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研究成果の概要（和文）：本研究では新たな切り口として「糖鎖サイクル」という糖鎖の一生を形作る生合成、機能発
現を統合的に捉える概念を提案し、生活習慣病や神経変性疾患との関わりについて検討した。細胞外からの単糖流入を
追跡する糖ヌクレオチド代謝動態追跡法、細胞内糖ヌクレオチドの一斉定量法、糖ヌクレオチドから各糖鎖への合成の
流れを追跡する方法を確立することによりGlcNAcの細胞内動態を追跡した。グルコサミン転移酵素-IIIはα1-6フコー
ス転移酵素欠損時に補完的な働くことを見出した。他、GnT-IXのエピジェネテックな遺伝子発現制御やゴルジ体での酵
素活性調節など糖鎖の生合成が多段階で制御されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We proposed a fundamental paradigm"GlcNAc cycle" that living cell regulates biosyn
thesis and catabolism of glycans in response to pathological changes. We could grasp the dynamic cellular 
information by analyzing the each step in glycosylation. Nucleotide sugars level were simultaneously deter
mined by ion-pair HPLC. Mass isotopomer analysis of metabolically labeled nucleotide sugars and N- and O-g
lycans revealed the UDP-GlcNAc metabolisms. We also developed a HPLC method for various GlcNAc transferase
s activities, and found the endogenous inhibitory factor for GlcNAc transferase-IX (GnT-IX) in Neuro2a cel
ls. Brain-specific expression of the GnT-IX was also regulated by epigenetic histone modifications. In add
ition, GnT-III compensated for the loss of core fucose functions. These data suggested that glycosylation 
is regulated by multiple stages in cellular GlcNAc metabolisms.
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１．研究開始当初の背景 
 
 糖鎖付加は最も主要な翻訳語修飾であり、
多くの生命科学の領域において糖鎖が重要
な機能をもっていることは周知の事実であ
る。そして糖鎖が癌、糖尿病などの生活習慣
病や神経変性疾患といった病態で、その成因、
診断や治療に直接あるいは間接的に関与す
ることが指摘されている。申請者らはこれま
で糖タンパク質の N 結合型糖鎖の枝分かれ
を合成する糖転移酵素の多くを分離精製、遺
伝子クローニング、その遺伝子を導入した糖
鎖改変動物や細胞を用いた表現型解析など
を通じて、糖鎖の生理的意義の解明を進めて
きた。更に各糖転移酵素が作用する標的タン
パク質をグライコプロテオミクス手法によ
り同定した後、標的糖タンパク質が本来もっ
ている機能を調べることによって機能グリ
コミクス研究を推進してきた。その一方で、
これらの糖タンパク質糖鎖の機能は糖ヌク
レオチドや糖ヌクレオチド輸送体などによ
っても制御されることも報告した。このよう
な長年の研究成果に基づいて、我々は新しい
切り口として「糖鎖サイクル」という糖鎖の
一生を形作る生合成、機能発現までの流れを
統合的に捉えることの必要性に到達した。 
 N-アセチルグルコサミン糖鎖サイクルに
おいて、グルコースは細胞外からグルコース
輸送体(GLUT2)によって細胞内に取り込ま
れ、ヘキソサミン経路によって糖ヌクレオチ
ドである UDP-GlcNAc に変換される。
UDP-GlcNAc の一部は細胞内や核に存在す
るO-GlcNAc転移酵素のドナーとして使われ、
O-GlcNAc 化 さ れ る が 、 そ の 他 は
UDP-GlcNAc 輸送体によってゴルジ体に入
り、そこで GlcNAc転移酵素のドナーとして
使われる。GLUT2の場合、GnT-IVなどの転
移酵素によりGLUT2にGlcNAcを付加して、
糖タンパク質(GLUT2)本来の機能を発揮さ
れる。このサイクルのいずれかが異常を来す
と GLUT2の機能は失われる。すなわち糖鎖
修飾は極めて合理的に細胞環境に応じて、そ
の合成・分解を調節し適切な応答を行ってい
ると考えられる。 
 
２． 研究の目的 
 
 本研究では糖タンパク質のもつ糖鎖機能
を個別に解析するのではなく、「糖鎖サイク
ル」として糖鎖の生合成を担う、１）単糖の
代謝、２）糖ヌクレオチド、３）糖ヌクレオ
チド輸送体、４）糖転移酵素、５）細胞膜受
容体糖鎖、それぞれの機能を理解して最終的
にそれらを統合的に理解する。具体的には、
これらの各々のステップを効率よく捉える
解析法の確立から、病態における糖鎖シグナ
ルを解明し、疾患の発生機構、治療への基盤
的な研究を進めることを目的とする。 
 
