found, and this unique structure seems to have a significant role in the 
undifferentiated state of human iPS cells.

研究分野：糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞の研究で使用されている未分化マーカーの多くは、ポドカリキシン上のケラタン硫酸様糖鎖を認識
していると推測されている。しかしながらヒトiPS細胞を用いた分析化学的な糖鎖研究例は少なく、特にケラタ
ン硫酸の分析は非常に高度な技術を要するため、その詳細は国内外で大きな注目を集めている。ポドカリキシン
はがん細胞の悪性度マーカーという側面もあるために，幹細胞研究のみならず、がん研究の面からもポドカリキ
シンの糖鎖研究は大きな意義を持っている。以上のことから、本研究で明らかにされた、ヒトiPS細が産生して
いるポドカリキシン上の糖鎖構造の情報は、様々な研究分野の進展に大きく寄与するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ポドカリキシンは 1984 年にラットの糸球体上皮細胞で発見されたシアル酸に富む複合糖質
であり、糸球体ろ過に必要なスリット構造を作るなど重要な腎機能を担っている。最近、ヒト
iPS 細胞を認識する多くの未分化マーカーのエピトープが、ヒト iPS 細胞表面のポドカリキシ
ンに結合している糖鎖であることが示され、その構造と機能が注目されている。ポドカリキシン
はヒト EC細胞(embryonal carcinoma, 胚性がん細胞)、血球芽細胞、血管内皮、脳などにも存
在していることが報告されているが、様々な分子量が報告されており、結合している糖鎖の相違
に起因すると考えられている。特に、ヒト iPS 細胞では分子量 200kDa 以上の高分子として存
在し、抗体を使用した研究から硫酸化多糖の一種であるケラタン硫酸（KS）が結合しているこ
とが予想されている。このようにヒト iPS 細胞が未分化状態を維持するための非常に重要な因
子としてポドカリキシンに関心が集まっており、ポドカリキシンの糖鎖構造の解明は再生医療
分野における重要な研究テーマと言える。 
 ヒト iPS細胞の研究で広く使用されている未分化マーカーである TRA-1-60 と TRA-1-81は
ポドカリキシン上のケラタン硫酸様の糖鎖を認識していると推測されている。しかしながら、角
膜や軟骨の生化学的・分析化学的なケラタン硫酸の研究が一段落してしまった現在、ケラタン硫
酸を化学的に解析できる研究室はほとんど無くなってしまっている。また培養技術の進歩によ
って、未分化なヒト iPS 細胞を実験に使用する障壁は低くなったものの、分化していない良好
な状態のヒト iPS細胞を集めることは今でも簡単ではない。これら二つの要因により、ヒト iPS
細胞の分析化学的な糖鎖研究例は少なく、特にケラタン硫酸を含むグリコサミノグリカンは分
析に高度な技術を要するため、その研究結果は国内外で注目を集めている。ポドカリキシンには、
がんの悪性度マーカーという側面もあるために、幹細胞研究者のみならず、がん研究者からも大
きな注目を集めている。 
 
 
 
２．研究の目的 

ES細胞や iPS細胞を用いた研究は再生医療・新薬開発に大きく寄与するものと期待されてお
り、その分化誘導メカニズムの解析を様々な視点から行うことが重要である。本研究は、ヒト
iPS細胞に特徴的に発現していることが予想されるケラタン硫酸の構造と機能の解明を含む、ヒ
ト iPS 細胞をターゲットとした糖鎖研究である。最近、ポドカリキシンに特異的に結合してい
るケラタン硫酸などの糖鎖がヒト iPS 細胞の未分化性維持に中心的役割を担っていることが示
唆されている。そこで本研究では、ヒト iPS細胞が産生するポドカリキシン上の糖鎖に着目し、
糖鎖の構造解析を通じて分化誘導メカニズムの分子基盤解明を試みた。ポドカリキシンは、腎糸
球体ではシアロ糖タンパクとして存在して糸球体ろ過に必要なスリット構造を作るのに寄与し
ていると考えられており、またヒト iPS 細胞では、ケラタン硫酸様糖鎖が結合していることを
大きな特徴としていることが示唆されている。そこで研究に先立って、簡便で高感度な、シアル
酸分析法とケラタン硫酸分析法を新規に確立し、ポドカリキシンの糖鎖構造の解明を目指した。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト iPS 細胞の培養：日本国内で広く標準株として用いられている 201B7 株を、Thermo 
Fisher Scientific 社の Essential 8 培地を用いて、無血清・フィーダー細胞無しの条件で培
養した。 
(2)ポドカリキシンの精製：ヒト iPS 細胞由来ポドカリキシンの精製は、R-10G抗体結合カラ
ムを用いたアフィニティークロマトグラフィーを用いて行なった。 
(3)ポドカリキシンの分子量測定：blue native PAGE を用いて分子量測定を行なった。 
(4)ポドカリキシンの糖鎖構造解析：ヒトポドカリキシンのアミノ酸配列情報から、５カ所の
N-結合型糖鎖ドメイン、３カ所のグリコサミノグリカン結合ドメイン、多数のムチン結合ドメイ
ンが想定されているが、その糖鎖構造は解明されていない。本研究ではシアル酸の分析法とケラ
タン硫酸の分析法を新たに検討した。①シアル酸の分析法：シアル酸は糖脂質中の糖鎖や N-結
合型糖鎖、O-結合型糖鎖の非還元末端に存在することが知られている。哺乳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 (Neu5Ac) および N-グリコリルノイラミン酸 (Neu5Gc)で
あり、組織ごとに存在量が異なるだけでなく、年齢や種によって生成量が異なることが知られて
いる。ポストカラム HPLC を用いると、試料を注入するだけで分離・誘導体化・検出を自動で行
うことができるため、誘導体化や過剰な試薬の妨害を考慮する必要がなく、だれでも正確に分析
することが可能である。最近我々は、親水性相互作用クロマトグラフィーによるシアル酸の分離
後、2-シアノアセトアミドを用いて蛍光ポストカラム検出する高感度な HPLC を報告したが、こ
の方法は溶離液に高濃度の有機溶媒を必要とする。そこで本研究では環境に配慮し、陰イオン交



