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研究成果の概要（和文）：脳におけるＮ結合型糖鎖の重要性は糖転移酵素のノックアウトマウス

の解析や先天性グリコシル化異常症候群の解析などから明らかである。しかし、どの糖鎖がど

の蛋白質に修飾されているか、糖鎖結合分子は何かなど、Ｎ結合型糖鎖が関与する分子機構の

知見は乏しい。本研究では、微量な試料からＮ結合型糖鎖を解析する手法を開発し、それを用

いて、脳内新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖構造 6-Sialyl-Lewisc (Galβ1,3[NeuAcα2,6]GlcNAc-)

を解析することで、脳機能における糖鎖が関与する新たな分子機構の解明を目指した。 

 
研究成果の概要（英文）：Analyses of glycosyltransferase knockout mice and congenital 
disorders of glycosylation reveal that N-glycans play important roles in the brain. In 
this study, we developed a simple method to purify and detect trace amounts of N-glycans. 
We focused on the analysis of the novel sialylated N-glycan structure, 6-Sialyl-Lewisc 
(Galβ1,3[NeuAcα2,6]GlcNAc-), found in the mouse brain. We aimed to identify its 
interacting molecules as well as the protein on which it is beared. 
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１．研究開始当初の背景 

 脳において糖蛋白質など糖鎖を有する分
子は細胞表面や細胞外に存在し、神経系の発
生やシナプス活性の調節、成人における脳損
傷からの再生過程などにおいて重要な役割
を果たしている。糖鎖構造は糖転移酵素の発

現調整や基質特異性、神経系を含め各組織で
の分布などによって制御されている。ある特
定の糖転移酵素を欠損したノックアウトマ
ウスでは神経系の機能異常などが起こる。ま
た、神経運動発達遅延や小脳形成不全、てん
かん様発作、多発性ニューロパチーなど様々
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な臨床神経学的特徴を示す（Ｎ結合型糖鎖の
欠損により起こる）先天性グリコシル化異常
症候群の解析から、神経系における糖鎖の重
要性が高いことは明らかである。しかし、脳
における糖蛋白質糖鎖の関与する分子機構
は不明な点が多かった。 

 シアル酸は糖蛋白質や糖脂質などの複合
糖質の非還元末端に付加される酸性糖であ
る。シアル酸合成で制御的役割をする酵素
UDP-N-アセチルグルコサミン 2-エピメラー
ゼ/N-アセチルマンノサミンキナーゼの遺伝
子のノックアウトマウスは胎生致死となる
ことから、シアル酸は生物の必須成分である。
シアル酸はカルボキシル基を持つため負電
荷を有しており、この性質により細胞接着や
分化、神経線維発達、受容体認識などの様々
な生命現象に影響を与える。また、ラット脳
において全Ｎ結合型糖鎖の約４０％がシア
ル酸化されている。これらの報告は、生体内
でのシアル酸の高い重要性を示唆するもの
であるが、脳におけるシアル酸化Ｎ結合型糖
鎖の生理作用については十分に検討されて
いなかった。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者の所属する研究室では脳内に
発現しているＮ結合型糖鎖構造および糖鎖
生合成過程に関わる遺伝子発現を網羅的に
解析してきた。その過程で、マウス脳におい
て今までに報告されていない新規シアル酸
化Ｎ結合型糖鎖構造 6-Sialyl-Lewisc (Galβ
1,3[NeuAcα2,6]GlcNAc-)を見出した。この
新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖構造の発現は
発達過程においてダイナミックに変化する
ため、脳構造の構築や機能発現に大きな役割
を果たしていることが示唆された。本研究は、
この新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖構造の脳
における役割を解明することを目的とした。 

 

(1) 微量な試料からの糖鎖解析方法の確立 
 マウス脳の特定領域に発現する糖鎖の解
析や、マウス脳抽出液を SDS-PAGE で展開後
に目的糖蛋白質の糖鎖を解析する際、試料が
微量であり、従来の手法では解析が困難であ
った。本研究では、微量な試料からＮ結合型
糖鎖を解析する手法の開発を試みた。 

 

