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野口研究所の創立者である野口遵（のぐち
したがう）にゆかりの深い宮崎県延岡市に野
口遵顕彰会という組織があり商工会議所内に
事務局が置かれています。野口遵つながりで
野口研究所も賛助会員にさせていただいてい
るのですが、その顕彰会の事業の一つとして
標題の「ジュニア科学者の翼」という企画が
あります。「21世紀の新しい産業社会の担い
手になる少年少女たちが科学技術への関心を
高め、科学技術への無限の可能性に夢と希望
を抱く一助にすべく・・・」と趣旨が謳われ
ています。

延岡市を中心とした宮崎県北部の中学校26
校の2年生を対象に、「のべおか新興の母　野
口遵」という冊子を副読本として配布し、そ
の感想文をもとに各学校長が推薦する候補者
の中から最終的に12名を選抜し、夏休みに3
泊4日の日程で東京の科学関連施設を訪ねま
わるというものです。今年で15回目を迎え、
発足時から顕彰会と延岡市教育委員会が全面
的にタッグを組んで進められています。

教育委員会の若手の先生の引率のもと、初
めて顔を合わせた男子8名、女子4名の計12名
（今年の場合）が寝食を共にしつつ、東芝未
来科学館、科学技術館、日本科学未来館といっ
た施設や東京大学のキャンパスなどを見学し
てゆくのですが、野口研究所も半日生徒たち
と付き合います。生徒たちに実験室に入って
もらい、各室長から説明を受け、実験器具を
触ったりしたあと一緒に弁当を食べます。目
がキラキラした、シャイで素直で、かと思う
と大胆な生徒たちの意表を突く質問を楽しみ
ます。

どうもこの子たちは、毎年そうですが、か
かわる人たちを親切な気持ちにさせるようで、
弊所の場合も普段はうるさい室長や研究員達
が結構楽しみにしていて、この日のためにパ
ワーポイントを用意し、時間をオーバーしな
がら熱心に糖鎖のことなどを説明しています。
ツアーコンダクターももともと海外が専門の
ベテランの方なのですが、この仕事を毎年楽
しみにされ引き受けてくださるときいていま
す。引率の先生も暑い中大変なことですが、

―　巻頭言　―

「ジュニア科学者の翼」
“Wings for Junior Scientists”

理事長　　稲田　勉
President    Tsutomu INADA

自分を買いかぶらない人は、本人が信じているより、はるかに優れている。

ゲーテ 



野口研究所時報　第58号（2015）

─  2  ─

生徒たちの元気をもらって自分も成長したよ
うな気がするとおっしゃいます。誰もがいい
仕事をしているという実感を味わうことがで
きる企画になっています。

旅行から帰ったらまた集合して、報告書を
作りはじめます。一週間ほど後にその成果を
関係者や父母の前でひとりひとりが発表しま
す。地元の新聞社も取材に来ています。私も
毎年その報告会に出席させていただいていま
すが、ほんの10日前とは違う顔の生徒たちに
会うことになって驚きます。12人の中から1
－2名を選び、弊所から高校進学時の奨学金
授与を約束して終わります。

これが本当の教育なのかと思います。知識
や学び方を教えることで武器を与えつつ、一
方で世の中を知るきっかけを与える。あとは
本人の内なる世界と化学反応を起こし、多様
な発展がはじまる。
「翼」を与えられた生徒たちは、帰ってき

て必ず「世界が広がった」と言います。世の
中を知ること、世の中が何を求めているかを
考えられるようすることで以後の使命感を育
むことこそ教育の最終目的ではないかと思っ
ています。一握りの生徒だけではありますが、
これからの難しい時代を支えてゆくことにな
る人たちであり、感受性の高いこの年代に

きっかけを与えることの効果は計り知れない
と考えます。

顕彰会ではこの企画が発足して15年目を迎
えた今年、これまでの参加研修生全員（173
名）に案内して研修生OB会を開くそうです。
最年長は28歳になる計算です。どういう形で
成長しているのかとても楽しみなことでしょ
う。

この「ジュニア科学者の翼」の今年のツアー
予算は160万円と聞きました（顕彰会にとっ
ては大きな事業です）。もちろん、関係の方々
の手弁当に近い協力があっての話なのでしょ
うが、これくらいの予算でできることなので
す。この企画の話を聞くと、ほかの自治体な
どが必ずうらやむといいます。もっともっと
広がってもいいと思うのですが、うらやまし
いで終わってしまうようです。シニアにも翼
が必要なのかもしれません。

最後に、ある生徒の今回のツアー感想文よ
り、「・・そして、野口研究所は未来を指し
示すようなところだと思いました。自分もそ
んなところで働いてみたいです。」

一文字も変えていません。これに応えられ
る研究所にしてゆくことが我々の使命だと
思っています。

 
野口遵顕彰会のホームページは、

http://www.wainet.ne.jp/~noguti-k/
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スフィンゴ糖脂質は、セラミドにグルコー
ス、ガラクトース、N-アセチルグルコサミ
ン、N-アセチルガラクトサミン、シアル酸な
どの糖が酵素により段階的に付加したもので、
とくにシアル酸を含むスフィンゴ糖脂質をガ
ングリオシドと呼ぶ。糖鎖構造による約60種、
セラミド構造による約40種の構造多様性によ
り、理論的には2400種という膨大な数の分子
が存在しうる。我々はこのように多様なガン
グリオシド分子種をなぜ必要とし、個々の細
胞や組織・器官に選択的かつ特異的な発現機
構をどのように獲得したのか、その生物学的
意義は何か。進化の過程で獲得されたスフィ
ンゴ糖脂質の分子種多様性は、生体恒常性の
維持に必須であることは疑う余地はない。本
稿では、スフィンゴ糖脂質生合成阻害剤の開
発を契機として始まった筆者のライフワーク
であるスフィンゴ糖脂質研究の軌跡の中から、
インスリン抵抗性発症におけるガングリオシ
ドの関与とマイクロドメイン病の提唱、T細
胞レパトア選択におけるガングリオシドの選
択的発現と分子種特異的機能、GM3合成酵
素欠損と聴覚機能障害について述べ、残され
たスフィンクスの謎解きへの道標を探ってみ
たい。

キーワード
スフィンゴ糖脂質、ガングリオシド GM3、

細胞膜マイクロドメイン

はじめに
ドイツ生まれの神経化学者であるJ.L.W 

Thudichum（1829 〜 1901）は、ヒトの脳の
両親媒性の不思議な脳物質に対して、ギリ
シャ神話のスフィンクスにちなんで謎の脂
質、すなわち、「スフィンゴシン」と名づけ
た［1］。長鎖アミノアルコールであるスフィ
ンゴシン（スフィンゴイド塩基）に脂肪酸が
結合し、セラミドにリン酸基を有するものを
スフィンゴリン脂質と呼び、スフィンゴミエ
リンは動物細胞膜のスフィンゴ脂質の主要成
分である。一方、糖が結合したものをスフィ
ンゴ糖脂質と呼ぶ。スフィンゴ糖脂質は細胞
膜脂質二重層の外側に発現し、セラミドにグ
ルコース、ガラクトース、N-アセチルガラク
トサミン、N-アセチルグルコサミン、シア
ル酸などの糖や硫酸が段階的に酵素付加する
ことによって、実に多様な分子が生合成され
る（図１）。スフィンゴ糖脂質の構造多様性
は、ラクトシルセラミド（LacCer）に作用
する六つの酵素の発現が律速段階である（図
1A）。本小論の中心であるガングリオシドは

ガングリオシドファミリーの分子種選択的発現の意義
Physiological significance of distinct expression

of ganglioside moleculer species

井ノ口　仁一 *
Jin-ichi INOKUCHI

＊ 東北薬科大学　分子生体膜研究所　機能病態分子学　教授
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シアル酸を含むスフィンゴ糖脂質である。ガ
ングリオシドファミリー生合成の最初の分
子は、ラクトシルセラミドにシアル酸が転
移して生成するGM3である。そもそもGM3
は、糖脂質研究の草分けである山川民夫博士
がウマ赤血球からヘマトシドとして同定され
たものである［1］。私にガングリオシド研究
のきっかけを与えてくれたのは、グルコシル
セラミド合成酵素の阻害剤（D-PDMP）を開

発したこと［2］、そしてこのGM ３合成酵素
（GM3S、ST3GAL5）の遺伝子クローニン
グに参画したことである［3］。図１Bに示す
ように、GM3からは多様なガングリオシド
が生合成されるが、これらは、細胞や組織に
おいて特徴的な発現特異性を示す。現在まで
に、GM3Sをはじめとして、種々の合成酵素
のノックアウトマウス（KOマウス）の解析や、
ガングリオシド合成酵素および分解酵素欠損

図1A　細胞小器官におけるスフィンゴ糖脂質の生合成と代謝

図1B　ガングリオシドファミリーの生合成経路

図1　スフィンゴ糖脂質の生合成と代謝
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症の研究から、細胞種特異的に発現するガン
グリオシド分子種の機能が見いだされつつあ
る［4, 5］。筆者は、このように多様な構造の
ガングリオシドを細胞特異的に発現する生命
システムを必然的に獲得したのかという問い
に対する答えを求め続けている［5］。本稿で
は、筆者の30年にわたる研究の軌跡を顧みて、
ガングリオシドの今後を探ってみたい。

1. グ ル コ シ ル セ ラ ミ ド 合 成 酵 素 阻 害 剤
D-threo -PDMP（D-PDMP）の開発

筆者のスフィンゴ糖脂質の研究は、1985
年、ジョンズ・ホプキンス大学の岸本安夫教
授の紹介で、ミシガン大学のノーマン・レー
デ ィ ン 教 授 の 研 究 室（Neuroscience labo-
ratory building, Mental Health Research 
Institute）への留学に始まる。与えられた
テーマは、グルコシルセラミド合成酵素の阻
害物質の合成である。レーディン教授は、「セ
ラミドの類似体である1-phenyl-2-decanoyl-
amino-3-morpholino-1-propanol（PDMP）と
いう化合物はグルコシルセラミド合成酵素を
阻害する可能性があるが、PDMPの四つの光
学異性体のどれに阻害活性があるか確かめて
くれ」と光学分割の参考書を渡された。当
時は光学分割用担体の開発が始まったばか
りで、現在のように光学分割カラムで分取
できるわけではない。まず、PDMPを数回の
バッチで約30グラム合成し、クロロホルム／
エーテルで再結晶したところ、比較的簡単に
ジアステレオマー（DL-erythroとDL-threo
体）が分離できた。両者のグルコシルセラ
ミド合成酵素阻害活性を調べたところ、DL-
threo体のみに活性があった。天然型セラミ
ドはD-erythro（2S ,3R）であることから、こ
の結果は、私もレーディン教授も予想外であ
り、信州大医学部の武富教授の研究室から私
の来る数年前にレーディン研に留学されて
いた原先生にNMRでの確認をお願いし、よ
うやくその立体構造を確信することができ

