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研究成果の概要（和文）：　がん特異的なコアフコシル化糖タンパク質を特異認識するモノクローナル抗体の開
発に向けて、我々が開発した糖鎖抗原特異的な免疫誘導剤の応用の可能性を検証するために必要な実験系の確立
と材料調製を実施した。また免疫法の条件検討においてモデルとして用いた天然の糖脂質を認識する新規モノク
ローナルIgGを獲得した。さらにはイムノアッセイ系の検討過程において、細胞の特定の糖鎖の分解阻害剤を見
出した。

研究成果の概要（英文）： To obtain monoclonal antibodies that recognize cancer-associated core 
fucosylation in glycoproteins, we examined application of our established immunity inducing method 
using artificial glycosphingolipid as immunogen. Particularly in this project, we have prepared two 
species of core fucosylated artificial glycosphingolipids and developed a screening method for 
obtaining the anti-core fucosylated glycoprotein antibody. On the other hand, we have obtained a 
monoclonal anti-glycosphingolipid IgG and found new activity of specific inhibitors for cellular β
-hexosaminidases in this project.

研究分野：糖鎖工学、糖鎖免疫学

キーワード： コアフコース　モノクローナル抗体　糖鎖抗原　がん　糖タンパク質　スフィンゴ糖脂質　セラミド誘
導体　ワクチン
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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 
 ヒト細胞は多種多様な構造からなる糖鎖
を糖タンパク質や糖脂質という分子形態に
て産生しており、細胞に病的変化が生じた場
合はこれらの糖鎖が正常細胞には見られな
い構造へと変化することが以前より知られ
ている。細胞のがん化にともない新たに生じ
る糖鎖は腫瘍マーカーとして活用できるこ
とも知られており、代表例として大腸がん細
胞が特異的に産生するSialyl-Lewisa 型糖鎖
を含有する糖タンパク質抗原 CA19-9 の血中
濃度測定による消化器系がんの診断技術な
どがある。 
 新規腫瘍マーカーの探索研究において、糖
タンパク質の N-結合型糖鎖構造の変化は有
望なターゲットである。なかでもその基幹部
に見られるコアフコシル化糖鎖構造（Fucα
1,6GlcNAc-R）は、細胞のがん化にともない
新たに産生される糖タンパク質を特徴付け
る構造として知られている。例えば、肝細胞
が産生するα-フェトプロテインの N-結合型
糖鎖は、細胞のがん化にともないコアフコシ
ル化される。このコアフコシル化糖鎖は、レ
ンズマメ由来レクチン（LCA）にて検出でき
るが、レクチンの特異性・親和性の低さ、不
安定さが検出系開発における課題となって
いる。コアフコシル化糖鎖を特異認識するモ
ノクローナル抗体の開発は、この課題解決の
一つの手段である。 
 一方、我々は様々な糖鎖を認識する抗体を
自在に開発するための技術開発を進めてい
た。本開発の課題は、糖鎖はタンパク質にく
らべて免疫原性が低く、免疫しても宿主動物
に効率良く抗体産生を誘導できないことに
あったため、標的糖鎖の免疫原性を高めるキ
ャリア分子の開発に取り組んでいた。その結
果、セラミド誘導体に目的のキャリア分子と
しての性質を見出し、本方法の応用により血
中主要糖タンパク質のシアリル化糖鎖をエ
ピトープ認識するモノクローナル抗体の獲
得に成功していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、がんに特異的な糖タンパ
ク質のコアフコシル化糖鎖を特異認識する
モノクローナル抗体の獲得において、我々が
シアリル化糖鎖をモデルとして開発した糖
鎖抗原特異的な免疫誘導法、キャリア分子/
免疫誘導剤の応用の可能性を検証すること
であり、目的のモノクローナル抗体獲得に必
要な一連の実験系、すなわち免疫方法の最適
化、目的抗体のスクリーニング方法、獲得し
た抗体の特異性決定のためのイムノアッセ
イを確立することである。よって最終的には
がん診断や抗体医薬品等の材料として活用
できるレベルのモノクローナル抗体を獲得
することにある。 
 
