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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS/ES細胞は無限に増殖できる能力（自己複製能）や、心筋細胞や神経細胞など、あら
ゆる細胞に分化する能力（多能性）を持つ。そのため、ヒトiPS/ES細胞は各種の疾病を根本的に治癒する再生医療のた
めの細胞源として社会的にも大きな期待が寄せられている。研究代表者はこれまでの研究において、ヒトiPS/ES細胞に
特異的に反応するrBC2LCNレクチンの発見に至っている。本研究では、本rBC2LCNレクチンのヒトiPS/ES細胞への反応機
構やレクチンが認識する糖鎖の機能を明らかにするとともに、rBC2LCNレクチンを用いて未分化細胞を検出、除去する
ための新たな技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：hiPSCs and hESCs have abilities to proliferate eternally (self-renewal) and 
differentiate into any cell types such as cardiomyocytes and neurons (pluripotency). Therefore, hiPSCs 
and hESCs gain a lot of attentions as cell sources for regenerative medicine. I have discovered a 
hiPSC/hESC-specific lectin called rBC2LCN. In this study, I analyzed the binding mechanisms of rBC2LCN to 
hiPSCs/hESCs, clarified the functions of glycans recognized by the lectin, and developed technologies to 
detect and eliminate undifferentiated cells.

研究分野：糖鎖生物学
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１． 研究開始当初の背景 
2010 年、世界で初めてのヒト ES 細胞を用
いた第1相臨床試験が米国で急性脊髄損傷に
対して始まり、さらに今年、加齢黄斑変性に
対するヒト ES 細胞を用いた臨床試験が実施
され、ヒト多能性幹細胞による細胞治療が現
実化してきた。更に、山中教授のノーベル賞
受賞で注目されている人工多能性幹細胞
（iPS 細胞）は、受精胚を使用しないなどの
理由から倫理的な障壁が低く、且つ自家組織
からも樹立できることから、革新的な細胞源
として期待されている。こうした細胞源を再
生医療に利用するためは、細胞の品質や安全
性を担保するための技術を開発する必要が
ある。 
一方、糖鎖は「細胞の顔」とされ、細胞の性
質を鋭敏に反映することから、iPS 細胞をは
じめとする幹細胞の安全性や有効性の評価
に有効である。事実、多能性幹細胞を判別す
る際の未分化マーカーとして使用されてい
る SSEA3/4 抗体や Tra-1-60/81 抗体はいずれ
も糖鎖を認識している。糖鎖は多能性幹細胞
表面も高濃度に覆い、幹細胞間の情報伝達を
直接担当する現場分子として働いている。し
かし SSEA3/4 抗体や Tra-1-60/81 抗体の糖鎖
抗原も含めて、幹細胞表面に特異的に発現す
る糖鎖構造が、多能性幹細胞の機能発現にど
のような役割を担っているのか、については
ほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
第３の生命鎖と呼ばれる糖鎖は細胞間相
互作用を媒介することにより多くの生命現
象に関係している。再生医療のための細胞源
として期待される多能性幹細胞（iPS 細胞、
ES 細胞）表面も糖鎖で覆われているが、その
構造や機能は十分には理解されていない。研
究代表者らは多能性幹細胞の網羅的糖鎖解
析の結果、多能性幹細胞に特異的に反応する
新規プローブレクチン（rBC2LCN）の発見に
至っている。本研究では rBC2LCN が認識する
新規未分化糖鎖マーカーの構造と機能を明
らかにするとともに、糖鎖を活用した未分化
細胞除去技術を開発する。最終的には多能性
幹細胞の未分化維持機構への理解を深め、再
生医療実現化に貢献する新規糖鎖工学技術
の創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）rBC2LCN が認識する新規未分化糖鎖マ
ーカーの構造解析：rBC2LCN が認識する糖タ
ンパク質リガンドを、rBC2LCN 固定化ビーズ
を用いたレクチンキャッチとウエスタンブ
ロット法で同定した。また液体クロマトグラ
フィーと質量分析計を用いた方法を用いて、
rBC2LCN が認識する糖鎖構造を決定した。 
（２）rBC2LCN を用いた未分化細胞除去試薬
の開発：rBC2LCN と緑膿菌由来毒素の融合タ
ンパク質の発現系を構築し、ヒト iPS 細胞や
ES 細胞への殺傷効率を検討した。 

 
（３）rBC2LCN の内在化機構の解析：蛍光顕
微鏡や電子顕微鏡を用いてrBC2LCNの局在や
内在化機構を解析した。 
 
（４）rBC2LCN が認識する糖タンパク質リガ
ンドの機能解析：rBC2LCN が認識する糖タン
パク質リガンドの発現をsiRNAで抑制するこ
とによるヒトiPS細胞への影響について調べ
た。 
（５）非破壊未分化細胞モニタリング技術の
開発：rBC2LCN を用いて、培養液を用いて非
破壊で未分化細胞を検出するためのELISA法
を構築する。 
 
４．研究成果 
（１）rBC2LCN が認識する新規未分化糖鎖マ
ーカーの構造解析：rBC2LCN が認識する糖タ
ンパク質リガンドの１種がポドカリキシン
であることを同定した。また、rBC2LCN が認
識する糖鎖が Hタイプ 3含有糖鎖であること
を明らかにして、2013 年 3 月 19 日にプレス
リリースするとともにStem Cells Transl Med
より論文発表した。 
（２）rBC2LCN を用いた未分化細胞除去試薬
の開発：rBC2LCN と緑膿菌由来毒素の触媒ド
メインの融合タンパク質（rBC2LCN-PE23）を
開発した。rBC2LCN-PE23 を用いてヒト iPS 細
胞やヒトES細胞への殺傷条件を最適化した。
rBC2LCN-PE23 は 特 許 出 願
（PCT/JP2014/053317 (H26/02/13)）、2015 年
4 月 10 日にプレスリリースとともに Stem 
Cell Rep より論文発表した。rBC2LCN-PE23
は 2015 年 6 月に国内試薬メーカーより上市
された。 
（３）rBC2LCN の内在化機構の解析：蛍光顕
微鏡や電子顕微鏡を用いてrBC2LCNの局在や
内在化機構を解析した。クラスリン依存、非
依存的経路で内在化し、エンドソーム、リソ
ソーム、細胞質へと移行することを明らかに
した。現在、論文投稿準備中である。 
（４）rBC2LCN が認識する糖タンパク質リン
ドの機能解析：rBC2LCN が認識する糖タンパ
ク質リガンドであるポドカリキシンの発現
を siRNA で抑制することにより、ヒト iPS 細
胞の増殖能への影響について調べた。 
（５）非破壊未分化細胞モニタリング技術の
開発：培養液を用いて非破壊で未分化細胞を
検出するための ELISA 法を構築し、2014 年 2
月 17 日にプレスリリースするとともに、２
件 の 特 許 出 願 （ PCT/JP2012/006983 
(H24/10/31)；特願2015-053802 (H27/03/17)）
を行い、Sci Rep から論文発表した。本技術
は 2016 年 3 月に国内試薬メーカーから上市
されている。 
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