た。次は、いよいよさまざまなカウンターア
シッドを用いてのエナンチオマーの分離であ
る。くる日も来る日も得られた結晶を(1R)-(-
)-カンファン酸クロリドで誘導化し、薄層ク
ロマトグラフィーで光学異性体の分離を確認
すること約半年が過ぎようとしていた。ミシ
ガンの厳しい冬の土曜日の朝、DL-threo体
と当モルのジベンゾイル-D-酒石酸をアセト
ン溶媒中、スターラーでゆっくり撹拌してい
たところ、フラスコの中でキラキラと冬の日
光を反射している結晶を見たときのことは今
でもはっきり覚えている。グルコシルセラミ
ド合成酵素阻害物質D-threo -PDMPの誕生の
瞬間である［2］。ミシガン大学から帰国し
た私はその後、生化学工業の山本龍人氏と
水谷當稱社長にお会いしたことがきっかけ
で、東京研究所探索研究部門において、ス
フィンゴ糖脂質生合成制御物質についての研
究を展開した。D-threo -PDMPは広く糖脂質
研究者の実験に用いられ［6-9］、現在米国で
は、D-threo -PDMPの経口投与可能な類縁体
をゴーシェ病の治療薬として用いた臨床治験
が進んでいる［10, 11］。さらに、糖尿病［12］、
多発性嚢胞腎（PKD）［13］、脂肪肝［14］
などのモデル動物で有効性が見いだされてい
る。表1にグルコシルセラミド合成酵素阻害
剤としてD-threo -PDMPおよびPDMP類縁体
およびデオキシノジリマイシン誘導体の構造
についてまとめた。詳細については総説を参
照されたい［15］。 

一方、D-threo -PDMPのエナンチオマーで
あるL-threo-PDMPには、ガングリオシド生
合成促進効果が認められ［16, 17］、神経突起
進展活性［18］、シナプス機能および長期増
強促進作用［19］、脳虚血モデルラットにお
ける再灌流障害抑制作用［20］など、神経機
能賦活効果を見いだした［21］。L-threo -PD-
MPのガングリオシド生合成促進効果は、酵
素源として細胞破砕液を使用した場合には認
められず、細胞レベルでのみ活性を示す。そ
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こで、L-threo -PDMPの結合タンパク質を探
索したが、ガングリオシド生合成促進効果の
メカニズムは不明のままである。

生化学工業東京研究所時代（1991 〜 1998
年）には、永井克孝先生がグループディレク
ターとして理化学研究所国際フロンティア研

表1　グルコシルセラミド合成酵素阻害剤
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究システム糖鎖機能研究を展開されていた。
永井先生や東京都臨床医学総合研究所の鈴木
明身先生には、示唆に富むさまざまなアドバ
イスを頂戴し、日本の糖脂質研究の伝統をご
教示いただいた。永井先生は昨年ご逝去され
たが、先生の哲学とお言葉を昨日のことのよ
うに思い出している。また、シアトルのワシ
ントン大学の箱守仙一郎先生や五十嵐靖之先
生（現北海道大学）との共同研究を始めさせ
ていただいたのもこの時期である。箱守先生
には、本学分子生体膜研究所顧問としてご指
導いただいている。

2. スフィンゴ糖脂質生合成制御機構
1998年、箱守仙一郎教授の研究室から北

海道大学薬学部に赴任された五十嵐靖之教授
の研究室の助教授となった私は、五十嵐研究
室の立ち上げとともに、ここまでの研究から
生命科学者としてのオリジナリティーを築く
自負をこめて未来への可能性を模索していた。
当時、ヒト全ゲノム解読がなされ、スフィ
ンゴ糖脂質の生合成酵素群の遺伝子クローニ
ング競争の真っただ中であった。そのような
ときに、当時自治医科大学におられた斎藤雅
樹教授が行っていた数百種類の多様なスフィ
ンゴ糖脂質の中のシアル酸を含むガングリオ
系ガングリオシドファミリー生合成の律速
酵素であるGM3合成酵素（GM3S）の遺伝子
クローニングプロジェクトに参画することが
でき、幸運にも世界の先陣を切ることができ
た。このプロジェクトに参画できたのは、福
岡大学薬学部助手時代（永松淳雄教授）に私
が3LLルイス肺がん由来細胞株より、GM3を
発現していないクローンであるJ5株について
の研究をしていたことからである［22］。こ
のGM3欠損J5株にヒト脳cDNAライブラリー
を導入し、世界初のGM3S発現クローニング
に成功した［3］。

この仕事がきっかけで、GM3Sの分子生
物学を開始することになった。細胞内にお

けるスフィンゴ脂質の生合成制御機構につ
いて、現時点での作業仮説も含めて図2に示
した。国立感染症研究所の花田賢太郎博士
は、ceramide traffickingに ち な ん でCERT
と呼ばれる小胞体からゴルジ体へ特異的にセ

ラミドを運ぶ分子を発見した［23］。CERT
に結合したセラミドは、CERTのPHドメイ
ンとゴルジ膜局所に濃縮されたホスファチジ
ルイノシトールと小胞体・ゴルジ体オルガネ
ラ部位を形成し、主としてスフィンゴミエリ
ン（SM）の生合成に利用される。また、小
胞体内腔で合成されたセラミドの一部は、小
胞体膜およびシスゴルジ膜の細胞質側グルコ
シルセラミド（GlcCer）になる。GlcCerは、

図2　スフィンゴ糖脂質生合成制御機構
スフィンゴミエリン、グロボシド、ガングリ
オシドの糖脂質生合成の最近の局面（作業仮
説を含む）。
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Golgi-associated four-phosphate adaptor 
proteinのFAPP2と結合し、トランスゴルジ
に輸送され、ゴルジ体膜の内側にフリップし
た後、ラクトシルセラミド（LacCer）に生
合成されることが示された［24, 25］。おそ
らく、LacCer合成酵素はゴルジ体で局在が
異なる２種類が存在し、FAPP2と結合した
GlcCerはLacCerのグロボ系などの中性糖脂
質（Gb3など）の生合成に利用されるのであ
ろう。一方、LacCer合成酵素はGM3合成酵
素（GM3S）と複合体を形成してガングリオ
シドファミリーの合成を制御している可能性
が報告されている［26］。したがって、細胞
特異的なスフィンゴ糖脂質分子種の発現機構
の包括的な理解には種々の生合成酵素の細胞
内局在および動態を徹底的に解明していくこ
とが不可欠である。

それでは、GM3以降の複合ガングリオシ
ドの生合成はどのように制御されているので
あろうか？当研究室の博士研究員であった
上村聡志君は、いくつかのガングリオシド
生合成酵素で細胞質領域のN末端の長さが異
なるアイソフォームを見いだし、その意義
について検討していた。彼は、GM3SにはN
末端側の細胞質領域の長さが異なる3種類の
アイソフォーム（M1-、M2-、M3-GM3S）が
存在し、それぞれの細胞内動態が大きく異
なることを明らかにした［27］。注目される
のは、M1-GM3Sは細胞外領域が６８アミノ
酸あり、シアル酸転移酵素ファミリーの中
でも最も長いことである（図3A）。GM3Sの
三つのアイソフォームは、二つのmRNAバ
リアント（mSAT-IaとmSAT-Ib）からleaky 
scanningに よ り 産 生 さ れ る［27］。leaky 
scanningとは、最初のメチオニン（AUG）
が開始コドンとしてリボソームに認識され
ず、さらに下流のメチオニンが開始コドンと
して認識されて、翻訳が開始することであ
る。開始コドンの認識には、アデニンから3
塩基上流の塩基がアデニン、もしくはグアニ

ンから4塩基下流の塩基がグアニンであるこ
とが重要であると考えられている。そのため、
leaky scanningはこの開始コドン認識配列が
十分でないときに起こり、GM3Sの場合も開
始コドンの前をリボソームによる認識に最適
だとされるGCCACC（コザック配列）にし
た場合、このleaky scanningが大幅に抑制さ
れる。これらアイソフォーム間の性質の違い
で、最も興味深いことは、細胞質領域の最
も長いM1-GM3SのみがN末端側に逆行輸送
シグナルR-basedモチーフを持ち、小胞体に
局在することである（図3B）。M1-GM3Sの
逆行輸送は不完全であり、一部のM1-GM3S
は逆行輸送を逃れ、ゴルジ体まで運ばれた
後、GM3を合成する。つまり、M1-GM3Sは
安定して小胞体に局在しながら、ゆっくりと
ゴルジ体へGM3Sを供給していることが示唆
される。また、M2-GM3SとM3-GM3Sはどち
らもゴルジ体に局在しているが、M2-GM3S
は速やかにリソソームへ運ばれて分解される
のに対し、M3-GM3Sは安定してゴルジ体に
繋留する。3種類のアイソフォームの量的バ
ランスと局在のバランスがGM3合成の制御
に重要であると推測している（図3C）［28］。
GM3SはII型の膜タンパク質であり複数のア
スパラギン結合型糖鎖が付加される。我々は、
これらの糖鎖が酵素活性に必須であり、立体
構造の一部分を担っていることを示唆した
［29］。 さ ら に、M2-GM3SやM3-GM3Sに は、
現段階では、明確なシグナル配列が見つかっ
ていないことから、未知のメカニズムでゴル
ジ体に繋留、もしくはリソソームへの輸送が
行われていると考えられる。このように、3
種類のアイソフォームが存在する生理的意義
について、不明な点は残されているが、少な
くとも3種類のアイソフォームが異なるメカ
ニズムでゴルジ体に輸送・繋留していること
は明らかである［27, 28］。今後、ラクトシ
ルセラミドに作用する6種の酵素（図1A）の
細胞内動態が解明され、スフィンゴ糖脂質生
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合成制御機構の全貌が解明されることを期待
している。