３．研究の方法 
（１）免疫誘導剤の材料調製 

 コアフコシル化糖鎖は化学合成また当該
糖鎖を含有する糖タンパク質より調製した。
糖タンパク質は市販品、培養細胞、マウスの
組織より調製した。 
 
（２）イムノアッセイ 
 抗原糖鎖を有する糖タンパク質や糖脂質
を固相化した 96 well プレートを用いた
ELISA を確立し、血清やモノクローナル抗体
の抗体価を評価した。糖タンパク質の分離解
析では、SDS-PAGE により試料を分離し、PVDF
メンブレンに転写してイムノブロットを実
施した。用いた糖タンパク質試料は必要に応
じて免疫沈降による前処理にて濃縮・精製し
た。糖脂質の分離解析では薄層クロマトグラ
フィー（TLC）により試料を分離し、TLC プレ
ー ト 上 で の イ ム ノ ブ ロ ッ ト
（TLC-immunostaining）を実施した。 
 
（３）マウスへの免疫と血清の調製 
 免疫誘導剤や天然の糖脂質はアジュバン
ドと混合し、リポソーム法にてマウスに免疫
した。追加免疫後３日目と７日目に血清を採
取し、ELISA により抗体価を評価した。 
 
（４）モノクローナル抗体の作製 
 免疫により血清中への目的抗体の産生を
確認できたマウスよりリンパ球を採取し、常
法によりハイブリドーマを作製した。標的糖
鎖を含有する血清糖タンパク質、糖脂質を抗
原とする ELISA にて標的糖鎖に反応するモ
ノクローナル抗体産生株を選別・単離した。 
 
（５）モデル細胞/組織の確立 
 糖鎖分解阻害剤にて処理することで、抗原
エピトープとなる糖鎖の含有量を変化させ
たヒト由来培養細胞を確立し、その性質を各
種生化学アッセイにより決定した。また食餌
コントロールにより糖質摂取量を制限した
過食性肥満マウスより肝臓を採取し、糖タン
パク質や糖脂質の含有量への影響を各種生
化学アッセイにより決定した。 
 
４．研究成果 
（１）スクリーニング法の確立 
 コアフコシル化糖鎖をエピトープ認識す
るモノクローナル抗体の開発には、ELISA に
よるスクリーニング法の確立が必要である
ため、コアフコースを糖鎖構造として有する
糖タンパク質を固相化抗原とするELISAにつ
いて検討し、HRP-LCA の反応性を指標とした
評価にて系を確立した。 
 
（２）免疫誘導剤の設計と調製 
 コアフコシル化糖鎖に最適化した免疫誘
導剤について、以前のシアリル化糖鎖を用い
た検討により見出したセラミド誘導体をキ
ャリアとする免疫誘導剤/人工糖脂質を設計
した。免疫誘導能を増強するために見出して
いた構造的な利点に加え、免疫方法の条件検
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ーナル抗体を用いた各

モノクローナル抗
体の特異性評価のために必要なイムノアッ

糖鎖モ
糖タンパク質
定性・

各種確立した。本検
糖鎖分解阻害剤
細胞モ

デルと、糖質摂取制限にて飼育することで抗
原糖鎖量を変化させた動物（過食性肥満マウ
モデルを用いた。本検討過程において、

化タンパク質）
処理により増加するこ

その代表的な検出用モノクローナル抗
糖タンパク質の

エピトープを認識すること
確立した免疫沈降法と分離解析法
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効果も有し、
ヒト血管内皮細胞内に

見出した。さ
肥満マウスの肝臓にて脂肪肝



形成にともないスフィンゴ糖脂質の含有量
が低下していることも見出した。以上の研究
成果は、「５．主な発表論文等」に記載の学
術論文（⑤〜⑦）において公表した。 
 
（５）抗コアフコシル化抗体の免疫誘導 
 調製した免疫誘導剤を改良した免疫法に
てマウスに投与したところ、確立した ELISA
により評価にてコアフコース含有糖タンパ
ク質に対する抗体の産生を示すデータを得
た。そこで抗体価の上昇が確認されたマウス
を用いてモノクローナル抗体の獲得へ向け
た検討を進めている。 
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