 

３． 研究の方法 
 
糖ヌクレオチドの一斉定量 
 細胞試料由来の糖ヌクレオチドは、エタノ
ール沈殿して得られる画分を、更にグラファ
イトカーボンカラムを用いた固相抽出によ
り精製した。特定のオクタデシルカラムを用
いる最適化したイオンペア逆相HPLC法によ
り分析した。 
 
質量同位体測定による糖鎖修飾の動態追跡 
 上記 HPLC法をMSと直結し、更に安定同
位体単糖 13C6-グルコースにより標識した糖
ヌクレオチドの質量同位体のパターンを測
定するシステムを構築した。得られた同位体
分布は、もともと天然に存在する同位体の割
合を差し引いて、13C6 でラベルされた各部位
の割合を百分率として数値化した。 
 同様に糖ヌクレオチドがどの糖鎖にどの
程度取り込まれたか、その全貌を追跡するた
め 13C2-グルコサミン(GlcN)で標識した糖鎖の
質量同位体分布を測定した。代謝標識した細
胞から糖タンパク質由来 N結合型糖鎖、O結
合型糖鎖を糖アルコール体としてキャピラ
リーLC-ESI-MS により各々の糖鎖がラベル
された割合を数値化した。 
 
GlcNAc転移酵素の酵素活性測定法 
 細胞可溶化液の存在下で N 型糖鎖の分岐
に関わる酵素群の活性をHPLCにより測定す
る方法を確立した。各々の GnTの基質になり
うるピリジルアミノ化糖鎖を選定し、それら
と酵素反応生成物を一斉分離する条件によ
りGnT-III, IV, V, および IXの酵素活性を測定
した。 
 
糖転移酵素間における補完的メカニズムの
解析 
 糖転移酵素を欠損したマウス由来の繊維
芽細胞株を用いて、野生株と欠損株における
単糖代謝フラックス、糖ヌクレオチド、
GlcNAc 転移酵素の活性、糖鎖構造の質的・
量的変動を比較した。本研究ではコアフコー
ス酵素欠損マウスにおける GnT-III の発現誘
導について着目して生化学的解析を行った。 
 
GnT-IXの内在性阻害因子の同定 
 上記 GlcNAc 転移酵素の活性測定法を利用
して、特に脳・神経系に限定して発現して、
O-マンノース糖鎖の分岐鎖合成を担う糖転
移酵素（GnT-IX）に対する阻害因子を探索し
た。神経芽細胞腫細胞株に認められた GnT-IX
に対する阻害効果を見出した。阻害因子はク
ロマトグラフィーを用いて生化学的に精製
後して同定した。 
 
GnT-IXのエピジェネテッィクな発現制御索 
 GnT-IX を発現しているマウス脳の細胞と
発現していない腎臓の細胞株を用いて、この
遺伝子の周辺にあるヒストンの活性化の様



子を解析した。クロマチン沈降法とゲルシフ
ト法などによりヒストンの活性化状態を明
らかにするとともに、GnT-IXの発現制御する
転写因子を同定した。 
 
GnT-IXの脱髄疾患における役割解明 
 GnT-IX 欠損マウスと野生型マウスにそれ
ぞれクプリゾンを投与し、人為的に脱髄を進
行させて両者の組織学的解析を行った。生化
学的解析をもとに GnT-IX の生理的基質を探
索し、GnT-IXによる再ミエリン化の抑制メカ
ニズムを検討した。 
 