3. マイクロドメイン病としてのインスリン
抵抗性の提唱

肥満糖尿病モデルであるdb/db、ob/obマ
ウスやZucker fa/faラットなどの肥満モデル
動物の脂肪組織では、それらのコントロー
ル動物（lean）と比較すると腫瘍壊死因子
α（TNFα）の著しい産生上昇が認められ
る［30］。これらの副睾丸脂肪組織のGM3合
成酵素遺伝子発現を解析したところ、GM3S 
mRNAおよびGM3レベルの顕著な上昇が認

められ、脂肪細胞のインスリン抵抗性にGM3
の発現上昇が関与している可能性が示された
（図4A）［31］。GM3の増加は、高脂肪食を
負荷し高血糖を誘導したC57BL6マウスの内
臓脂肪組織においても確認された［32］。脂
肪細胞では、スフィンゴ糖脂質、スフィンゴ
ミエリン、コレステロールなどのラフト脂質
が集積して形成される細胞膜カベオラマイク
ロドメインにインスリン受容体（IR）が存在
していることから、細胞膜におけるインスリ
ンシグナル伝達においてもこれらの脂質環境
場が影響を与えている可能性がある。TNF
α刺激によりインスリン抵抗性を獲得した

図3　GM3合成酵素アイソフォームの細胞内ダイナミックス［27, 28］
（A）シアル酸転移酵素の細胞質領域の長さの比較。
（B）細胞質領域が最も長いM1- GM3S（ST3GAL5)はR-based motif （RRXXXXR)を持ち、
　　COP-1複合体と結合して逆光輸送されて、小胞体に存在している。

（C) GM ３合成酵素アイソフォームの細胞内動態。



野口研究所時報　第58号（2015）

─  10  ─

3T3-L1脂肪細胞のラフト脂質組成を調べる
と、GM3が特異的に２〜３倍増加していた
（図4B）［31］。そこで、グルコシルセラミ
ド合成酵素の特異的阻害剤D-PDMP2）を用
いて、TNFα刺激で増加したGM3の発現を
抑 制 す る と、IRS-1（insulin receptor sub-
strate-1）のチロシンリン酸化の抑制がほぼ
解除されたことから、GM3の異常な発現上
昇がインスリン抵抗性を惹起していることが
強く示唆された（図4B）［31］。さらに、樺
山一哉博士（現大阪大学准教授）は蛍光標識
IRおよびカベオリン-1の生細胞イメージング
（FRAP法）、免疫沈降法、およびミラノ大
学Sandro Sonnino教授が派遣してくれたNi-
coletta Loberto博士と行った光感受性GM3
を用いた架橋実験などにより、GM3の発現

上昇によってIR βサブユニットの細胞膜直
上のリシン残基とGM3のシアル酸残基の静
電的相互作用が増大した結果、IR/カベオリ
ン-1複合体が解離する分子機構を証明した
（図５）［33］。これらの研究から「２型糖尿
病などの生活習慣病は、スフィンゴ糖脂質の
発現異常によってマイクロドメインの構成・
構造および機能が変化し、シグナル伝達が異
常になったマイクロドメイン病である」とい
う病態概念を提唱している［5, 34-37］。生活
習慣病研究分野でのスフィンゴ脂質／糖脂質
研究は急速に進みつつあり、創薬や新たな診
断法の開発において今後大きく発展すること
が期待される。図6に我々が提唱する新たな
インスリン抵抗性発症機序を示す。

腸間膜脂肪組織より得られたstromal vas-

図4　グルコシルセラミド性生合成酵素阻害剤が脂肪細胞のインスリン抵抗性を解除する［31,
32］

（A）レプチン欠損肥満モデルであるob/obマウスの副睾丸脂肪組織におけるGM3の発現上昇。
（B）炎症性サイトカインＴＮＦαによりインスリン抵抗性状態を獲得した3T3-L1脂肪細胞で
　　は、ガングリオシドGM3の増加した。GM3の増加をD-PDMPで抑制するとインスリン
　　抵抗性が解除された。
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cular（間質血管細胞群）画分に存在する前
駆脂肪細胞の成熟脂肪細胞への分化は、常在
性マクロファージによって制御されているこ
とが知られている［38］。常在性マクロファー
ジを除去すると前駆脂肪細胞の分化速度が促
進されるとともに、インスリンシグナルも亢
進していた［32］。驚くべきことに、この常
在性マクロファージを除去した前駆脂肪細
胞および分化誘導した脂肪細胞ではGM3を
含むスフィンゴ糖脂質の発現が遺伝子レベ
ルから抑制されており、定常状態においても
脂肪細胞のスフィンゴ糖脂質の発現は、常在
性マクロファージから分泌されている液性因
子により制御されていることを明らかにした
［32］。さらに、GM3S KOマウス胎仔から得
られた線維芽細胞（MEF）は脂肪細胞への
分化速度が対照のMEFに比較して速く、イ
ンスリンシグナルも亢進していた［32］。こ

れらの結果より、GM3およびGM3から生合
成されるガングリオシド分子種は、生体の恒
常性維持およびメタボリックシンドロームに
おける慢性炎症状態において、インスリンシ
グナルを制御する生理活性脂質としての働き
が示された（図7）［39］。

メタボリックシンドローム（内臓脂肪症候
群）は内臓脂肪の蓄積を基盤として、ひとり
に複数の危険因子が集中し、動脈硬化性疾患
（心筋梗塞や脳梗塞など）の危険性を高める
複合型リスク症候群状態である［40］。現在
のところ、メタボリックシンドロームの主要
な危険因子であるインスリン抵抗性を簡便に
診断する指標がない。血液中の血球成分を除
いた血漿または血清中には、GM3を主成分
と し て、GD3、GD1a、GM2お よ びGT1bな
どが存在していることが知られている［41］。
また、血漿または血清中のガングリオシド量

図5　脂肪細胞におけるインスリン抵抗性発症におけるマイクロドメイン病の提唱［33］
肥満糖尿病モデル動物の内臓脂肪組織や炎症性サイトカインＴＮＦαによりインスリン抵抗性
状態を獲得した脂肪細胞では、ガングリオシドGM3が増加し,増加したGM3は、細胞膜カベオ
ラマイクロドメインからインスリン受容体（IR）を乖離し、インスリンシグナル伝達を阻害する。
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図7　多変量解析によるGM3分子種と生活習慣病発症危険因子との関連［43］
GM3分子種の下付きの数字は有意に関連した危険因子の数を示す。

図6　マイクロドメイン病としてのインスリン抵抗性［35-37］
赤矢印は我々が提唱している経路。黒矢印は従来から知られているインスリン抵抗性発症機序。
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究されてきた分野である。近年、顕微鏡によ
る生細胞の可視化技術の向上もあって、T細
胞と抗原提示細胞APCがその接触部分に形
成する“免疫シナプス”の動的変化も明らか
にされてきた［44］。これまでにT細胞活性
化におけるガングリオシド（シアル酸を含む
スフィンゴ糖脂質）の役割はいくつも報告さ
れている。たとえば、抗CD3+ 抗CD28抗体に

よるTCR刺激に伴って惹起されるガングリ
オシドGM1の極性化はCD4+ T細胞では起こ
るが、CD8+ T細胞では起こらない［45］。さ
らに、遊走するヒト活性化T細胞では先端部
とその対極側とでそれぞれGM1とGM3に富
んだ異なるラフトが形成される［46］。しか
し、コレラ毒素Bサブユニット（CTx-B）は
ラフトの可視化や機能解析に長らく汎用され

は、自己免疫疾患や胃がんで増加傾向が認め
られることが報告されているが、肥満およ
びインスリン抵抗性状態における脂肪細胞
または脂肪組織のGM3発現の増加が血液試
料において検知しうるか否かはまったく不明
であった。ヒト血清中の主要なガングリオシ
ドもGM3であり、健常人では約5μg/mLの
濃度で存在している［41］。我々は糖尿病な
どのメタボリックシンドローム患者血清の
GM3値が上昇すること［42］、さらに、GM3
の分子種を東海大学糖鎖科学研究所の鈴木明
身教授の協力を得てLC-MS/MSで調べたと
ころ、GM3のセラミド部分のアシル鎖2位の

水酸基付加体（d18:1,OH24:0やd18:1,OH24:1
など）が特異的に増加していることを見いだ
した（図8）［43］。この水酸化されたGM3分
子種は２型糖尿病をはじめとする複雑なメタ
ボリックシンドロームの慢性低炎症病態を新
たな角度から検出することができる新規な病
態マーカーである可能性があり、病態との詳
細な相関関係を現在検証中である。

4. ガングリオシド分子種選択的なT細胞サブ
セットの機能制御

T細胞の抗原認識機構およびT細胞受容体
（TCR）シグナル伝達機構は非常によく研

図8　ガングリオシドGM3によるインスリンシグナル制御と脂肪組織の恒常性維持機構



野口研究所時報　第58号（2015）

─  14  ─

図9　T細胞サブセット分化過程におけるガングリオシド分子種の選択的発現［47, 52］

ているが、これで識別されるラフトはその一
部であり（後述）、構成脂質分子の違いに基
づく多様なラフトの存在が考えられる。加え
て、細胞の種類やその分化に依存してGM1
発現量そのものに大きな違いがあることや、
細胞に発現するガングリオシド分子種として
GM1はマイナー成分であるケースも多く知
られている。 

CD4+ T細胞およびCD8+ T細胞にどのよう
なガングリオシドが発現しているのかをLC-
MS/MSで解析したところ、T細胞に発現す
るガングリオシドはT細胞サブセットごとに
特徴的であり、CD4+ T細胞はGM1などのa-
系列（図1B参照）の発現が維持されているが、
CD8T細 胞 はGD1alphaやGalGalNAc-GM1b
（extended GM1b）などのo-系列（図1B参
照）優位に変化していた（図9A）［47, 48］。
さらに、このガングリオシド発現パターンの
相違と一致して、GM3Sの遺伝子発現はCD4+ 