換クロマトグラフィーを用いてシアル酸を分離後、2-シアノアセトアミドを用いて蛍光ポスト
カラム検出する HPLC を新たに確立した。検出限界は Neu5Ac と Neu5Gc 共に 5 pmol(S/N=3)、定
量範囲は 20 pmol - 15 nmol と高感度だった。②ケラタン硫酸の分析法：ヒト糸球体のポドカ
リキシンが分子量 165kDa なのに対して、ヒト iPS 細胞のポドカリキシンは 200kDa 以上の高分
子として存在している。ヒト iPS 細胞のポドカリキシンは硫酸化多糖の一種であるケラタン硫
酸が結合していることが大きな特徴であると予想されることから、新規にケラタン硫酸の分析
法を確立して解析を試みた。ケラタン硫酸はケラタナーゼⅡ消化によって、Galβ1-4GlcNAc(6S)
および Gal(6S)β1-4GlcNAc(6S)に分解される。2-シアノアセトアミドはコンドロイチン硫酸由
来の不飽和二糖に対して特異的で高感度な蛍光ポストカラム試薬として有用である。しかしな
がら Galβ1-4GlcNAc(6S)および Gal(6S)β1-4GlcNAc(6S)に本法を適用すると、コンドロイチン
硫酸由来不飽和二糖の場合の 10 分の 1 以下の感度しか得られなかった。そこで Galβ1-
4GlcNAc(6S)および Gal(6S)β1-4GlcNAc(6S)に適した蛍光ポストカラム試薬の詳細な検討を行
った結果、複数の有用な試薬を見いだした。本研究では、逆相イオンペアクロマトグラフィーあ
るいはゲル濾過と組み合わせた蛍光ポストカラム HPLC を確立した。検出限界は Galβ1-
4GlcNAc(6S)と Gal(6S)β1-4GlcNAc(6S)共に 0.1 ng (S/N=3)、定量範囲は 0.25 ng - 1000 ng と
高感度だった。 
 
 
 
４．研究成果 
ヒト iPS 細胞(201B7 株)を無血清・フィーダー細胞無しの条件で培養して解析に必要な未分化
状態の iPS 細胞を集めた。我々が以前の研究で報告した、ヒト iPS 細胞のポドカリキシンを特異
的に認識するモノクローナル抗体である R-10G をリガンドとしたアフィニティカラムでポドカ
リキシンを精製した。Blue native PAGE による分子量測定の結果、分子量 720 KDa 以上のスメ
アなバンドとして検出された。これまでヒト iPS 細胞が産生するポドカリキシンは 200kDa 以
上の高分子という認識であったが、コアタンパク質の分子量が 55kDaであることを考慮すると、
きわめて高度に糖鎖付加を受けた複合糖質であることが明らかになった。新規に確立したシア
ル酸分析法での解析結果からは、ヒト iPS 細胞のポドカリキシンにも多数のシアル酸が結合し
ていることが示された。またケラタン硫酸の分析をおこなったところ、ケラタナーゼⅡ消化後に
生じるオリゴ糖として Galβ1-4GlcNAc(6S)のみが定量され、Gal(6S)β1-4GlcNAc(6S)は検出さ
れなかった。このことは、ヒト iPS 細胞のポドカリキシンにはケラタン硫酸が結合しているが、
角膜や軟骨に存在しているケラタン硫酸の様に、構成糖のガラクトースの６位の水酸基が硫酸
化された、“高度に硫酸化された構造”を含まないことを意味していた。さらに、エンド-β-ガ
ラクトシダーゼ消化物を蛍光ポストカラム HPLC で分析したところ、GlcNAc(6S)-Gal,GlcNAc-Gal
が検出された。以上のことから、ケラタン硫酸の基本骨格である Galβ1-4GlcNAc(6S)β 1-3Gal
β1-4GlcNAc(6S)β1 の繰り返し構造と、Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1 の繰り返し構
造である N-アセチルポリラクトサミン構造が含まれていることが示された。動物細胞は細胞間
シグナル伝達に際して、プロテオグリカンに結合しているヘパラン流酸やコンドロイチン硫酸
などの硫酸化多糖を利用している。したがって、ヒト iPS 細胞において、本研究で明らかになっ
た特殊な構造の糖鎖が細胞表面を覆っていることによって、様々なシグナルが細胞内に伝達さ
れるのをブロックしていることが未分化状態維持に大きく寄与していることが予想された。 
本研究では、ヒト iPS 細胞から精製したポドカリキシンだけではなく、iPS 細胞が産生してい
るグリコサミノグリカンをケラタン硫酸も含めて一斉分析した。その結果、いくつかの興味深い
現象を見出した。その一つとして、ヒト iPS 細胞がマウス ES/iPS 細胞と比べて大量にヒアルロ
ン酸を産生していることが明らかとなり、今後のヒト iPS 細胞を用いた再生医療研究へと発展
させたいと考えている。 
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