４．研究成果 
 
Nアセチルグルコサミンサイクルを捉える解
析技術の確立 
  
 糖鎖修飾に関わる糖ヌクレオチド
(UDP-GlcNAc を含む)とヌクレオチドの一斉
分離に世界で初めて成功した。糖ヌクレオチ
ドの一斉定量が可能になった。癌細胞株では
正常細胞株に比べてUDP-GlcNAcレベルが有
意に高いことがわかった。癌細胞株の由来組
織によって、癌微小環境における糖ヌクレオ
ドの低グルコース刺激に対する応答が異な
った。膵臓がん細胞株においては、特異的に
UDP-GalやUDP-GlcNAcが劇的に減少するこ
とを見出した。 
 確立した単糖代謝動態を追跡により、
UDP-GlcNAcの代謝経路をモニターできるこ
とを明らかにした。具体的には UDP-GlcNAc
と CMP-NeuAc の質量同位体分布から
UDP-GlcNAcの生合成に関わるヘキソサミン
経路、核酸合成経路、解糖系、利用経路に関
わる CMP-NeuAc の合成系の流れを数値化す
ることに成功した。応用例として、肝癌細胞
株と膵臓β細胞株（インスリノーマ）を比較
したところ、膵臓β細胞株では解糖系や
CMP-NeuAc の合成系が極めて遅いことがわ
かった。 
 13C2 グルコサミンでラベルされた割合は、
糖鎖の合成速度を反映することがわかった。
応用例として同様に、肝癌細胞株と膵臓β細
胞株（インスリノーマ）を比較した結果、膵
臓β細胞株のシアロ糖鎖の含量が少なく、且
つ、シアル酸残基がラベルされにくいことが
わかった。この結果は、CMP-NeuAc の合成
速度が遅いことがシアル酸修飾に影響を及
ぼしていることを示す。更に、糖尿病条件下
の膵臓β細胞株においてヘキソサミン経路
や解糖系のUDP-GlcNAc合成経路が亢進して
いることも確認した。 
 In-vitro や過剰発現系でしか測定できなか
った GnT-IX の活性測定法を確立した。この
方法の確立に伴って、N結合型糖鎖の分岐に
関わる酵素群(GnT-III, GnT-IV, GnT-Vおよび
Gn-T-IV)の活性を HPLCにより一斉評価する
ことが可能になった。 
 

GlcNAcサイクルの制御機構の解析 
 
 GnT-III とコアフコース転移酵素(FuT-8)に
おいて補完的なメカニズムあることを突き
止めた。具体的には Fut-8 欠損マウスの繊維
芽細胞や血清中の免疫グロブリンの糖鎖を
定量解析したところ、GnT-IIIにより作られる
バイセクティング GlcNAc を有する糖鎖が 3
倍に増加していた。野生型に比べて GnT-III
の発現に関わる mRNAが 3倍に、その酵素活
性も 8倍に増加していた。原因を解明するた
め、Fut8 欠損 MEF 細胞の遺伝子変化を調べ
たところ、同細胞内でシグナル伝達物質であ
る Wnt のターゲット遺伝子群が増加してい
ること、また遺伝子の転写を活性化するβカ
テニンが蓄積していることがわかった。 
 神経芽細胞腫細胞株から GlcNAc 転移酵素
(GnT-IX)の酵素活性調節因子（エクトヌクレ
オチドピロホスファターゼ／ホスホジエス
テラーゼ 3: ENPP3）を同定した。その酵素学
的な解析から、ENPP3 により UDP-GlcNAc
が加水分解されて生じる UMP が、
UDP-GlcNAcに対する競争的阻害因子として
働いて GnT-IX の活性を阻害していることを
明らかにした。 
 GnT の組織特異的な遺伝子発現制御機構
を明らかにするため、GnT-IXのプロモーター
部分に対するクロマチン沈降実験を行った
結果、脳以外の組織では抑制性クロマチンが
結合しているのに対して、脳では活性化クロ
マチンが結合していることがわかった。さら
にニューロン系の細胞では CTCFや NeuroD1
などの転写因子がリクルートされて GnT-IX
の転写活性化が起きていることがわかった、 
 GnT-IX ノックアウトマウスの解析結果か
ら、GnT-IXが受容体型プロテインチロシンホ
スファターゼ(RPTP)を生理的基質とする
ことを明らかにした。RPTPは脱髄に関する
役割があることが知られていため GnT-IX 欠
損マウスを用いて可逆的な脱髄モデルを作
成した。GnT-IX欠損マウスは野生型マウスに
比べて脱髄が軽症であることを明らかにし
た。さらに脳梁部分のアストログリオーシス
が減衰していること、その結果としてオリゴ
デンドロサイト前駆細胞の分化が促進され
ていることなどを見出し、GnT-IXは再ミエリ
ン化を抑制する役割を持つことがわかった。 
 血管内皮スカベンジャー受容体 SREC-1 を
一例として、細胞膜受容体糖鎖の役割を明ら
かにした。SREC-1を発現した CHO細胞を樹
立し、3 カ所の糖鎖修飾部位を同定、各々の
糖鎖構造と機能を検討した。各付加部位の糖
鎖がリガンドとの結合、膜輸送、プロテアー
ゼに対する抵抗性に関わっていることを明
らかにした。 
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