(2) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖を持つ糖
蛋白質の同定 
 この新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖
6-Sialyl-Lewiscは糖蛋白質に付加している。
ゆえに、この糖鎖は蛋白質部分と協調して働
いている可能性が高い。本研究では、新規シ
アル酸化Ｎ結合型糖鎖を持つ糖蛋白質の同
定を試みた。 

 

(3) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖の生合成

経路の解明 
 この新規シアル酸化糖鎖構造の生合成経
路に関わる酵素を明らかにすることで、この
糖鎖構造を欠損させることが可能となる。本
研究では、新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖の生
合成経路に関わる酵素の探索を行った。 

 

(4) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖に対する
脳内シグレックの同定 
 シアル酸化糖鎖を特異的に認識し結合す
る蛋白質（シグレックファミリー）が知られ
ている。脳内にも多数のシグレックが存在す
るため、シアル酸を介した分子機構が重要な
役割を担うことが強く示唆される。本研究で
扱うシアル酸化糖鎖は脳内新規構造である
ため、それと相互作用する分子は分かってお
らず、同定すれば今まで知られていなかった
シアル酸化Ｎ結合型糖鎖−シグレックシステ
ムを分子レベルで理解出来るようになる。本
研究では、新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖を認
識するシグレックの同定を試みた。 

 

(5) 髄鞘の糖鎖の網羅的解析 
 研究代表者の所属する研究室における先
行研究により、この新規シアル酸化糖鎖構造
は生後出現し、成体になるまで増え続け、成
体脳では全糖鎖の２％程度存在することが
明らかであった。そこで、髄鞘に着目し、本
研究では髄鞘の糖鎖の網羅的解析を行い新
規シアル酸化糖鎖の発現を調べた。 

 

３．研究の方法 

(1) 微量な試料からの糖鎖解析方法の確立 
 HPLC を用いて微量な試料から糖鎖解析を
行う際、夾雑物由来のバックグラウンドピー
クが大きいことが問題であった。微量な試料
からの糖鎖を解析する方法を確立するため、
図１に示すように、ヒドラジン分解後、２種
類のカラム（グラファイトカーボンカラムと
セルロースカラム）を用いて糖鎖を精製した。 
 

 
 ２種類のカラムを用いた糖鎖精製法と
SDS-PAGE を組み合わせた。SDS-PAGE のゲル
をゲル内ヒドラジン分解し、２種類カラムを



 

 

用いて糖鎖を精製することで、微量な試料か
ら目的蛋白質のＮ結合型糖鎖を解析する手
法を開発した。 
 
(2) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖を持つ糖
蛋白質の同定 
 目的とする新規シアル酸含有Ｎ結合型糖
鎖構造が特定の蛋白質に付加されているの
かどうか検討するために、マウス脳膜画分を
SDS-PAGE で展開し、ゲルを 20 分割した後、
(1)で開発した手法を用いて個々のゲルに含
まれる糖鎖構造を解析した。また、２次元電
気泳動を用いて展開し、ゲルを分割して糖鎖
解析を行い、目的とする糖蛋白質の特定を試
みた。 
 
(3) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖の生合成
経路の解明 
 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖構造
6-Sialyl-Lewisc (Gal β 1,3[NeuAc α
2,6]GlcNAc-)の生合成経路は不明であった。
図２に示すように、合成経路はＡとＢが考え
られた。しかし、ＡとＢ３に関わる酵素は見
つかっていなかった。そこで、マウス脳にお
いて左下の糖鎖構造（中間産物）が発現して
いるか検討した。In situ hybridization 法
を用いて合成に関わると予想される酵素の
マウス脳における mRNA の分布を検討した。 
 

 
(4) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖に対する
脳内シグレックの同定 
 新規シアル酸化糖鎖を認識するシグレッ
クの同定するために、大阪大学の深瀬教授お
よび田中助教と共同研究を行い、ビオチン化
した新規シアル酸化糖鎖の合成を依頼し作
製した。名古屋大学の北島教授と共同研究を
行い、ストレプトアビジン結合ディッシュに
ビオチン化した合成糖鎖を結合させて、シグ
レックの探索を行った。 
 
