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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにシアル酸の付加に働く糖転移酵素（St3gal2、St6gal1）、およびマ
ンノースの分解に働くMan1aが、表皮幹細胞の加齢に伴い有意に発現が上昇することを見出した。加齢に伴う糖
鎖変化の生物学的意義を明らかにするため、ドキシサイクリン依存的に表皮幹細胞で糖鎖遺伝子を誘導する
Tet-ONマウスを作製した。St6gal1とMan1aにおいては、表皮幹細胞の増殖、分化異常等が認められ、早期に皮膚
老化表現型を示す可能性が示唆された。さらに表皮幹細胞の初代培養において、レクチンプローブを用いた免疫
沈降・質量分析を行い、コアタンパク質候補を複数同定した。

研究成果の概要（英文）：Glycosylation of membrane proteins has been suggested to regulate stem 
cell-niche interactions and cell behavior in response to various environmental stimuli. We have 
previously shown that epidermal stem cells from young and old mice exhibited distinct glycan 
profiles, with an upregulation of glycogenes such as St6gal1, St3gal2, and Man1a. However, the 
functional role of these glycan changes in skin aging remains unknown. In this study, we found that 
overexpression of St6gal1, St3gal2, and Man1a altered the glycan profile of epidermal stem cell 
membrane proteins in vivo. Mice overexpressing St6gal1 and Man1a exhibited phenotypes associated 
with skin aging, including the impaired epidermal structure and decreased proliferation. Mass 
spectrometry using membrane proteins pulled down by lectins showed the binding of several core 
protein candidates. Thus, this study showed the functional importance of glycogenes in vivo, which 
provide a glycan-based strategy for controlling skin aging.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 糖鎖　表皮幹細胞　皮膚老化　レクチン　シアル酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、糖鎖構造を高感度かつ迅速に検出することが可能なレクチン技術を用い、皮膚幹細胞の糖鎖修飾パ
ターンの加齢変化を捉え、その機能の一端を解明することに成功した。糖鎖は、DNA、タンパク質に次ぐ「第3の
生命鎖」と呼ばれ、近年注目を集めているが、少量の生体サンプルを用いた解析が困難であり理解が遅れてい
た。本成果は、糖鎖解析の最先端技術の開発に取り組む研究グループと協働することで生み出された成果であ
り、幹細胞の糖鎖を標的とした新たな老化制御や老化状態を早い段階で予測するバイオマーカーの創出へとつな
がることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
世界規模で急速に高齢化が進む中、加齢関連疾患の原因究明とその克服は大きな課題となっ
ている。近年、組織の加齢性機能低下の一因として、分化細胞の供給源である幹細胞の老化（ス
テムセルエイジング）が提唱されている。しかし、幹細胞老化に関する知見の多くは、個々の遺
伝子やゲノム制御に着目したもので、解析の難しいタンパク質修飾の視点からの研究が遅れて
いる。 
細胞表面の糖鎖は「細胞の顔」とも呼ばれるように、細胞の種類や状態によって大きく変化す
る。タンパク質や脂質を修飾する糖鎖は、細胞間コミュニケーションやシグナル伝達、細胞外マ
トリクスとの接着などに関わり、発生やがん化、炎症といった多様な生命現象を司る。血液型や
腫瘍マーカーをはじめ、糖鎖の違いは優れた分子マーカーとしても幅広く利用されてきた。個体
や細胞の老化の過程で、血清や線維芽細胞、脳や筋肉などの臓器でシアル酸の変化が観察される
が（Hanisch et al., PLoS One 2013, Itakura et al., Cell & Bioscience 2016, Catera et al., 
Oncotarget 2016）、その生物学的意義は不明である。近年、ヒト 3D皮膚モデルを用い、糖鎖関
連遺伝子をゲノム編集法により欠損させ、その生理機能を調べる“Glycoskin”が開発され、皮
膚における糖鎖の重要性が注目されている（Dabelsteen et al., Dev Cell 2020）。しかし、生体
内において、糖鎖の構造―機能―生物学的意義を結びつけた研究は少なく、未知な部分が多い。
特に成体幹細胞は、組織を構成する全細胞の１パーセント以下の割合で存在するごく少数の細
胞であり、微量の生体サンプルを用いた糖鎖解析は技術的に困難であった。  
佐田らはこれまでに、糖鎖工学
を専門とする舘野浩章（産業技術
総合研究所）との共同研究によ
り、若年、老年マウスの皮膚から
単離した表皮幹細胞を用いた網
羅的な糖鎖プロファイリングを
行った。舘野らが開発したレクチ
ンアレイ法は、糖結合タンパク質
であるレクチンをスライドガラ
ス上に固定化することで、糖鎖構
造を高感度かつ迅速に検出可能
とし、幹細胞の生化学的特性を理
解する上での技術的な制約を克
服した。この系を用い、我々は、
加齢に伴い、表皮幹細胞の糖鎖修
飾パターンがダイナミックに変
化する「グライコームシフト」が
起こることを発見した（図１、
Oinam et al., Aging Cell, 2020）。
さらに、若年、老化幹細胞に有意に存在するマンノース、α2-3 シアル酸をそれぞれ認識する糖
結合タンパク質であるレクチン（rHeltuba、rGal8N）を同定し、新たな老化バイオマーカーと
しての可能性を見出した。このような糖鎖変化に伴い、シアル酸の付加に働く糖転移酵素
（St3gal2、St6gal1）、およびマンノースの分解に働く Man1a が、表皮幹細胞の老化に伴い有
意に発現が上昇していた。表皮幹細胞の初代培養において、これら３種の糖修飾酵素を、単独あ
るいは組み合わせで過剰発現させることで老化型糖鎖パターンを誘導すると幹細胞が徐々に増
殖能力を失うことから、加齢に伴う糖鎖変化が、単に老化の結果ではなく、幹細胞の機能低下を
引き起こす原因となる可能性が示唆されていた。しかし、なぜ老化した幹細胞で糖鎖が変化する
のか、その生物学的意義や分子機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
①なぜ老化した幹細胞で糖鎖が変化するのか、②糖鎖をターゲットとすることで幹細胞の老
化―抗老化をコントロールできるかは、未だ挑戦的課題として残っている。本研究は、in vitro、
in vivoにおいて表皮幹細胞の糖鎖を若齢―加齢型へと改変し、分子機構を解明することで、糖
鎖を基軸とした老化制御へ向けた基盤を創出することを目的に実施した。 
 