T細胞の方がCD8+ T細胞より約3倍高く、反

対にGM2/GD2Sの発現はCD8+ T細胞の方が
高い傾向を示した（図9B）［47］。すなわち、
ガングリオシド合成経路のLacCer分岐にお
いて、CD4+ T細胞ではGM3Sの活性によって
a-系列に合成が進みやすく、CD8+ T細胞で
はCD4+ T細胞と比してo-系列に合成が進み
やすいことが考えられる。T細胞サブセット
におけるガングリオシド発現パターンの相違
が免疫機能に影響するか否かを解析するため
に、ガングリオシド生合成に関与する二つの
鍵酵素であるGM3SおよびGM2/GD2Sの各遺
伝子改変マウス（KO）を用いた。GM3S KO
はすべてのa-およびb-系列のガングリオシド
が欠損してo-系列のみ発現しており、GM2/
GD2S KOはGM3とGD3を除くすべてのガン
グリオシドが欠損している（図1B参照）。ま
ず、各KOマウスにおけるT細胞の分化およ
び成熟を検討したところ、胸腺、脾臓、リン
パ節におけるリンパ球数は野生型マウスと同
程度であった。また、胸腺におけるCD4+ /
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CD8+ T細胞の割合にも変化はなく、リンパ
節および脾臓におけるT細胞/B細胞比および
CD4+ T細胞/CD8+ T細胞比も野生型マウス
と同様の分布を示した。次に、野生型および
各KOマウスより単離したCD4+ T細胞および
CD8+ T細胞を、抗CD3抗体および抗CD28抗
体にて刺激しTCR依存性の反応を検討した
ところ、GM3S KOではCD4+ T細胞の増殖応
答およびサイトカイン産生が重度に低下して
いたがCD8+ T細胞ではまったく正常であっ
た。対照的に、GM2/GD2S KOでは、CD4+ 

T細胞の増殖応答およびサイトカイン産生は
まったく正常であったがCD8+  T細胞では重
度に低下していた［47］。GM3S KOのCD4+ 

T細胞およびGM2/GD2S KOのCD8+ T細胞
に対してアデノウイルスを介してそれぞれ
GM3SおよびGM2/GD2Sを遺伝子導入したと

ころ、両者ともに活性化は正常レベルに回復
した。さらに、各種ガングリオシド（o-系列
のGA2、GA1、GM1b、GD1alpha、a-系列の
GM3、GM1、GD1a、b-系 列 のGD3、GD1b、
GT1bおよびLacCer）を外来性に補充しな
がら、KOマウスT細胞のTCR依存性反応を
検討したところ、GM3S KOのCD4+  T細胞
ではGM3、GM1あるいはGD1a（すなわちa-
系列）を添加したときのみ活性化が正常に
回復し、GM2/GD2S KOのCD8+ T細胞では、
GA2、GA1、GM1bあ る い はGD1alpha（ す
なわちo-系列）を添加したときのみ活性化が
正常に回復した（表２）［47］。以上のように、
CD4+ T細胞はGM3Sによって合成されたa-系
列が、CD8+ T細胞ではGM2/GD2Sにより合
成されたo-系列がTCR媒介性の活性化に重要
であることが判明した。

近年、Th1とTh2に加えて、Th17および制
御性T細胞（Treg）が新たなCD4+ T細胞サ
ブセットとして認知されてきた。アレルギー
性気道炎症では、Th2（促進的）とTreg（抑
制的）のバランスがTh2側にシフトしている
［48］。Th17はまだ未解明な部分も多いが、

刺激に伴い炎症性サイトカインであるIL-17
を強く産生する細胞であり、好中球性ステ
ロイド抵抗性の重度の喘息に関与し、Th2
媒介性の気道炎症も増強するといわれてい
る［49］。GM3S欠損マウスではTh17へのin 
vitroの分化誘導が抑制されているという報

表2　CD4T細胞とCD8T細胞の活性化には、それぞれ特定のガングリオシド分子種を必要と
する［47, 53］
CD4+ T細胞はGM3Sによって合成されたa-系列が、CD8+ T細胞ではGM2/GD2Sにより合成
されたo-系列がTCR媒介性の活性化に重要である。
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告がされた［50］。対照的に、GM3欠損マウ
スではコラーゲン誘導性関節炎（関節リウマ
チのマウスモデル）の進行が促進しており、
免疫後の局所リンパ節におけるIL-17産生細
胞の誘導が亢進するという報告もある［51］。
CD4+ T細胞はGD1c陽性IL-2産生Th1様細胞
とGD1c陰性IL-4 産生Th2 様細胞とに分ける
ことができる［11］。以上より、CD4+ T細胞
サブセットごとに発現するガングリオシド分
子種が違い、それに基づく多様なラフトが存
在し、アレルギー疾患や自己免疫疾患に影響
を与えていることが強く示唆される。今後の
研究が期待される。

これらの知見から我々は、胸腺におけるT
細胞分化過程（レパトア選択）は、T細胞サ
ブセットごとの糖脂質発現の選択でもあり、
この糖脂質選択は機能的T細胞への成熟に不
可欠な現象であること、すなわち、“Glyco-
lipid selection is indispensable for function-
al repertoire selection”という作業仮説を
提唱している（図10）［47, 52-54］。　　　　　　

GM3S依存性のガングリオシド分子種a-系
列特異的なCD4T細胞の機能発現が示された
ことから、CD4T細胞免疫応答を基本病態と
する気管支喘息におけるガングリオシドの
役割を喘息モデルマウスにて本学病態生理
学研究室の大野勲教授と検討した。卵白ア
ルブミン（OVA）にて感作後、OVA吸入に
より、肺洗浄液中のTh2サイトカインと好酸
球、リンパ球の増加、すなわちアレルギー性
気道炎症が惹起される。野生型マウスと比
較してGM3S KOでは、組織学的にも気道分
泌の抑制が確認され（図11A）,好酸球、リ
ンパ球（図11B）、血清中抗原特異的IgEの
出現抑制（図11C）およびTh2サイトカイン
の著しい減少（図11D）が認められた［47］。
さらに、OVA感作したGM3S欠損マウスの
CD4+ T細胞を野生型マウスに移植した実験
では炎症細胞の浸潤などが抑制されることか
ら、GM3S欠損マウスにおける気道炎症の抑

制はCD4+ T細胞が原因であると実証された
（図11E）。一方、同様の実験をGM2/GD2S
欠損マウスにて行った結果では、WTと有意
な違いは認められないことから、in vivoに
おけるCD4+ T細胞の免疫機能はGM3S欠損マ
ウスで特異的に抑制される。以上より、少な
くともGM3S依存性のガングリオシド分子種
はアレルギー性気道炎症の成立に重要な役割
を担っていることが判明した。GM3Sおよび
その上流にあるグルコシルセラミド合成酵素
やラクトシルセラミド合成酵素の阻害がIgE
受容体刺激による肥満細胞の活性化経路や脱
顆粒を抑制することにより、アレルギー性気
道反応を低下させることも報告されている
［55］。現在、さまざまな免疫抑制剤が使用
されているが、問題点として非特異的な免疫
抑制に基づく重篤な副作用がある。また、T
細胞を標的とした免疫抑制剤も試されている
が、あらゆるT細胞免疫を抑制することは生
体にとって不利益も非常に多く、十分な成果
をあげているものはいまだ存在しない。した
がって、我々の目指す“ガングリオシド発現
制御によるT細胞サブセットの選択的制御”

図10　胸腺におけるT細胞分化過程（レパト
ア選択）は、T細胞サブセットごとの糖脂質
発現の選択過程でもあり、この糖脂質選択
は、機能的T細胞への成熟に不可欠な現象で
ある。［47, 53］
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は、T細胞が重要な役割を果たすアレルギー
疾患、感染症、自己免疫疾患、腫瘍や移植拒
絶反応などに対し、より効果的・安全な治療
法を提供することが期待される。

6. GM3合成酵素欠損症と聴覚障害
マウスの神経系の酸性糖脂質はヒトを含む

他の多くの哺乳類とよく類似しており、硫酸
化糖脂質サルファチド［SM4(SO3-GalCer)］、
ガングリオシドGM1、GD1a、GD1b、GT1b、
GQ1などを発現している。脳の形成・発達過
程において、酸性糖脂質の発現分子種・発現
量は劇的に変化し、生後0日（PO）までにガ
ングリオシドの発現は成熟した脳とほぼ同じ
分子種が発現する［56］。一方、内耳では生
後の聴覚機能の成熟期間に対応して、その発
現量が劇的に増加し、マウスの脳と内耳には

独立したガングリオシド発現制御機構が存在
することが判明した（図12）［57］。ガングリ
オシドを完全に欠損したマウスであるGM3S
とGM2合成酵素（GM2S）の二重欠損（GM2S/
GM3S DKO）マウスは、生後すぐに重篤な
中枢神経障害を示し、大多数が早期に死亡す
る［58］。一方、GM3S KOマウスはメンデル
の法則に従う比率で産まれ、ほぼ正常に成長
し、寿命も野生型と比較して大きな差はみら
れない。GM3S KOマウスのほぼすべての臓
器では、a-、b-系列のガングリオシドが消失
し、通常ほとんど発現がみられないo-系列の
ガングリオシドが発現する（図１B）。前述
のようにGM2S/GM3S DKOマウスは生後数
か月以内に大半が死亡することから、GM3S 
KOマウスでは「o-系列」ガングリオシドが
生命維持に重要な「a-、b-系列」ガングリオ

図11　GM3合成酵素KOマウスはOVA誘発気道過敏症が軽減している［47］
卵白アルブミン（OVA）にて感作後、OVA吸入により、アレルギー性気道炎症が惹起させた。
野生型マウスと比較してGM3S KOでは、組織学的にも気道分泌の抑制が確認され（A),好酸球、
リンパ球（B)、血清中抗原特異的IgEの出現抑制（C)およびTh2サイトカインの著しい減少（D)
が認められた。さらに、OVA感作したGM3S欠損マウスのCD4+ T細胞を野生型マウスに移植
した実験では炎症細胞の浸潤などが抑制されることから、GM3S欠損マウスにおける気道炎症
の抑制はCD4+ T細胞が原因であると実証された（E)。
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図12　マウス蝸牛のスフィンゴ糖脂質の発現は、生後２週間の聴覚機能成熟期に激増する［57］

