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研究成果の概要（和文）：O-結合型糖鎖の切断状況により一過性に機能するGcMAFの血中安定性向上により、が
んに対する免疫応答の維持を期待できるため、αGalNase阻害による新しい免疫調節抗がん治療研究を行った。
　阻害剤を用いて、ヒト肝がん由来株化細胞の粗酵素に対する阻害研究を行った結果、本酵素活性を認め、これ
に対して良好な阻害能を確認した。ヒトαGalNaseに対して阻害効果が認められたため、GcMAFの効果持続性改善
に期待できる結果であると考えられる。また、GcMAFの糖鎖構造を質量分析装置を用いて解析した結果、微量で
はあるもののαGalNAcが結合したGcMAFの存在を確認した。

研究成果の概要（英文）：A partially truncated O-glycan-carrying Gc protein is known to activate 
immunity as GcMAF. It is expected that controlling the blood stability of GcMAF might affect the 
immune response against tumor. For this reason, a research directed toward finding a new therapeutic
 method based on inhibition of a key enzyme, α-GalNAc-ase was carried out. 
Investigation of human α-GalNase activity and the inhibitory activity of a synthetic inhibitor 
revealed that the particular enzyme was stored in lysosome and was inhibited by the inhibitor. It is
 expected that the inhibitor molecule might be potent to maintain blood-GcMAF level. The presence of
 α-GalNAc structure in the GcMAF was also confirmed based on mass spectrometric analysis. 

研究分野： 生物有機化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会が進む中、最近の統計調査か
らは死因におけるがん、並びに、感染症の
死亡率が上昇している。これは人口を形成
する年齢による影響が大きく、年齢調整死
亡率においてはさほどの変化がないことが
示されているが、実際には高齢者の絶対数
が増加し、それら疾病の治療に対する要望
と必要性が高まっていることに変わりがな
い。さらに、救急医療の現場においも老齢
による影響が高まっている。例えば、感染
症により引き起こされる敗血症においては
６５歳以上の老齢者において他に比して約
７倍の高い死亡率となっており救急医療の
場においても問題となっている。高齢者で
は軽度の侵襲が致死的な病態に移行するこ
とが多く、軽度な外傷や熱傷、脳梗塞、市
中肺炎、悪性腫瘍等の侵襲から免疫抑制状
態に陥り全身状態が悪化する。特に高齢者
や基礎疾患のある患者では局所の感染が全
身性に波及する敗血症に陥りやすい。 
 マクロファージ活性化因子（ＭＡＦ）に
よる免疫療法への期待：がん治療は、薬物
療法、放射線療法、免疫療法、造血幹細胞
移植療法などに大別される。先に述べたＭ
ＡＦによる療法は、がん、ＡＩＤＳや老齢
化などの要因により免疫不全症を呈する場
合に、マクロファージを活性化、続き細胞
性免疫、液性免疫などの活性化が誘導され
ることを基礎としており、根本的な治療法
と言うことができる。さらに、ＭＡＦは元々
ヒトが体内で合成する糖タンパク質であり
副作用については極めて軽微であるとの報
告がある。この他にもＭＡＦは、マクロフ
ァージの活性化とは別にｃＡＭＰの形成を
促し、血管新生を阻害するとの報告もある。
がんに対するＭＡＦ療法について高齢化社
会との関連において注目すべき点は、９０
歳までの幅広い年齢層において有効性が示
されていることである。 
 医学的見地における基礎研究の必要性：
例えば東海大学病院高度救命センターにお
ける６５歳以上の高齢者敗血症の死亡率は
３５％であり、６５歳未満の成人敗血症死
亡率５％と比べて有意に高値であったが、
高齢者の敗血症研究は少なく特に免疫機能
との関係について十分に解析されておらず
早急な研究対象となることが望まれる。 
 