(5) 髄鞘の糖鎖の網羅的解析 
 中枢神経系および末梢神経系の髄鞘をシ
ョ糖密度勾配遠心法により精製し、これらの
試料を用いてＮ結合型糖鎖を解析した。主要
な糖鎖構造は、３次元 HPLC システムを用い
て所有している標準品試料と共注入しなが
ら構造決定した。標準品のないものは、質量
分析法および各種糖切断酵素を用いて構造

決定した。 
 
４．研究成果 
(1) 微量な試料からの糖鎖解析方法の確立 
 ２種類のカラム（グラファイトカーボンカ
ラムとセルロースカラム）を用いて糖鎖を精
製することで、微量な試料からＮ結合型糖鎖
を解析することが可能となった。マウス脳切
片から特定領域を切り出し、この手法を用い
てそこに含まれるＮ結合型糖鎖を解析する
ことが出来た。この手法と SDS-PAGE を組み
合わせることで、目的蛋白質のＮ結合型糖鎖
を解析することが出来た。SDS-PAGE のゲルを
ゲル内ヒドラジン分解する手法は、ゲル内ト
リプシン処理した場合と比較し、ゲルから効
率よく糖鎖を抽出した。これらの結果を論文
と し て 報 告 し た （ Yoshimura et al., 
Analytical Biochemistry, 2012）。 
 
(2) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖を持つ糖
蛋白質の同定 
 マウス脳膜画分を SDS-PAGE で展開し、ゲ
ルを 20 分割した後、個々のゲルに含まれる
糖鎖構造を解析した結果、主に 50〜70kDa 付
近の蛋白質が新規シアル酸化糖鎖を持つこ
とを明らかにした。２次元電気泳動を用いて
展開し、さらに解析したところ、主に等電点
の低い蛋白質がこの新規糖鎖を持つことを
見出した。ゆえに、特定の蛋白質がこの新規
シアル酸化糖鎖を有している可能性が高い。
今後、さらに解析を進め、質量分析法などを
用いて新規シアル酸化糖鎖を持つ糖蛋白質
を同定する。 
 
(3) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖の生合成
経路の解明 
 マウス脳を用いて新規シアル酸化糖鎖構
の予想合成経路の中間産物造を探索したと
ころ、図２の左下に示す糖鎖構造を検出した。
ゆえに、経路Ｂが新規シアル酸化構造への主
な 合 成 経 路 だ と 推 測 し た 。 In situ 
hybridization 法を用いて合成に関わると
予想される ST6GalNAc4 の mRNA の分布を検討
した結果、マウス脳おいて一部の領域に局在
していることを見出した。今後、候補酵素は
糖鎖標準品を用いて in vitro で新規シアル
酸化糖鎖が合成できるか確認する。 
 
(4) 新規シアル酸化Ｎ結合型糖鎖に対する
脳内シグレックの同定 
 ビオチン化した合成糖鎖を用いてシグレ
ックの探索を行ったが、良い結果は得られな
かった。糖鎖はクラスター化することで相互
作用分子との親和性が上がることが知られ
ている。そこで、新規シアル酸化糖鎖をクラ
スター化した糖鎖の合成を依頼し作製した。
今後、このクラスター化した合成糖鎖を用い



 

 

てシグレックの探索を試みる。また、蛍光標
識化したクラスター化合成糖鎖を用いて脳
におけるシグレックの局在も検討する。 
 
(5) 髄鞘の糖鎖の網羅的解析 
 精製した中枢神経系髄鞘および末梢神経
系髄鞘のＮ結合型糖鎖の網羅的解析を行っ
た。シアル酸化糖鎖は酸性糖鎖であるため、
DEAE カラム HPLC を用いて酸性糖鎖を重点的
に解析し、主な糖鎖構造を複数同定した。発
現量の多い糖鎖の中には新規シアル酸化糖
鎖は含まれていなかった。しかし、中枢神経
系髄鞘および末梢神経系髄鞘のＮ結合型糖
鎖の比較解析の結果、末梢神経系の髄鞘には
多くの特徴的な硫酸化糖鎖が発現している
ことを見出した。ゆえに、末梢神経系の髄鞘
形成に硫酸化糖鎖が重要な役割を担ってい
るのではないかと考えている。 
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