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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経細胞におけるLewis XやHNK-1糖鎖による特定のキャリアータンパク質への
限定的な修飾が起こる仕組みに着目し、これら特異的な修飾が起こる機構について調査した。さらには、特定的な糖鎖
に修飾されたタンパク質の相互作用分子を同定した。こうした相互作用を介して、特定の糖鎖修飾を受けた特定のタン
パク質が細胞内にシグナルを発信している可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we have focused on the system that the specific 
glycoproteins carry the specific glycans such as LewisX and HNK-1 carbohydrates, and attempted to 
elucidate the molecular mechanism underlying the definite glycosylation in neural stem cells. 
Furthermore, we have identified the molecule interacted with a specific glycan-possessing protein. The 
fact raises the possibility that a specific combination of glycans and their carrier proteins involved in 
the signaling pathways for the maintenance and differentiation of neural stem cells.
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１．研究開始当初の背景 

神経幹細胞は高い自己複製能と神経細胞
やグリア細胞に分化する分化能を合わせ持
つ神経系の前駆細胞である。これまでに、こ
の神経幹細胞の分化過程を糖鎖が制御して
いるとの予想のもと、分化前後において発現
パターンが異なる糖鎖の探索を行ってきた。
その結果、LewisX 
[Gal1-4(Fuc1-3)GlcNAc-]や HNK-1 
[HSO3-3GlcA1-3Gal1-4GlcNAc-]のような特
徴的なグライコトープを有する糖鎖が分化
前の細胞に特異的に発現しており、しかもこ
れらの糖鎖が Notch シグナルや Ras-MAPK シ
グナルを活性化することにより、幹細胞の分
化過程や幹細胞性の維持に関与しているこ
とを見出している（J. Biol. Chem. 2012, 287, 
24356-24364 and J. Biol. Chem. 2010, 285, 
37293-37301）。興味深いことにHNK-1糖鎖は、
細胞外マトリクスタンパク質であるテネイ
シン C（TNC）の特定のスプライシングバリア
ントのみに発現しており、一方、LewisX 糖鎖
の大部分はリソソーム膜タンパク質 1
（LAMP-1）に発現していた。糖鎖は直接にゲ
ノムにコードされていないため、神経幹細胞
にみられるような特徴的なN型糖鎖が特定の
タンパク質のみに結合しているという例は
ほとんど報告されていない。こうしたことか
ら、神経幹細胞における TNC や LAMP-1 への
特異的な糖鎖修飾は、これまで知られていな
い新たな機構によって制御されており、神経
幹細胞はこうしたは特別な分子を巧みに利
用することにより、複雑な分化機構を制御し
ているものと考えている。 
これまでに、異なる糖転移酵素がそれぞれ
ゴルジ体の異なる領域に局在していること
から、タンパク質の分泌経路として複数の経
路が存在する可能性は示されている（Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2005, 102: 13467-72）。
こうした知見に基づき、神経幹細胞にみられ
るような限定的な糖鎖修飾の仕組みは、糖タ
ンパク質の分泌経路の違いによるものと考
えている。しかしながら、タンパク質がどの
ように選別され、異なる分泌経路を通るかと
いった選別輸送のメカニズムは未だ不明で
ある。一方、神経幹細胞の幹細胞性の維持や
分化過程において、HNK-1 が結合した TNC や
LewisX が結合した LAMP-1 がどのようなメカ
ニズムで特異的なシグナル経路の活性化を
担っているかということも明らかではない。 
 
 