シドの機能を代償していると考えられる。
当時大学院生であった吉川弥里さんは、

GM3S KOマウスの行動薬理学的検討の目的
で、オスとメスのGM3Sヘテロ欠損マウスか
ら生まれる同腹子の遺伝子型判定を行ってい
た。彼女が「私を振り向いてくれないのがホ
モ個体です」と言うので、空気圧と音に対
する驚愕反応を行ったところ、音に対する反
応だけがまったく認められないことが判明し、
電気生理学的な聴覚試験（聴性脳幹反応：
ABR）においても完全に聴覚機能が障害さ
れていることが確認された［59］。GM3 KO 
マウスの聴覚障害の時期は他の難聴モデルマ
ウスと比較しても非常に早く、マウスの聴覚
発生時期である生後約14日目ですでに聴力が
低下しており、その後数日で完全に消失した。
形態学的には、GM3S KOマウスはコルチ器
の有毛細胞の選択的な変性・脱落が起こり、
遺伝性加齢性難聴モデルや薬剤性難聴と類似

した病理所見を示した［59］（図13）。内耳前
庭にも有毛細胞が存在するが、GM3S KOマ
ウスの前庭は組織学的および平衡感覚にも異
常は認められなかった。GM3のみを発現す
るB4galnt1（GM2/GD2S）とSt8sia1（GD3S）
の二重欠損マウスでは、このような聴覚の
消失は認められていないことから60）、GM3
はコルチ器の形態・機能維持において重要な
役割を有することが考えられた。GM3S KO
マウスの結果を合わせて考えると、聴覚機能
の維持には、特に“GM3”が重要であると
考えられる。この作業仮説を支持する事実と
して、1）野生型マウスの外有毛細胞の聴毛
にはGM3が特異的に発現し、下流のGM1ガ
ングリオシドなどは認められないこと、2）
GM3S KOマウスで最初に認められる異常は
外有毛細胞の聴毛の変性・脱落であることを
見いだしている［57］。

2009年に我々が発表したGM3S KOマウス
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図13　GM3合成酵素KOマウスは内耳コルチ器の選択的変性が認められる［59］

の論文には解決しなければならない大きな問
題があった［59］。それはヒトのGM3S欠損
症との関連である。2004年、アーミッシュ
の家系にGM3S欠損の症例が見いだされた
［61］。これはヒトにおけるスフィンゴ糖脂
質生合成系酵素の欠損の存在を示した最初の
報告である。患者は幼児期に発症する重篤な
てんかん症状と視覚異常を示し、20歳前後
で死亡する。視覚の異常に関しては網膜の機
能異常ではなく、視神経-中枢神経の機能異
常によるものであると考えられている［62］。
現在のところ、我々が作製したGM3S KOマ
ウスにおいて、顕著な視覚異常、通常飼育下
における重篤なてんかん症状などはみられて
いない。このヒトとマウスの表現型の違い
を解明するには、今後、ガングリオシド組
成、遺伝子発現等を多角的に比較検討してい
く必要がある。このNature Geneticsに掲載
された論文には、聴覚機能についての記載は
なかった［61］。しかし、2012年には、フラ
ンスで見いだされたGM3S欠損患者で難聴が
報告されたことから、GM3S欠損による難聴
がヒトでも判明した［62］。その後、筆者は
ペンシルバニア州ランカスターのアーミッ
シュの人々で運営される病院であるClinic 
for Special Children（CSC）を訪れ、GM3S
欠損患者と直に会って、ガングリオシド補給

などの治療の可能性を探っている［57］。
内有毛細胞および外有毛細胞の細胞膜上お

よびその細胞質内では、各難聴関連タンパク
質がそれぞれ特徴的な局在を示し聴毛（不動
毛：stereocilia）の形態・機能を維持してい
る（図14A）。この聴毛の機能的・形態的維
持には同一有毛細胞の聴毛間での分子連結が
必須である。GM3S KOマウスでは、生後ま
もなく内有毛細胞および外有毛細胞の聴毛の
変性が確認された。特に、内有毛細胞では
聴毛間の融合、聴毛内の分子の「局在の変
化」がGM3S KOマウスの聴覚消失時期に一
致して認められた（図14B）。この聴毛間の
分子連結の崩壊に基づく聴毛の融合がGM3S 
KOマウスの聴覚機能消失の原因であると考
えられる。GM3S KOマウスでは、この連結
を担う分子（Shaft connector）の一つPIP2
（phosphatidylinositol bisphosphate） の
分解をつかさどるPTPRQ（protein tyrosin 
phosphatase receptor Q）の局在変化を確認
している（図15）。この他にも、厳密な局在
を示すmyosin VI、myosin VIIa、radixinな
どの局在が異常を示したことから、細胞膜構
成成分ガングリオシドは、有毛細胞の機能性
膜領域の形成・維持には必須の成分であるこ
とが強く示唆される［57］。

ガングリオシドは細胞膜上で特定の分子群
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図14　GM3合成酵素KOマウスのコルチ器の内有毛細胞の融合［57］

と相互作用し、マイクロドメイン（機能性
微小膜領域）」を形成し、さまざまな生体機
能を制御していると考えられている。GM3S 
KOマウスで変性が顕著にみられた聴毛には、
多数の難聴原因遺伝子産物が固有のパターン
で発現しており、機能的に異なる複数の機能
性領域が存在していることが示唆されている
（図14A）。したがって、聴毛に特異的に発
現する分子の発現、局在、機能をGM3が制
御していると考えられる。この有毛細胞にお

ける各難聴原因遺伝子産物の選択的輸送シス
テム・局在の分子機構はほとんど解明されて
いない。ガングリオシドに注目したマイクロ
ドメイン研究の対象としてきわめて興味深い。

感音性難聴は難聴原因遺伝子の変異、加齢
や薬物、ストレス、騒音などさまざまな要因
によって引き起こされる。先天性の難聴は出
生1000人あたりに1人の割合であり、最も頻
度が高い先天性疾患の一つである。また、加
齢性難聴は65歳以上の40%以上に生じるとさ

図15　GM3合成酵素KOマウスの有毛細胞の聴毛根元部分へのPTPRQ分子の局在が消失して
いる［57］
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れている。さらに、現代社会特有のストレス
による難聴や、携帯音楽プレイヤー等の普及
に伴う騒音性の難聴も増加してきている。し
かしながら、いったん障害を受け変性した蝸
牛内の細胞は再生不可能であることから、現
医療においては根本的な感音性難聴の治療は
ないといってよい。各難聴関連遺伝子の機能
はそれぞれ解明されつつある。これら難聴原
因遺伝子が中心となって形成される聴覚の機
能分子複合体（マイクロドメイン）における
糖脂質の役割を解明することから、新たな聴
覚機能制御の概念が生まれ、新たな難聴の治
療法につながっていくものと期待される。

おわりに
ガングリオシドを含むスフィンゴ糖脂質分

子群の細胞特異的・選択的発現の違いが、イ
ンスリンシグナルの恒常性維持、T細胞サブ
セットの分化・成熟、そして聴覚機能の獲得・
維持に必須な生命現象であることが理解され
たと思う。今後、自然免疫と獲得免疫による
生体恒常性維持機構におけるガングリオシド
ファミリーの分子種特異的な作動原理を解明
し、生理活性脂質としての位置づけを明確に
することが、使命であると考えている。
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糖鎖生物学の第二幕の幕開け：
β4-ガラクトース転移酵素5を介した糖脂質の機能探索
Standing at the Second Stage of Glycobiology: Elucidation of Biological 

Functions of β4-Galactosyltransferase 5-Mediated Products

古川　清＊

Kiyoshi FURUKAWA

1. はじめに
糖鎖の生合成に関して "one enzyme-one 

glycosidic linkage" 説が唱えられてきたが、
糖鎖遺伝子（糖鎖の生合成に関与する酵素を
コード）がクローニングされ、その基質特異
性が明らかになるにつれ、複数の酵素が一つ
のグリコシド結合の形成に関与しているケー
スが見出されてきた。私達はβ4-ガラクトー
ス転移酵素（β4GalT） の精製を通して、こ
の酵素には複数のタンパク質が存在する可能
性を見出した［1］。しかしながら膜タンパ
ク質の精製という手法で複数の酵素の存在を
証明することは難しく、すでに遺伝子が単離
されていたβ4GalTに関して東大医科研の岩
倉洋一郎先生のグループが作製したβ4GalT
ノックアウトマウスの臓器や血清からの糖タ
ンパク質を解析し、N-型糖鎖に肺炎双球菌の
β4-ガラクトシダーゼで分解される構造が残
存することを見出した［2］。同時に、アムス
テルダム自由大学医学部のvan den Eijnden
先生と共同研究を行い、β4GalTと糖受容体
を競合するβ4-N-アセチルグルコサン転移酵
素の両遺伝子間で保存されている配列をプラ
イマーとして用い、ヒト乳癌細胞株（MRK-
nu-1細胞） のcDNAライブラリーを作製して

3'-RACE/5'-RACEを行い、大元のβ4GalTと
アミノ酸レベルで37%の相同性をもつ遺伝
子を単離し、β4GalT2と命名した［3］。In 
vitroで酵素を発現させ、分岐側鎖をもつオ
リゴ糖を基質として酵素活性を測定すると、
GlcNAcβ1→6(GlcNAcβ1→2)Manへのガラク
トース転移活性が見られ、β4GalT2は高分
岐糖鎖のガラクトシル化を行う酵素と考えた
［3］。しかしながら、in vitroではβ4GalT2
はO-型糖鎖のガラクトシル化も行い、またグ
ルコシルセラミド（Glc-Cer） へガラクトー
スを転移しラクトシルセラミド（Lac-Cer） 
を合成できることも見出した［4, 5］。私達
はこれをin vitroにおけるartifactと考え、β
4GalT2がin vivoで何をしているかを明らか
にしない限り、この酵素の生理的な機能を解
明できないと判断した。さらに時を同じくし
て、β4GalTには相同性を有する複数の酵素
の遺伝子がいわゆるホモロジークローニング
（コンピュータクローニング）で単離され、
2000年の段階で7つの酵素が存在することが
明らかになり、大元の酵素から相同性が高い
順に番号をつけ、その結果私達の酵素は5番
となり、β4GalT2からβ4GalT5へ名称を変更
した（図1）［総説6参照］。

＊ 長岡技術科学大学　名誉教授／野口研究所　学術顧問
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2. β4GalT5の真の基質を求めて
1）β4GalT5ノックアウトマウスの表現型の
解析

