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研究成果の概要（和文）：本研究では、単糖機能性食品に着目して、希少糖ヌクレオチドを介する嚢胞性腎疾患
群の予防療法開発とバイオマーカー探索を行った。親水性相互作用クロマトグラフィーを用いるメタルフリーな
希少糖ヌクレオチド解析システムを構築し、2-デオキシグルコースを添加したメラノーマ細胞から、GDP-デオキ
シマンノースを検出した。またGDP-マンノースに非依存的な糖鎖変化を探索した結果、UDP-マンノースはα1-2
結合したマンノシル化に関与する可能性が期待された。さらに嚢胞腎モデルラットを用いて尿糖タンパク質の解
析を行い、CA9-19を有する糖タンパク質がPKDの診断マーカーになりえることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to propose preventive therapy for PKD, focusing
 on monosaccharide functional foods such as mannose via glycosylation. First, we have developed a 
hydrophilic interaction chromatography-ESI-MS/MS method for discovering rare-nucleotide sugars. 
UDP-deoxy-mannose and GDP-deoxy-mannose were detected in melanoma cell line supplemented with 
2-deoxy glucose, by predicting multi-reaction monitoring method. On the other hands, UDP-mannose was
 expected to involve alpha1-2-mannosylation in N-glycan biosynthesis, by glycomics of Lec15 cell 
line supplemented with mannose. We also found different profiles of CA9-19 epitopes in urinary 
glycoproteins during PKD progression, indicating that the possibility of glycoprotein biomarkers in 
early diagnosis of PKD.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 嚢胞性腎疾患群 　糖ヌクレオチド　グライコプロテオミクス　グルコース代謝　細胞増殖　糖鎖バイオ
マーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は癌の個別化治療において着目されているマンノース療法を嚢胞腎に適用することを目指している。その
一環で、希少糖ヌクレオチドの分析法開発と生化学的な意義解明、および糖鎖バイオマーカー開発を行ってき
た。その効果は、糖鎖に基づいたPKDに対する予防療法や、治療の予後予測マーカーの確立につながる。本研究
では、PKDにおけるUDP-マンノースやGDP-デオキシマンノースの意義を明らかにできなかったが、一方で発見さ
れた尿中の糖鎖変化は、キャリアータンパク質を同定することにより、癌と嚢胞腎を迅速に識別する早期診断マ
ーカーにつながると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
嚢胞性腎疾患群は腎全体に無数の嚢胞が発生する遺伝性の腎疾患である。その病因はポリシ
スチン PKD1という糖タンパク質が遺伝的に欠損して、細胞増殖が亢進して嚢胞が拡大、病態が
悪性化する。バソプレシン受容体阻害剤（トルバプタン）は唯一の治療薬として病態進行を遅ら
せる目的で用いられる。しかしトルバプタンには多尿など日常生活に支障をきたす副作用があ
ることや、薬価が高いことが問題になっている。 
「糖鎖修飾」はリン酸化などと同様に普遍的なタンパク質の翻訳後修飾である。タンパク質の
多くは糖鎖修飾を受けて初めて機能を発揮する。最近では、常染色体優性多発性嚢胞腎(ADPKD)
患者において、マンノース糖鎖代謝酵素（Alg9、PMM2）の遺伝子変異が見出された(Fedeles et al. 
Nat. Genetics, 2011）。糖タンパク質糖鎖の異常がその病態形成に関わることが報告されているが 
(Inoue et al. JASN, 2014)、そのメカニズムは殆ど不明である。  

2-デオキシグルコース（2DG）は ADPKDの新たな治療標的として着目されている。2DGはグ
ルコース代謝を阻害して ATP 産生を抑制、サイクリック AMP(cAMP)などを介して細胞増殖を
抑えると考えられている（Rowe et al. Nat.Med, 2013）。 
これらの単糖代謝は、糖ヌクレオチドを介して糖鎖の発現と密接に連動する。例えば、2DGか
ら GDP-デオキシマンノースが作られ、その希少糖ヌクレオチドがアスパラギン結合型糖鎖の分
解を誘導することが明らかにされている(Harada et al. Cell Reports, 2020)。このことから PKDに
おいても、希少糖ヌクレオチドが「鍵」として病態形成に関わることが示唆される。 
マンノースは、PKD の治療や予防において有望な候補物質の一つである。マンノースは毒性
が少ないだけでなく、腫瘍増殖を抑える作用がある (Gonzalez et al. Nature. 2018) 。レアシュガ
ー（希少糖）として知られる D-アロースも腫瘍増殖を抑える作用が報告されている（Noguchi et 
al. Tohoku. J. Exp Med. 2016）。以上の
ような理由から、マンノースを中心
とする「糖鎖」や「希少糖ヌクレオ
チド」シグナルの解明は、糖鎖を介
した病態機序解明やバイオマーカ
ー探索に有用と考えた。 
 
