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研究成果の概要（和文）：糖転移酵素遺伝子の欠損マウスは、多様な生物機能の異常を認める。そのメカニズムを解析
する上で、糖転移酵素が標的とする糖タンパク質（糖鎖キャリア分子）を同定することは重要である。本研究ではポリ
ラクトサミン糖鎖に着目し、グライコプロテオミクス技術によるポリラクトサミン糖鎖キャリア分子の同定を試みた。
ポリラクトサミン糖鎖に特異的に結合するレクチンを用いて糖ペプチドを捕集し、これらの比較グライコプロテオーム
解析を行うことにより、標的糖タンパク質候補を同定した。バイオインフォマティクス解析により、得られたキャリア
分子群についての傾向性を見たところ、それらの分子性状に共通した特徴および傾向が見出された。

研究成果の概要（英文）：Glycosyltransferase gene-deficient mice show various abnormalities in biological 
functions. To analyze the mechanism, it is important to identify the glycoproteins targeted by the 
glycosyltransferases (glycan carrier molecules). In this study, we focused on polylactosamine glycans and 
identified the carrier molecules of polylactosaminoglycans using glycoproteomics technology. 
Glycopeptides were captured with the lectins specifically bind to polylactosamine glycans. Comparative 
glycoproteome analysis of the captured glycopeptides identified the target glycoprotein candidates. 
Bioinformatics analysis of the obtained carrier molecules found common characteristics and tendency in 
the molecular nature.

研究分野：糖鎖生物学・細胞生物学・生化学
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 	
 糖鎖付加は生物における主要な翻訳後

修飾である。細胞表面の糖タンパク質・糖脂

質は、細胞間あるいはタンパク質間の相互作

用などに関与している。免疫細胞の分化や活

性化では、細胞表面糖鎖が変化することも知

られており、糖鎖は多くの重要な生命現象や

疾患に関与していると考えられている。しか

し、今までは糖鎖構造あるいはそのキャリア

分子を同定する技術が不十分であったこと

もあって、糖鎖機能の解明はあまり進んでい

なかったのが現状である。一部の糖鎖に関し

ては機能が知られているが、糖鎖改変マウ

ス・細胞株などの表現型から、個別分子上の

糖鎖解析をするに留まっており、生物学（糖

鎖機能）と絡めた網羅的なグライコプロテオ

ミクス解析などが行われた例は少ない。また、

実際の生体内で合成される糖鎖がどのよう

なキャリア分子の上に存在しているのかを

糖鎖遺伝子ノックアウトマウスを用いて網

羅的に解析した例はほとんど無く、グライコ

プロテオミクス技術による解析により、生体

内の糖鎖合成に関する新たな知見が得られ

るとともに、基幹糖鎖構造であるポリラクト

サミン糖鎖の重要な生物学的・基礎医学的な

知見が得られると考えられた。	
 

	
 	
 本研究の対象であるポリラクトサミン

(ポリ-N-アセチルラクトサミン)糖鎖構造は、

ガラクトース	
 (Gal)と N-アセチルグルコサ

ミン	
 (GlcNAc)の 2 つの単糖がβ1-4 結合した

N-アセチルラクトサミンの繰り返し構造か

ら成り、糖タンパク質（N-結合型、O-結合型

糖鎖）あるいは糖脂質上などに存在する。ポ

リラクトサミン構造自体が、ガレクチンのよ

うな内在性レクチンのリガンドとして直接

的に機能する一方、そのポリラクトサミン上

には種々の機能性糖鎖抗原を担う事で、多岐

にわたる機能をもつと考えられている。そこ

で、本研究では、これらを明らかにすること

を目的として、ポリラクトサミン糖鎖ノック

アウト	
 (KO)マウスである B3gnt2	
 -/-マウスを

用いてグライコプロテオミクス解析を行い、

そのキャリア分子の同定と生物機能との関

連についての考察を行うこととした。	
 

	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 	
 糖転移酵素遺伝子を欠損したモデル動

物（マウス）は、多様な生物機能（表現型）

の異常を認める。その為、種々の糖転移酵素

の標的タンパク質を同定することは生体内

における糖鎖の機能を理解する上で重要な

情報である。	
 

	
 	
 本課題では、基幹的糖鎖構造の一つであ

るポリラクトサミン糖鎖合成に関与する糖

転移酵素：	
 β1,3-N-アセチルグルコサミン転

移酵素 2（β3GnT2）遺伝子ノックアウトマウ

ス（B3gnt2-/-マウス）の細胞・組織を用いて、

各種解析をすることによって、生合成される

ポリラクトサミン糖鎖の標的分子と機能の

解明を試みるものである。ポリラクトサミン

糖鎖の発現に関する基礎的な知見に関して

は、未だ不足していると考えられるため、ま

ず始めにポリラクトサミン糖鎖のキャリア

分子の同定を目的とした。	
 

	
 

	
 

３．研究の方法	
 

	
 	
 本課題では、基幹的糖鎖構造の一つであ

るポリラクトサミン糖鎖合成に関与する糖

転移酵素、β1,3-N-アセチルグルコサミン転

移酵素 2（β3GnT2）遺伝子ノックアウトマウ

ス（B3gnt2	
 -/-	
 マウス）と野生型(WT)マウス

から、それぞれ糖鎖キャリア分子（糖ペプチ

ド）をポリラクトサミン糖鎖に特異的に結合

するレクチンを用いて捕集し、これらの比較

グライコプロテオーム解析を行うことによ

り、β3GnT2 に特異的な標的タンパク質の大規

模同定を進めた（図 1）。	
 



	
 