N-型糖鎖、O-型糖鎖、糖脂質へガラクトー
スを転移するβ4GalT5の真の基質を解明する
ため、私達はβ4GalT5のノックアウトマウス
を作製し、その臓器における複合糖質の解
析を行うことで解決しようと試みた。共同
研究でこのKOマウスの作製に取り組み進行
している中で、NIHのプロジェクトですでに 
β4GalT5のKOマウスが作製され市販されて
いることを知った。私達がKOマウスを作製
する迄にはさらに少なくとも半年から1年を
要すると思われたので、NIHからこのマウス
を購入し解析した。β4GalT5+/－のオスとメ
スを交配すると、β4GalT5のホモ個体は生
まれてこないことから、β4GalT－/－のマウス
は胎生致死と判断した。そこで体外受精を行
い、in vitroで胚の発生を解析すると、胚盤
胞はメンデルの法則に従いほぼ+/+：+/－：
－/－=1：2：1の割合で存在した。即ち、ホ
モ個体も胚盤胞期まで発生できることが判明
した。そこで着床する段階でホモ胚の有無を
解析すると、胎生10.5日では胚を検出できる
が胎生11.5日では出来ないことから（表1）、

β4GalT5－/－マウスは胎生中期で致死となる
ことが判明した ［7］。この胎児を解析する
と、正常胚から2日ほど発生が遅延している
こと、細胞同士や細胞のマトリクスへの接着
能が著しく低下していることから、細胞間接
着の異常による器官形成不全が胎生致死の一
因であると考えられる（図2）（論文投稿準備
中）。

2） MEF細胞を用いた複合糖質の解析
β4GalT5－/－ マ ウ ス は 胎 生 致 死 で あ る こ

と、この胎児は著しい成長遅延を起こしてい
ることから、胎児を直接生化学的に解析する

図1　ヒトβ4GalTファミリーのタンパク質の
模式図。個々の酵素において■は膜貫通領域 
（TM）、青・緑・赤色の領域はファミリー
で保存されている領域を示す。文献6より改
変して掲載。

図2　β4GalT5＋/－-マウス胚とβ4GalT5－/－-
マウス胚の胎生中期における形態。下線の目
盛りは1mm長を示す。文献7より改変して掲
載。

発生段階
β4GalT5遺伝子型

+/+ －/－+/－

E8.5
E9.5
E10.5
E11.5

2
2
3
3

3
6
2
0

9
13
9
10

表1 発 生 段 階 の 異 な る マ ウ ス 着 床 胚 の 
β4GalT5遺伝子型の解析。数値は各発生段階
の妊娠マウス2匹の胎児の数を示す。文献7よ
り改変して掲載。
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ことは困難であった。そこでマウス胎児か
ら繊維芽細胞（mouse embryonic fibroblast: 
MEF） を調製し、細胞における糖タンパク質
や糖脂質を解析することにした。その結果、
β4GalT5+/+-,β4GalT5＋/－-,β4GalT5－/－-マウス
由来のMEF細胞ではN-型糖鎖やO-型糖鎖の
発現パターンに変化はみられなかったが、
糖脂質のLac-Cerやそれから派生するGM3の
発現量がβ4GalT5－/－-マウス由来のMEF細胞
で著しく低下、消失していることが判明し
た（図3）。さらにこのMEF細胞を酵素源と
すると、Glc-Cerへのガラクトースの転移酵
素活性は対照の正常MEF細胞の1/10以下で
あった。以上の結果から、β4GalT5はLac-
Cer合成酵素であると結論づけられた［8］。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ヒトβ4GalT5の遺伝子をクローニングし、そ
の基質特異性を解明するまでに、実に10年余
りの歳月がかかってしまった。本遺伝子をク
ローニングした翌年には細胞が癌化するとβ
4GalT5の遺伝子発現が増大することを見出し
ており［9, 10］、この変化が糖タンパク質糖
鎖のガラクトシル化の変化を産み出す原動力
であるのかどうか、あるいはガングリオシド

系列の糖脂質の発現に関与するのかどうか、
極めてやきもちする日々を過ごさざるを得な
かった。この間、β4GalT5の基質特異性の確
立を待たずに見切り発車で研究をしていたグ
ループから、本酵素の機能に関して誤った結
論とそれを報告する多数の論文がでてしまっ
たことはとても残念である。酵素を扱う時に
は、必ず酵素が関与する最終産物である糖鎖
の構造変化や発現の変化を明確に示すことが
必須であることを復唱したい。

3. 細胞の癌化とβ4GalT5の遺伝子発現の変化
細胞が癌化するとタンパク質や脂質に結合

した糖鎖の構造が変化することは、1960-70
年代における研究で正常細胞と癌細胞におけ
るレクチンの反応性の変化や［11, 12］、放
射性同位元素で代謝標識した糖ペプチド（細
胞膜タンパク質をプロナーゼ処理して得られ
た消化物）のゲル濾過カラムクロマトグラ
フィーでの溶出パターンの変化として捉えら
れていた［13, 14］。この変化の実体を白日
の下に曝したのは、N-型糖鎖の構造解析法を
確立した木幡陽先生（現、野口研究所）のグ
ループであり、また糖鎖の完全メチル化分析
法を確立した箱守仙一郎先生（米国ワシント
ン大学） のグループであった。糖鎖の構造が
解析されて初めて細胞の癌化の実体が明らか
となり、N-型糖鎖やO-型糖鎖は分岐が促進
され（糖鎖の高分岐化）［15-17］、かつ糖脂
質糖鎖は短くなり（糖鎖不全）、より単純な
ガングリオシド系列の糖鎖をもつ脂質が増え
ることが明らかとなった［18］。ところで糖
鎖を構成する個々の糖のなかでガラクトース
（Gal） はガレクチン等と結合することで細
胞の増殖や分化の制御に関与し［19］、また
細胞接着に関与する糖鎖抗原が発現する土台
となり（図4）［総説6参照］、極めて重要な役
割を果たしている。従ってER-Golgi内でガラ
クトースを転移する酵素の発現は細胞の機能
にとり重要であり、私達はNIH3T3細胞とそ

図3　MEF細胞の糖脂質の発現パターン。脂質
画分をβ4GalT5+/+-,β4GalT5+/－-,β4GalT5－/－- 
MEF細胞から調製し、その成分を薄層クロマトグ
ラフィーにより分離し、発色剤により検出 （A：中
性脂質、B：酸性脂質）。文献8より改変して掲載。
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れをポリオーマウイルスのミドルT抗原遺伝
子で癌化させたMTAg細胞［20］でβ4GalT1
か らβ4GalT 6の 遺 伝 子 発 現 を 解 析 し、 β
4GalT5遺伝子の発現が有意に増大すること

を見出した。しかしながら、後述するもう一
つのLac-Cer合成酵素であるβ4GalT6遺伝子
の発現には変化は見られなかった（図5）［9］。
4. β4GalT5とβ4GalT6の機能の違いは？

図4　糖タンパク質や糖脂質に発現する多様な糖鎖
抗原。多様な糖鎖抗原がN-型糖鎖、O-型糖鎖、ネ
オラクト系列の糖脂質に発現する。a：ポリシアル
酸、b：HNK抗原、c：ポリ-N-アセチルラクトサミン、
d：O型抗原、e：A型抗原、f：B型抗原、g：Lex抗原、h：
シアリルLex抗原、i：Ley抗原、j：Lac-Cer、k：ペ
プチド-グリコサミノグリカン架橋領域 （β4GalT7 
= GalTIが関与）。文献6より改変して掲載。

図5　NIH3T3細 胞とMTAg細 胞 におけるβ4GalTs 1-6
の遺伝子の発現レベル。Poly (A)+ RNAを含むブロットを
［32p］で標識したマウスβ4GalT 1-6 cDNA断片あるいは 
β-actin cDNA断片を用いて解析。 転写産物のサイズは
MTAg細胞の右列に表記。文献9より改変して掲載。
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β4GalTは複数のドメインを有するファミ
リーから構成され、大元の酵素をベースとし
て、相同性が高い順番に番号を賦与してある
［6］。これらの酵素の基質特異性や癌細胞で
の挙動に関しては、私達の総説を参照にして
欲しい［21, 22］。ここで特筆すべき点は、
β4GalT6はもともとLac-Cer合成酵素として
ラット脳から精製され、その遺伝子が単離さ
れてきた酵素であるということである［23］。
興味深いことに、in vitroでLac-Cerを合成す
る比活性を比較すると、β4GalT5のほうが 
β4GalT6よりも高い［5］。またβ4GalT6ノッ
クアウトマウスは見かけ上正常であり［24］、
β4GalT6とβ4GalT5で合成されるLac-Cerに
一体どのような機能の違いがあるのか（ある
いは全くないのか）に、大いに興味をもって
いる。実は糖脂質の脂質部分に関しても鎖長
や飽和・不飽和を含めた構造多様性が存在し
ており、これらの酵素はそうした構造の違い
を基質として識別しているのかもしれない。
し か しβ4GalT5やβ4GalT6がER/Golgiで ガ
ラクトースを付加するとき、糖受容体である
Glc-CerのCer部分の大半は膜内に埋もれて
おり、果たして酵素がCer部分の構造多様性
を認識できるかどうかは疑問である。疑問で
はあるが、常識を打ち破り新たな考えを得る
ためには上記の疑問に対する答え（実験結果
を得ること）は必要である。またマウスとラッ
トの幾つかの臓器でβ4GalT5とβ4GalT6の遺
伝子発現をみてみると、マウスの臓器では 
β4GalT5遺伝子の発現は普遍的に見られる
がβ4GalT6遺 伝 子 の 発 現 は 限 ら れ た 臓 器
でしか見られず［3, 25］、一方ラットでは 
β4GalT6遺伝子の発現がβ4GalT5遺伝子よ
り 高 く、Lac-Cerの 合 成 にβ4GalT6が 主 と
して関与している可能性が考えられる（未
発表データ）。ひょっとするとβ4GalT5と 
β4GalT6は、単に種により使い分けられてい
るだけかもしれない。しかし、この問題を
もう少し面白くしている現象があり、それ