２．研究の目的（図１） 
 
 近年、グルコースやフルクトース
以外の単糖が着目され、2DGが嚢胞
腎の細胞増殖を抑える効果がある
ことが明らかにされている。そのメ
カニズムの一つとして糖鎖修飾を
介する制御が重要であると考えられるが、未解明のままである。本研究では申請者が見出した
「GDP-2-デオキシマンノースや UDP-マンノース」が鍵となる分子と考え、細胞増殖が亢進して
いる嚢胞性腎疾患群の病態抑制機序を理解してゆく。具体的には、希少糖ヌクレオチドの探索技
術を構築し、糖鎖修飾における意義と、病態への関与およびバイオマーカー探索を行うことが目
的である。 
 
 
３．研究の方法 
 
(１) 希少糖ヌクレオチドの測定法  
 
本研究では過去に最適化した糖ヌクレオチドの一斉定量法(Nakajima et al. Glycobiology, 2010, 

Mol. Cell. Proteomics, 2013)を土台に、希少糖ヌクレオチド探索法へアップデートを行った。細胞
株はメラノーマ細胞(B16)あるいは、嚢胞腎患者由来遠位尿細管細胞株(W9-12)を用いて、各希少
糖を加えた細胞から代謝産物を抽出、高速液体クロマトグラフー質量分析計(LC-MS)を用いて糖
ヌクレオチドを測定した。 

 

 



(２) 希少糖ヌクレオチドを介する糖鎖修飾の解析 
 

GDP-マンノースは Dol-P-Man の合成酵素によってドリコールリン酸マンノースに代謝され、
マンノシル化に用いられる。本研究では、GDP-マンノースに非依存的な糖鎖修飾を探るため、
Dol-P-Man 合成酵素を欠損した細胞株(Lec15)にマンノースを添加して、UDP-マンノースに依存
的な糖鎖変化を探索した。糖鎖変化の検証実験は、マンノース認識レクチンを用いる細胞染色や、
キャピラリーアフィニティー電気泳動により行った。 
 

(３) 嚢胞腎モデル動物の尿中糖タンパク質の解析 
 
 ネフロン癆モデルラット(Cyラット)から６週齢以降１８週齢まで２週ごとに時系列で採尿した
(n=2)。得られた尿をアセトン沈殿した後、CA9-19抗体や抗 O-GlcNAc化抗体に対するウエスタ
ンブロットなどを行った。 
 
４．研究成果 
 
(１) 希少糖ヌクレオチドの測定法  
 
本研究では親水性相互作用クロマトグラフィー

(HILIC)による 3 種類の分離カラムを検討した。特
に、分析システムへの糖ヌクレオチドの吸着に注意
をして、メタルフリーのシステムを構築、さらにメ
タルフリーのアミドカラムも採用した。微量分子の
探索実験は、マンノースから類縁される糖ヌクレオ
チドの構造を予測して、想定される分子群の全
Multi-reaction monitoring (MRM)の条件を構築した。 
メラノーマ細胞にフコースおよび 2DG を添加し
て微量分子を検出した結果を示す（図２）。8種の予
測MRMにより測定したところ、2DGの添加時にお
いて GDP-deoxy-Man が検出された。この GDP-
deoxy-Man は HILICにより GDP-フコースと良好に
分離されていた。本実験系は希少糖ヌクレオチドの
探索実験に有用であることが明らかになった。 
  
(２) 希少糖由来の糖ヌクレオチド誘導体の探索  
  
天然に存在しない希少糖は機能性食品として実用化が進んでいる。本研究では希少糖の生理
機能解明を目的として、希少糖由来の希少糖ヌクレオチドを探索した。メラノーマ細胞株に約 10
種類の希少糖(D-アロース、D-プシコース、D-タガトースなど）を加えて、未知ピークを検出し
た。まず D-アロースを添加したところ UDP-GlcNAcが著しく減少すること、それに伴いタンパ
ク質の O-GlcNAc化に影響がみられた。 

D-アロース添加時には UDP-アロースが生じる可能性が期待された。そこで、予想される UDP-
アロースの標準品を、無保護ヌクレオチド二リン酸と D-アロースのクロスカップリングを介し
て化学合成を行った。その化学合成品とは一致しなかったことから、UDP-アロースは存在しな
いことが明らかになった。 
 
(３) UDP-マンノース由来糖鎖修飾反応の探索 
 
本研究ではマンノース認識レクチンを用いた検討により、α1-2 結合したマンノシル化に UDP
マンノースが関わっている可能性が示唆された。現在、レクチンに対する糖鎖エピトープの同定
ならびに、UDP-マンノース依存的な糖鎖変化およびキャリヤータンパク質の同定を進めている。 
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(４) UDP-マンノース由来糖鎖修飾反応の探索 
 

Cy ラットから時系列に採尿したタンパク質試料
を用いて、CA9-19糖鎖や O-GlcNAc化糖鎖を有する
糖タンパク質の変化を観察した。その結果、８週齢
以降で、CA9-19糖鎖をもつ微量成分の糖タンパク質
の発現が増加・減少していた（図３）。 
本研究で見出した微量な CA9-19糖タンパク質は、
特異的な早期診断マーカーとして期待されるため、
現在、グライコプロテオミクスによってキャリヤー
タンパク質の同定を進めている。 
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