３．研究の方法 
(1)トランスジェニックマウスの作出と解析 
全ての動物実験は、熊本大学の動物実験委員会のガイドラインに従って実施した。糖鎖関連遺
伝子（Man1a, St3 Gal2, St6gal1）の N 末に c-Myc または Flagタグを挿入し、DNA 断片は pTRE2
（Clontech）ベクターにクローニングした。マイクロインジェクションは、熊本大学生命資源研
究・支援センター 資源開発分野 動物資源開発研究施設（CARD）に受託した。得られたマウスは、



 

 

Rosa-rtTA、K14-rtTA、Pdgfra-rtTAマウスと交配し、二重トランスジェニックマウスを得た。外
来遺伝子発現誘導のため、マウスにドキシサイクリンを含む餌を与え、PCRによる遺伝子型確認
後、QRT-PCR、ウェスタンブロット、免疫染色によって発現を確認し、マウスラインの選別を行
った。皮膚の表現型は、外見変化の観察に加え、H-E 染色、免疫染色、ホールマウント染色によ
って解析した。 
 
(2)マウス初代ケラチノサイトの培養とレンチウイルスを用いた遺伝子導入 
マウス初代ケラチノサイトは、C57BL6/J 新生児マウス皮膚から単離した。ケラチノサイトを
マイトマイシン処理したマウス胚性線維芽細胞に播種し、低カルシウム培地（15％ケレックス処
理血清、0.05 mM CaCl2）中で培養した。Man1a、St3gal2、St6gal1、または EGFPをコードする
マウス cDNAを CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd ベクター（理研）にクローニングし、Lipofectamine 3000 
(Thermo Fisher Scientific) を用いて、パッケージングベクターpRSV-Rev, pMD2.G および
pMDLg/pRRE (Addgene) とともに 293 T細胞にトランスフェクションさせた。トランスフェクシ
ョン後 2日目と 3日目にレンチウイルスを含む培地を回収し、Lenti-X concentrator (Takara 
Bio)を用いて濃縮した。コラーゲン IV（シグマ社製）でコートした 24 ウェル培養プレートにマ
ウスケラチノサイトを播種した 1 日後、ケラチノサイトを 4μg/mL ポリブレンとともにレンチ
ウイルスに 16時間感染させた。糖鎖関連遺伝子（Man1a, St3 Gal2, St6gal1）を単独または３
つ同時に発現させたものを実験に使用した。16 時間後に培地を交換し、1 µg/ml の濃度の
blasticidinを用いて感染したケラチノサイトを選択した。 
 
(3)レクチン免疫沈降とレクチンブロット 
抗体を結合した磁性ビーズとサンプルを混合後、磁石を使ってビーズをチューブ側面に集め、

上清を除去した。溶出バッファーを加え免疫沈降物をビーズから解離し回収した。糖鎖の違いを
検出するレクチンブロットに使用するレクチン（rHeltuba, rGal8N、SNA）は、大腸菌を用いて
調製したものを舘野より分与してもらい使用した（Tateno et al., 2011）。レクチンは、HRP 
labeling kit（Dojindo）を用いて HRP と結合させ、最終濃度が 0.1μg/ml となるように調整
した。各細胞集団から 1μgのタンパク質を 5-20%ゲルで SDS-PAGEにより分離し、トランスファ
ー後、Carbo-Free blocking solution（Vector Laboratories）で 1時間ブロッキングした。HRP
標識レクチンと 4℃で一晩インキュベートし、シグナルを検出した。ゲルバンド中のタンパク質
は、株式会社かずさゲノムテクノロジーズ、およびプロメガに受託し、LC-MS分析を行った。得
られた MSデータから PEAKS Studioを用い解析し、タンパク質・ペプチドの同定を行った。 
 