２．研究の目的 
背景に述べたような免疫不全に関する問題 
に対し、ＭＡＦ療法を発展させ新たな治療

法を提案することが可能と考えられる。す
なわち、免疫不全を呈する患者において内
在性のＭＡＦがこれを破壊する酵素である
α-Ｎ-アセチルガラクトサミニダーゼ（α
GａｌＮａｓｅ）により不活性化されてしまう。
この内在性のＭＡＦの分解を抑制できれば
外部からのＭＡＦ投与は必要なく、極めて
高価な糖タンパク質製剤への依存から解放
される。また、投与したＭＡＦが破壊され
るのを防ぐことにより投与量の軽減も期待
できる。合成した低分子化合物群について
αGａｌＮａｓｅおよびＭＡＦを用いて検討し、
免疫回復の基盤とする。将来的には、がん
移植マウスを用い１８Ｆグルコースの細胞
への取り込みを PET により追跡するととも
に病巣の評価をおこない、また、敗血症モ
デルマウスを用い検討できれば、免疫不全
が関連する疾病に対する新しい治療法の基
礎となると期待できる。 
 
３．研究の方法 
阻害剤の合成：合成は、ガラクト配置を有
するアザ糖を合成するため、Ｄ-リキソース
誘導体を原料とし１３工程で公知論文情報
にしたがった。すなわち、Ｗｉｔｔｉｇ反
応、還元反応、２回の求核置換反応を経て
得られるアリルアルコールをシャープレス
の不斉エポキシ化反応によりエポキシ化し、
さらにクロロメシル基のアジド基による置
換反応によりアザ糖骨格とした。その後、
炭素間結合の酸化的開裂により得られるア
ルデヒドを還元アルキル化、その後塩酸酸
性条件下で接触水素添加して、阻害剤とし
てフェネチル体を得た。 
ＨｅｐＧ２細胞の酵素活性試験・阻害剤効
果検証：ディッシュ（直径１０ｃｍ、４枚、
９０％コンフル）で培養したＨｅｐＧ２細
胞を０．０２％ＥＤＴＡ／ＰＢＳ(１ｍＬ）
を加え３７℃で５分インキュベートした。
それをスクレーパーでかきとり１５ｍＬフ
ァルコンチューブに集めた。ここに１５ｍ
Ｍ Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ（３ｍＬ）、ガラスビ
ーズ（直径１０６µｍ以下、５０ｍｇ）を加
えて超音波破砕（和研薬株式会社製 ｓｏｎ
ｉｃａｔｏｒＵＬＴＲＡＳＯＮＩＣＰＲＯ
ＣＥＳＳＯＲＸＬ）した。振動（３分）と
休止（１５秒）のサイクルを３回繰り返し
た。この細胞破砕液を４℃で１１０００ｇ
で１５分遠心した。上澄を回収し、７０％
硫安沈殿をオーバーナイトで行った。これ
を、４℃で１５０００ｒｐｍで２０分遠心
し、上澄を除去、沈殿物をクエン酸バッフ