は多発性硬化症（中枢性脱髄性疾患）のモ
デルマウスの炎症部位ではβ4GalT6による
Lac-Cerの合成が亢進し、これが炎症を促進
するという報告である［26］。マウスの脳で
はβ4GalT5も発現しており、かつマウスでは
β4GalT5がβ4GalT6より機能しているにも係
らず（β4GalT5ノックアウトマウスは胎生致
死であるのに対してβ4GalT6ノックアウトマ
ウスは見かけ上は正常）、なぜ脱髄性炎症部
位でβ4GalT6によるLac-Cerの合成が亢進す
るのか、極めて興味深い。まずこのLac-Cer
はβ4GalT5が合成するものと質的に異なるの
か、あるいは単に炎症部位におけるβ4GalT5
とβ4GalT6の遺伝子発現制御が異なるためで
あるのか、この現象は2つの酵素の機能の相
違を見極める材料を提供するとともに、糖鎖
の複雑な発現制御と階層性をもった糖鎖機能
が存在することを示しており、私達はすでに
『糖鎖生物学の第二幕に立っている』と感じ
ざるを得ない。

5. β4GalT5遺伝子の発現レベルと腫瘍形成
能の相関

さて細胞が癌化するとLac-Cer合成酵素
のうち、β4GalT5の遺伝子発現が増大する
［9］。ヒトの種々の癌細胞でもβ4GalT5の遺
伝子発現はN-型糖鎖に高分岐化を誘導し悪性
度のマーカーとなっているN-アセチルグル
コサミン転移酵素Vの遺伝子発現レベルと正
の相関を示し、幾つかの癌細胞で共通にみら
れる［10］。さらにヒト大腸癌の癌部と非癌
部を比較しても、癌部でβ4GalT5遺伝子の発
現が数倍高いことが報告されている［27］。
細胞の癌化に伴いβ4GalT5遺伝子の発現が
増大する生物学的な意味を解明するため、
培養細胞の中で悪性度が高いB16-F10マウス
メラノーマ細胞へアンチセンスcDNAを導入
し（siRNAではうまく抑制できなかった）、 
β4GalT5遺伝子の発現を抑制した細胞株を複
数樹立した。これらの細胞をC57BL/6マウ
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スの皮下へ移植し腫瘍形成能を解析すると、
β4GalT5遺伝子の発現抑制レベルと腫瘍形
成能の抑制レベルに正の相関が見られた。
またマウス尾静脈へ癌細胞を注入し肺への
結節の形成（転移能）を解析すると、同様
にβ4GalT5の遺伝子発現が低ければ低いほ
ど、肺での結節の数とその大きさが抑制さ
れることが判明した［28］。この現象をより
明確に示すため、β4GalT5+/+-,β4GalT5+/－-, 
β4GalT5－/－-MEF細胞へポリオーマウイル
スのミドルT抗原遺伝子（癌遺伝子）を導入
しこれらの細胞を形質転換させ、形質転換の
有無とその悪性度を足場非依存的な増殖を測
定するソフトアガーでのコロニー形成能と出
来たコロニーの数と大きさ、さらにヌードマ
ウス皮下での腫瘍形成能を解析した。その結
果、いずれのMEF細胞もコロニーを形成す
ることができたが、コロニーの数と大きさと
腫瘍形成能はβ4GalT5遺伝子のコピー数0, 1, 
2個に比例することが判明した（図6）。即ち、
癌細胞の造腫瘍能や転移能はβ4GalT5の遺伝
子発現のレベルと相関することが明確に示さ
れた［28］。この現象を飛躍して考え、正常
細胞でβ4GalT5遺伝子の発現レベルを増大さ
せたら増殖異常を起こすのではないかという
妄想に襲われ、現在その解析を進めている。

ところでβ4GalT5はLac-Cer合成酵素であ

り、Lac-Cerを出発物質としてラクト系列、
ネオラクト系列、グロボ系列、イソグロボ系
列、ガングリオ系列の多様な糖脂質が合成さ
れる［29］。そこで問題になるのがβ4GalT5
から合成されるLac-Cerが重要な働きをして
いるのか、あるいはそれから派生する様々
な糖脂質が生物活性を有しているのかとい
うことである。これは極めて難しい課題で
あるが、糖脂質合成においてLac-Cerは中間
体でありながら、全て他の糖脂質へ変換さ
れることはなく、糖脂質の主要な組成の一つ
として発現している。Lac-Cerは細胞質や細
胞膜に存在しており、特に細胞膜では脂質ラ
フト（ミクロドメイン）に存在し細胞機能分
子の働きを調節し、あるいは細胞膜の性質
（膜の流動性など）を制御し、細胞内への情
報伝達を制御していると考えられる。私達
はこれを証明する一環として、β4GalT5+/+-, 
β4GalT5+/－-,β4GalT5－/－-マウス由来のMEF
細胞のフィブロネクチン（FN） への接着に
注目した。前述したようにβ4GalT5－/－-マウ
ス胚の組織化学的解析から、この胎児を構成
する細胞では細胞間の接着異常が起きている
可能性を見出している［30］。そこで前述の
MEF細胞を用い、これらの細胞のFNへの接
着能を解析すると、対照のβ4GalT5+/+-MEF
細胞に対してβ4GalT5+/－-MEF細胞では多少

図6　癌遺伝子を導入した
MEF細胞の造腫瘍能。
β4GalT5+/+-, β4GalT5+/－-,
β4GalT5－/－-MEF細 胞 へ 癌
遺伝子を導入し、ソフトアガロー
スゲル内で形成するコロニーの
数 （A）、その大きさ （B）、ヌー
ドマウス皮下に移植してできる
腫瘍塊の大きさ（C）、切除した
腫瘍の代表的な写真 （D）。下
線の目盛りは 5 mm長を示す。
文献28より改変して掲載。
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減少し、β4GalT5－/－-MEF細胞で著しく低
下していた。そこでβ4GalT5－/－-MEF細胞を
Lac-Cerを含む培地で30分保温しLac-Cerを
細胞に取り込ませた後にFNへの接着能を解
析すると、その接着は有意に回復した。しか
し、この実験にガングリオシドを加えて同様
な実験を行っても、細胞のFNへの接着能に
回復は見られなかった。細胞の外から加えた
糖脂質は細胞膜に取り込まれ、やがてはエン
ドソームを介して細胞内へ取り込まれると考
えられるが、上記の解析はLac-Cerを細胞に
加えてから接着アッセイまで60分で完了させ
ている。楽観的な解釈をすれば、加えたLac-
Cerが細胞膜に取り込まれ脂質ラフトに集積
し、そこでα5β1-インテグリンの機能を修飾
してFNとの接着能を回復させ、同時に接着
斑キナーゼを活性化した結果と考えられた。
実際β4GalT5－/－-MEF細胞へLac-Cerを添加
すると、FAKのリン酸化の亢進と細胞の伸
展の増大が見られている（論文投稿準備中）。
これらの予備的な結果を考え合わせると、 
β4GalT5遺伝子の発現増大は全体の糖脂質の
組成を変えると同時に、細胞膜におけるLac-
Cerの発現量を増大させ、そこでも機能して
いる可能性が高い。従って、今後の大きな課
題は細胞膜でLac-Cerはどんな働きしている
のかを解明することである。興味深いこと
に、東北薬科大学の宮城妙子先生のグループ
は悪性度の高い癌細胞では中性シアリダーゼ
（NEU3） の活性が高いことを報告している
［31, 32］。このシアリダーゼは細胞表面の
ガングリオシドGM3を分解してLac-Cerを生
じさせる。これらの癌細胞ではGM3が消失
することで悪性度が高くなるのか、あるいは
細胞膜に新たに生じた（増えた）Lac-Cerが
悪性度を誘導するのかが焦点となる。

一方、細胞質に存在するLac-Cerに関して
は、MAPK回路を活性化し、細胞の増殖を刺
激することが知られている［33］。B16-F10
細胞でβ4GalT5遺伝子の発現を抑制すると

MAPK回路を構成する情報分子の活性化レ
ベルが一様に低下することから、癌細胞で増
大したLac-Cerの一部はMAPK回路の活性化
に関与していることが考えられる［28］。こ
れまでの結果から、Lac-Cerの合成阻害剤が
有効な抗癌剤となることは容易に想像される
ことと思う。このレビューではLac-Cerをマ
クロで扱ってきたが、脂質の構造には糖鎖と
同様にミクロ不均一性があり、こうしたミク
ロな部分での細胞分化や癌性変化に特異性が
あるかもしれず、今後の分析が重要であるこ
とは言うまでもない。

6. 終わりに
哺乳動物細胞にはLac-Cerを合成する酵

素β4GalT5とβ4GalT6の2つ が 存 在 す る。 
β4GalT5ノックアウトマウスは胎生致死とな
るが、β4GalT6ノックアウトマウスは見か
け上正常で生まれてくる。また細胞が癌化
するとβ4GalT5遺伝子の発現は増大するが、 
β4GalT6遺伝子の発現は変化しない。このよ
うにβ4GalT5とβ4GalT6はLac-Cerを合成す
るにもかかわらず、胚の形態形成や細胞の分
化癌化への関与の仕方が著しく異なる。一
方、脱髄性疾患ではβ4GalT6遺伝子の発現が
増大し、β4GalT6で合成されるLac-Cerが炎
症を促進することから、明らかにβ4GalT5と
β4GalT6の生命現象への係り方が異なる。
ここに新たな糖鎖の機能（厳密に制御された
機能の仕分け）が潜んでいると考えられ、糖
鎖生物学の第二幕が開かれたと思う。1991年
に恩師木幡陽先生が「糖鎖生物学時代の幕あ
け」を宣言され［34］、それから四半世紀、
分析技術の飛躍的な発展により複合糖質糖
鎖の構造が容易に解析できるようになったこ
と、糖鎖遺伝子のクローニングと遺伝子ノッ
クアウトマウスの表現型の解析から糖鎖機能
の概要が判明したことを糖鎖生物学の第一幕
として捉えてみたい。しかしながら、生体で
作られる多くのタンパク質に糖鎖が結合し、
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糖鎖の機能を一様に論ずることはできない。
これまで通り地道に個々のケースで糖鎖の
機能をさらに解明することと、それが細胞、
組織、器官ひいては個体にとりどのような意
味をもつのかを俯瞰的に捉えながら、そこに
時間軸や空間軸を挿入して糖鎖機能を評価し
ていくことが肝要であろう。そうした中で本
論で述べたβ4GalT5とβ4GalT6で合成される
Lac-Cerの機能の相違などを読み取れば、糖
鎖機能の本質に辿りつけるのではないかと思
われる。
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ヘビーフルオラス法による糖質合成
Carbohydrate synthesis using a heavy fluorous tag