４．研究成果 
(1)老化型糖鎖パターンを持つマウスモデルの作出と表現型解析 
高齢皮膚で見られる糖鎖を持つトラン
スジェニック（Tg）マウスを作出し、高マ
ンノース型からシアル酸を含む複合型へ
糖鎖修飾パターンが変化することで皮膚
や表皮幹細胞の老化が加速される可能性
について検討を行なった。ドキシサイクリ
ン依存的にシアル酸の付加に働く糖転移
酵素（St3gal2、St6gal1）、およびマンノー
スの分解に働く Man1a 遺伝子の発現が誘
導される Tet-ON マウスを作製し、qRT-
PCR、ウェスタンブロット、免疫染色、レク
チンブロットによりトランスジーンの発
現とそれに伴う糖鎖変化の誘導を確認し
た。６〜８週間の発現誘導により、
St6gal1、Man1aを過剰発現する Tgマウス
においては、脱毛や炎症といった皮膚老化
様の表現型が認められた（図２）。さらに、免疫染色により表皮幹細胞の表現型を調べたところ、
C57BL/6Jの高齢（24ヶ月齢）マウスで見られるような分化や増殖の異常、および老化マーカー
である Lamin の発現低下が、Tg マウスでは早期に誘導されている可能性が示唆された。一方
St3gal2過剰発現マウスにおいては顕著な表現型が認められなかった。糖鎖の構造によって表皮
幹細胞に及ぼす影響が異なる可能性が示唆され、現在さらなる表現型解析を進めている。 
 
(2)糖鎖修飾を受けるコアタンパク質の同定 
マウス初代培養表皮幹細胞に、加齢に伴って発現上昇する３種の糖修飾酵素（St3gal2、St6gal1、

Man1a）を、レンチウイルス用いて単独または同時に発現させることで、高齢型の糖鎖パターン
を in vitroで誘導した。細胞から抽出した膜タンパク質を材料にレクチンプローブ（rHeltuba、
rGal8N、SNA）を用いた免疫沈降・質量分析を行なった。その結果、高齢型の糖鎖α2-3シアル酸
を認識するレクチンプローブ rGal8N に対して、デスモソーム構成タンパク質（Desmoglein、



 

 

Plakoglobin、Desmoplakin）と核膜タンパク質
Lamin が結合性を示す可能性が示唆された。若
齢型糖鎖（マンノース）結合レクチン rHeltuba
についても同様に免疫沈降・質量分析を行った
が膜タンパク質は含まれていなかったためさ
らなる検討が必要である。 
 

(3)考察と今後の展望 
本研究では、老化した表皮幹細胞において、
α2-3 およびα2-6 シアル酸の増加と、それに
対応するシアル酸転移酵素（St3gal2 および
St6gal1）の発現上昇の機能的意義について解
析を進めた。今回の結果と一致するように、老
化したマウスの筋肉ではシアル酸の亢進が観
察される（Hanisch et al., PLoS One 2013）。
また、シアル酸転移酵素の増加は、ヒトにおけ
る老化マーカーとして示唆されており、80歳以
上の人の血漿中で St6gal1の活性が高いことが
示されている（Catera et al., Oncotarget 
2016）。一方、α2-3、α2-6 シアル酸は、ヒト
真皮線維芽細胞の細胞老化や加齢の際に減少
することが報告されている（Itakura et al., 
Cell Biosci. 2016）。このようなシアル酸の違いは、細胞の種類、動物種、あるいは標的タンパ
ク質の違いによるものと考えられ、シアル酸の生理機能が多様であることを示している。また、
老化した皮膚は創傷治癒能力の低下を示すが、これは表皮幹細胞と樹状突起上皮 T 細胞の間の
クロストークが損なわれていることが一因である（Keyes et al., Cell. 2016）。樹状細胞を含
むいくつかの免疫細胞が表皮にマンノース結合受容体を持っていることから（Wollenberg et 
al., J Invest Dermatol. 2002）、今回我々が見出した表皮幹細胞におけるマンノースの減少は、
老化した皮膚における幹細胞と免疫  細胞の相互作用の欠陥と関連している可能性がある。  
今後は、糖鎖修飾の違いが生じるコアタンパク質の機能解析を進め、糖鎖修飾の機能的重要性
と生物学的意味を明らかにすることで、糖鎖を基軸とした老化制御へとつながる。糖鎖は、細胞
表面に位置し、アクセスしやすいという利点から、創薬や診断の標的分子として注目が高まって
いる。糖鎖をツールとして、表皮幹細胞の老化状態を簡便に検出し、制御することが可能となれ
ば、老化を予防し、健康長寿を目指す糸口となるとともに、より精度の高い再生医療の実現が期
待される。 
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