ァー（ｐＨ５、２ｍＬ）に溶かした。これ
をクエン酸バッファー（ｐＨ５）で６時間
透析した。透析液を２ｍＬに希釈し、粗酵
素溶液とした。 
 最終濃度１ｍＭのＰＮＰ-α-ＧａｌＮＡ
ｃと粗酵素液をクエン酸緩衝液（ｐＨ５)
中で反応した（３７℃で１９時間）。これら
に０．１Ｍ Ｎａ２ＣＯ３炭酸ナトリウムを
加え、プレートリーダー（吸光度４１５ｎ
ｍ）にて酵素活性測定を行った。 
 上記の粗酵素液を用いて阻害剤の効果の
検証を行った。粗酵素液、１ｍＭ ＰＮＰ -
α-ＧａｌＮＡｃと阻害剤を用いクエン酸
緩衝液中で反応を行った。この時、阻害剤
の濃度は３０ｎＭ～１０µＭで行った。 
マウス血中のαＧａｌＮａｓｅ活性試験：Ｃ３Ｈ
／ＨｅＪ、Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ(♀，１１週齢以
上)のマウスから約３００µＬずつの血清を
回収し、得られた血清を５０ｍＭリン酸緩
衝液(ｐＨ６．０)で希釈し、一晩７０％硫
安沈殿を行った後に５０ｍＭリン酸緩衝液
で５時間透析を行った。このように抽出し
たサンプルに１ｍＭ ＰＮＰ-α-ＧａｌＮ
Ａｃを加え、５０ｍＭリン酸緩衝液(ｐＨ６．
０)中３７℃で 1時間インキュベートした。
その後０．５ＭのＮａ２ＣＯ３を加え反応を
止めた。これを分光光度計ＵＶ４１５ｎｍ
で測定した。 
Ｇｃプロテインの糖鎖修飾解析：Ｇｃグロ
ブリン(０．２ｍｇ)をＮＨ４ＨＣＯ３に溶解
し、ＲａｐｉＧｅｓｔ(１０ｍＭ)を加えて
４０℃で１０分放置した。その後、ＤＴＴ
存在下８０℃にて１５分放置した。これを
氷冷し、ヨードアセドアミド(２０ｍＭ)を
加え、暗所で３０分放置した。その後トリ
プシンを加え、３７℃で一夜放置した。Ｔ
ＦＡとＣＨ３ＣＮを加え、固相抽出カーボ
ンカラムで精製した。この時、２０％、４
０％、８０％アセトニトリル濃度で、２ｍ
Ｌ×２回ずつ回収した。なお、８０％アセ
トニトリルは４本回収した。得られた粗精
製物についてＬＣ-ＭＳ、ＨＰＬＣを用いて
分析を行った。分析条件：カラムはｃｈｒ
ｏｍｏｌｉｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ 
ＲＰ-１８ｅを用い、送液量は１ｍＬ/ｍｉ
ｎ、移動相、Ａ．０．１％ギ酸-水、Ｂ．０．
１％ギ酸含有アセトニトリルグラジエント
モード；０-５分：２％Ｂ、５-２０分：２％
-２５％Ｂ、３７℃、１．０ｍＬ／ｍｉｎ、
吸光度２１４ｎｍで検出した。 
 
４．研究成果 

 αGａｌＮａｓｅに対する阻害剤を化学合成、
この分子を用いαGａｌＮａｓｅに対する阻害能
を評価した。 
 単糖（αＧａｌＮＡｃ）が結合したＧｃ
ＭＡＦの血中での安定化により、がんに対
する免疫応答の維持を期待できるため、α
ＧａｌＮＡｃ分解酵素（αＧａｌＮａｓｅ）阻害
による新しい免疫調節抗がん治療を期待し
研究を行った。 
 合成したαGａｌＮａｓｅ阻害剤を用いて、ヒ
ト肝がん由来株化細胞ＨｅｐＧ２から抽出
した粗酵素に対する阻害研究を行った結果、
ＨｅｐＧ２細胞において本酵素の活性（４
３ｎｍｏｌ／ｍｇ／ｈ）が認められ、これ
に対してＩＣ５０=２３０ｎＭの阻害を確認
した。この結果は、鶏由来のαGａｌＮａｓｅ阻
害結果によく一致し、本阻害剤が種を超え
て広くαGａｌＮａｓｅに対して阻害効果を有す
ることを示している。また、ヒトのαGａｌ
Ｎａｓｅに対して良好な阻害効果が認められ
たことから、ＧｃＭＡＦの効果持続性改善
に期待できる。 
 一方、αGａｌＮａｓｅの細胞外液への放出は
認められず、文献情報と異なる結果も得ら
れた。がん組織においては、細胞が限定さ
れた空間で増殖し、細胞膜などに物理的に
大きなストレスがかかると考えられ、一般
的には放出されないαGａｌＮａｓｅがリークし、
これによってＧｃＭＡＦの破壊が起こる可
能性が示唆された。マウスを用いた研究に
おいては、系統によってαGａｌＮａｓｅの血中
活性が異なる結果を得た。がんを引き起こ
しやすい系統において高いαGａｌＮａｓｅの活
性が観察されたことは、非常に興味深い。 
 最後に、入手可能なＧｃＭＡＦの糖鎖構
造について、質量分析装置を用いて解析し
た。この結果、微量ではあるもののαＧａ
ｌＮＡｃが結合したＧｃＭＡＦが確かに存
在することを確認した。 
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