図 1：グライコプロテオーム解析による糖鎖

キャリア糖タンパク質分子同定の流れ	
 

	
 

	
 	
 ポリラクトサミン糖鎖のキャリア糖タ

ンパク質を効率的に捕集するために、レクチ

ンアフィニティーによる捕集の系の構築を

行った。まず、ポリラクトサミン糖鎖に結合

するレクチンを選択し、これを用いてアフィ

ニティーカラムを作製した。野生型及び

B3gnt2–/–マウスの臓器（脾臓）より糖タンパ

ク質画分を抽出し、そこからタンパク質分解

酵素処理により糖ペプチドを調製した。得ら

れた糖ペプチド画分をレクチンアフィニテ

ィーカラムに供し、濃縮・精製を行った。グ

ライコプロテオミクス技術の一つである、

IGOT	
 (Isotope-coded	
 Glycosylation	
 

site-specific	
 Tagging) 法 	
 (Kaji	
 et	
 al.	
 

2003	
 Nat	
 Biotechnol.)によって、溶出画分

の糖ペプチドを標識した後、LC/MS ショット

ガン法（質量分析解析）によってペプチド配

列を同定し、糖タンパク質分子のリストを作

製した。また、得られたキャリア分子候補の

情報を、バイオインフォマティクス技術

（KeyMolnet:	
 株式会社 KM データ製	
 等）に

よる分子の局在、性状解析を行い、その傾向

性などを解析した。この候補分子について、

生化学的に解析を行い、一部検証を行った。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 	
 まず始めに、ポリラクトサミン糖鎖のキ

ャリア糖タンパク質を効率的に捕集するた

めの、レクチンアフィニティーによる捕集系

の構築を行った。まず、ポリラクトサミン糖

鎖に結合するレクチンを選択し、これを用い

てアフィニティーカラムを作製した。まずは、

このカラムに細胞株（ヒト細胞株 HL-60 細胞）

の細胞抽出物を通した後に溶出した。当該の

溶出物をレクチンブロットで確認したとこ

ろ、ポリラクトサミン糖鎖を含む糖鎖構造を

有する糖タンパク質群が濃縮されていると

考えられた。また、系の最適化を進めて確認

を行った。	
 

ある程度の最適化が計れたと思われたため、

次に野生型マウス B細胞を用いて実際の同定

作業を行った。まず、野生型マウス B 細胞由

来糖ペプチド IGOT-LC/MS 法によって解析し

た結果、50 以上の糖タンパク質分子を同定し

た。同定された分子の中には、文献上ポリラ

クトサミン糖鎖を持つとされているものが

複数リストアップされていることを確認し

た（図 2）。例えば、CD44 分子などはその分

子上の糖鎖構造上にポリラクトサミンを有

するということが報告されている。	
 

	
 

図 2：同定されたキャリア糖タンパク質候補

分子群	
 

	
 



	
 	
 さらにポリラクトサミン糖鎖キャリア

分子を同定するために、野生型マウスの脾臓

細胞を用いて、同様の解析を進めた。以上の

解析より、野生型マウス B 細胞や脾臓細胞の

細胞抽出物から 270 以上のポリラクトサミン

糖鎖キャリアタンパク質候補分子を同定し

た。また、同定されたこれらの分子がポリラ

クトサミン糖鎖欠損を含

むかどうかについて、一部

糖 タ ン パ ク 質 分 子 を

Western	
 blot 法によって

解析した結果、ポリラクト

サミン糖鎖欠損に伴うと

考えられる分子量の減少

を認めた（図 3）。	
 

図 3：Western	
 blot 法によるキャリア分子の

検証の一例	
 (分子量の減少を認める)	
 

	
 

	
 	
 得られたキャリア分子群の情報（リス

ト ） か ら 、 KeyMolnet お よ び DAVID	
 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov)等による

Gene	
 Ontology 解析（分子の局在・性状解析、

ネットワーク解析）によって傾向性を見たと

ころ、約 7 割の分子は膜タンパク質であり、

受容体分子・細胞接着に関与する分子が多く

含まれていた（図 4）。	
 

	
 

図 4：Gene	
 Ontlogy 解析に基づく分子ネット

ワーク解析の結果	
 

	
 	
 そこで、野生型マウスと B3gnt2–/–マウス

の脾臓細胞由来膜タンパク質画分を用いて、

2 次元電気泳動による比較解析での検討を行

った結果、多くのタンパク質のバンド位置の

差が認められた。このことからもポリラクト

サミン糖鎖はその多くが細胞膜表面の糖タ

ンパク質上に結合している可能性が高いこ

とが考えられた。（図 5）。	
 

	
 

図 5：膜タンパク質画分の 2 次元電気泳動に

よる比較解析	
 

	
 

	
 	
 以上、本研究課題では、β3GnT2 酵素に特

異的な標的タンパク質をグライコプロテオ

ーム技術で同定するための解析手法を確立

した。今後はより多くのサンプルを解析する

事で、標的タンパク質（ポリラクトサミン糖

鎖キャリア）分子の共通した特徴や傾向がよ

り詳細に明らかになると考えられる。将来に

おいて、特定のタンパク質に対してポリラク

トサミン糖鎖が選択的に付加されるメカニ

ズムと機能の解明が進むと期待される。	
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