２．研究の目的 
本研究では、LewisX および HNK-1 糖鎖を対
象として、それらが特定タンパク質を限定的
に修飾する仕組みを解明し、そのことが神経
分化における分子の機能発現とどのように
関わっているのかを明らかにする。これによ
り神経幹細胞の分化過程における糖鎖修飾
の本質的意義を理解することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
HNK-1やLewisX糖鎖がある特定のキャリア
タンパク質上に発現するためには、特定のタ
ンパク質が担う情報を読み取ってその分泌
経路を選別する機構が存在するはずである。
そこで本研究では、そうした仕組みにかかわ
る特異的な輸送タンパク質の存在や糖転移
酵素の認識特異性を想定し、細胞生物学的手
法に加えプロテオミクス解析を行うことに
よって、これまでに知られていない糖タンパ
ク質の選別機構の存在を実証する。 
一方、そうした糖タンパク質が分泌された
後に、その糖鎖を認識するレクチンとペプチ
ド部分を認識するタンパク質が存在するこ
とを予想のもとに、それらの分子を同定する
ことを試み、当該タンパク質が神経細胞分化
制御において機能している可能性を検証す
る。 
 
４．研究成果 
本研究は、TNC や LAMP-1 が一般的な糖タン
パクとは異なる分泌経路を通ることで、
HNK-1やLewisXのような特徴的なグライコト
ープが付与されるという想定のもとで実施
するものである。そこで、TNC や LAMP-1 が有
する小胞体シグナル配列に着目し、LAMP-1 の
シグナル配列を Igκのシグナル配列に入れ
替えたキメラタンパク質を神経幹細胞に発
現させたところ、LAMP-1 上の LewisX の限定
的な糖鎖修飾は、かならずしも小胞体シグナ
ル配列によって規定されていないことが明
かになった。つまり、TNC や LAMP-1 は分泌過
程で、輸送タンパク質および細胞内レクチン
などの因子により分泌経路が選別され、特定
の糖鎖構造が発現しているものと考えられ
る。 
次に、TNC の 6つのスプライシングドメイ
ンのみを発現するプラスミドベクター、さら
には 1つの C1 ドメインを欠損した 5つスプ
ライシングドメインを有するバリアントを
発現するプラスミドベクターを作成した。両
ベクターを神経幹細胞に導入したところ、6
個のスプライシングドメインを有するTNCの



み HNK-1 糖鎖の修飾が認められた。以上の結
果から、HNK-1 糖鎖は C1ドメインの存在によ
り、HNK-1 糖鎖付加が起きているものと推察
される。つぎに、直接 C1 ドメインに HNK-1
糖鎖が結合しているか、もしくは C1 ドメイ
ンの存在により他のドメインにHNK-1糖鎖修
飾が起きているかについて明らかにするた
め、神経幹細胞より TNC 分子を抗 HNK-1 糖鎖
抗体を用いて精製を行った。これにより、精
製した TNC を対象とした質量分析法による
HNK-1 糖鎖結合部位の同定を行う準備が整っ
た。さらには、C1 ドメインが選択的に HNK-1
合成酵素であるグルクロン酸転移酵素や硫
酸基転移酵素に認識される可能性を考え、こ
れら酵素の相互作用解析にも取り組む予定
である。これにより、選択的スプライシング
が糖鎖修飾に与える影響が明らかになるも
のと期待される。 
さらに、特異的な糖鎖修飾を受けた分子の
機能発現機構の解明のために、細胞外で TNC
や LAMP-1 を認識する分子に関しても、プロ
テオミクス解析により同定することを試み
た。抗 TNC 抗体を用いて、神経幹細胞の細胞
抽出液から相互作用分子の探索を行った結
果、ceruloplasmin (CP)を TNC 分子の相互作
用分子の 1 つとして同定することができた。
CP は glycosylphosphatidylinositol (GPI)
アンカー型タンパク質として、細胞表層に発
現していることが知られている。こうしたこ
とから神経幹細胞膜にGPI型タンパク質とし
て存在する CP が HNK-1 を発現した TNC 分子
を認識し、細胞内シグナルを発信している可
能性が考えられる。 
 
一方で、LewisX 型糖鎖の生合成を担う酵素
の 1つであるｆucosyltransferase 9（FUT9） 
をチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞
に導入したところ、単一タンパク質のみに
LewisX 糖鎖が付加されていることを見出し
た。これにより、神経幹細胞だけでなく CHO
細胞などの株化細胞においても、FUT9 による
特異的な LewisX 修飾が行われていることを
示すことができた。 
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