糖鎖有機化学研究室　室長　水野真盛
　　　　　　　　　Mamoru MIZUNO

１. はじめに
フ ル オ ラ ス（fluorous） と は「 フ ッ 素

（fluorine）」と「親〜性＝〜 ous」を基に創
られた、「親フルオロカーボン性」のという
意味の用語である。フッ素含量の高いフルオ
ラス化合物はペルフルオロヘキサン等のフル
オラス溶媒やフルオラスシリカゲルなどのフ
ルオラスメディアに選択的に抽出され、通常
の有機化合物はフルオラス環境中から排除さ
れる。1994年にHorváthらがこの性質を利用
したFluorous Biphase System （FBS） を提

唱し［1］、　さらに1997年にCurranらによっ
てフルオラス合成法 （フルオラスタグ法） が
固相合成法に匹敵する簡便な液相合成法とし
て提唱された［2］。

フルオラス合成法は、反応後の精製方法の
違いによりフルオラス固相抽出（F-SPE）法
と、フルオラス液－液抽出（F-LLE）法の2
種類に分類される（図１）。

F-SPE法とは、比較的小さなフルオラスタ
グ（ライトフルオラスタグ）を用いて、フル
オラスシリカゲルによる固―液抽出により精

図1. フルオラス合成法（F-LLE 法とF-SPE 法）　
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製を行う手法である［3］。一方F-LLE法とは
重量比で40%以上のフッ素含量を有する分子
サイズの大きなフルオラスタグ（ヘビーフル
オラスタグ）を基質に導入し、反応後フル
オラス溶媒と有機溶媒とを用いた液―液分配
を行う。すると有機相には非フルオラス性の
有機化合物が抽出され、フルオラス相にはフ
ルオラス化合物のみが選択的に抽出される。
合成後、フルオラスタグを切り離し、目的化
合物がえられる［2］。無論ライトフルオラ
スタグをF-LLE法に、ヘビーフルオラスタグ
をF-SPE法に用いることも可能である。この
ようにフルオラス法は液相法でありながら固
相法に匹敵する効率的な合成手法として注目
されている。フルオラス法は有機合成以外で
も、触媒や生化学の分野等にも幅広く展開さ
れており、成書［4］、あるいは総説［5］と
してまとめられているので興味のある方は是
非参考にしてほしい。

我々は「シリカゲルカラムクロマトグラ
フィー」による精製工程を極力省略すること
を目的とし、ヘビーフルオラスタグを用いた
F-LLE法による糖鎖合成手法の開発を行って
きた。本稿ではこれまでに野口研究所で行っ
てきたF-LLE法による糖質合成について述べ
る。

２. アシル型フルオラス保護基Bfp基による
糖鎖合成

フルオラス合成法で重要になるのが合成の
際に用いるフルオラスタグである。野口研
究所でフルオラス合成に着手した1999年当
時、ベンジル型やシリル型のヘビーフルオラ
スタグによるフルオラス合成が報告されて
いた［6-9］。野口研究所では糖鎖合成へのフ
ルオラス法の展開を目指していたので、合成
が容易でかつ、高収率で糖水酸基への導入が
可能な構造のヘビーフルオラスタグの開発を
行った。種々の構造を試行錯誤の結果、2本
のperfluorooctyl鎖を有するアシル型フルオ

ラス保護基であるBfp基の開発に成功した。
Bfp基の導入試薬であるBfp-OH（1）は合成
が容易であり、さらに一般的なアシル型保護
基と同様，高収率で糖水酸基に導入と除去が
可能である［10］。

ところで、F-LLE法では合成する糖鎖が大
きくなるとフルオラス相に分配されずに有機
相へ分配されてしまうことが懸念される。そ
こで糖鎖の長さと分配効率の変化の関係を明
らかにするため、以下の検討を行った。すな
わち，Bfp基を3箇所に導入した単糖から五
糖までの化合物2 〜 6を合成し，それぞれの
化合物についての分配効率をそれぞれ測定し
た。分配操作に用いた溶媒の組み合わせはフ
ルオラス溶媒としてはFC-72を、有機溶媒と
してはメタノールおよびトルエンを用いて検
討を行った（図2）。

この結果より、フルオラス相への抽出限界
は用いる有機溶媒によって大きく異なるが、
溶媒の種類によってはフッ素含量が40%程度
でも十分にフルオラス相へ分配されることが
明らかになった。

次に、植物の分化・成長因子を考えられ
るアラビノガラクタンプロテイン （AGP）
の構成成分であるβ-（1→6）-ガラトペンタ
オースの合成を行った（図3）。まず、ガラ
クトース誘導体6の2，3，4位の水酸基にBfp-
OH をDCC-DMAP法により導入した。反応
終了後，FC-72とトルエンの分配抽出により
FC-72相にBfp導入体を抽出した。以降の保
護基の導入、除去、及びグリコシル化反応の
精製は全てF-LLE法により行い、Bfp基の結
合したβ-（1→6）-ガラクペンタオース誘導
体10の粗生成物を合成した。この段階で副生
成物の蓄積が見られたためシリカゲルカラム
クロマトグラフィーによる精製を行い、化合
物6から9工程、収率29% （1段階平均87%）で
化合物10を得た．なお，9工程に要した時間
は6日で，従来法（12 〜 14日）より大幅に短
縮できた。更に脱保護操作を行い目的物であ
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図2. Bfp基保護フルオラス糖鎖のフルオラス相/有機相間の分配効率

るβ-（1→6）-ガラクトペンタオース11を合
成することに成功した11）。なお，Bfp基は
メチルエステル体（Bfp-OMe）としてFC-72
相から回収（93%）された。

このように、ヘビーフルオラスタグを用い
たF-LLE法での合成は、反応工程は従来の液
相法と同じなので反応時間に差はないが、精
製工程において中間体の精製にカラムクロマ
トグラフィー精製を行わないので、従来の液
相合成に比べ1/2 〜 1/3の時間で済むことか
ら、合成時間の短縮が可能である。

３. エーテル結合型ヘビーフルオラスタグに
よる単糖ユニット、及び糖鎖合成

ペプチド合成は、原料となるアミノ酸誘導
体が市販されているが、糖鎖合成の原料とな
る単糖ユニットは、近年少しずつではあるが
市販される種類も増えてはきたが、それでも

依然用時調製が必要である。また糖のOH基
は1級水酸基とヘミアセタール以外の２級水
酸基は反応性にほとんど差がないことから位
置選択的に保護基の着脱を行うには多段階、
かつ多種類の反応が必要となる。従って糖鎖
合成全体でみると、脱保護・縮合の繰り返し
反応である「グリコシル化反応」よりも、単
糖ユニット合成のほうが時間と労力を要する
律速工程になっている。そこで、糖鎖合成を
効率的に行うには、糖と糖を結合させるグリ
コシル化反応だけではなく、原料となる単糖
ユニットを効率的に合成できる方法の確立が
必要である。ここではF-LLE法による効率的
な単糖ユニット合成について述べる。

まず、単糖ユニット合成は多種多様な反応
条件（酸性、塩基性、酸化、還元等）下で行
われるためタグの構造はこれらの条件下で安
定ある必要がある。さらに目的化合物をフル
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図3. Bfp基を用いたガラトペンタオースのフルオラス合成

図4. エーテル結合型フルオラスタグ

オラス相へ十分分配できるフッ素含量とタグ
の合成の容易さも求められる。前述のBfpタ
グは、合成は容易だがタグ骨格中にアミド結
合が複数存在するため、塩基性条件下や、水
素化アルミニウムリチウムのような還元剤存
在下ではアミド結合が反応してしまい、フル
オラスタグの分解が懸念された。またアミ
ド結合由来の配座異性体が存在するため、
1H-NMRのスペクトルが複雑化してしまい、
構造確認が容易でないでことも問題であっ

た。そこで、化学的安定性（糖質合成に使用
する反応条件下での）、合成の容易さ、十分
なフッ素含量、1H-NMRのスペクトルの単純
化を満たすフルオラスタグ構造について検討
をした結果、エリスリトールを骨格とした
「エーテル結合型フルオラスタグ」を合成し
た（図4）［12, 13］。本フルオラスタグの1級
水酸基には種々のリンカーを導入でき、さら
に合成後はリンカーを除去することでタグの
再生・再利用が可能である。

得られたタグを用い、次に種々の単糖化合
物のフルオラス相への分配効率について検
討を行った。まずFC-72をフルオラス溶媒と
し、種々の有機溶媒との分配効率について検
討を行ったところ、大部分の場合において

実用的ではない結果が得られた。これは各
種単糖誘導体のFC-72への溶解性が低いこと
が影響を与えていると考えられた。そこで
solvent turning14）の概念を応用し、FC-72
に両親媒性フルオラス溶媒であるHFE-7100
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表1. ３本鎖フルオラスタグ含有単糖誘導体のフルオラス相/有機相間の分配効率

を添加した混合溶媒（FC-72:HFE-7100=4:1）
をフルオラス溶媒とし、5%含水有機溶媒に
よる分配効率の検討を行ったと結果、アセト
ニトリルを有機溶媒とした場合、用いた全て
の糖誘導体において実用的な分配効率が得ら
れた（表１）［15］。

次に、パラ-アルコキシフェニル型、及ベ
ンジル型リンカーを用いて単糖ユニット合成
を行った。中間体は全てF-LLEでフルオラス
相に分離され、最終工程後にシリカゲルカラ
ムクロマトグラフィー精製を行った。パラ-

アルコキシフェニル型フルオラスタグは糖の
１位に容易に導入でき、さらに硝酸セリウム
（IV）アンモニウム（CAN）処理で選択的
に除去され、1位遊離の単糖ユニットが得ら
れる。また臭化亜鉛・臭化アセチル処理によ
りグリコシルブロミドにも容易に変換できる
［12, 15］（図5）。

ベンジル型フルオラスタグは通常のベンジ
ル基と同様に任意の水酸基へ導入でき、接
触還元等で除去できる。例えば、dibutyltin 
Oxideを用いてガラクトースの3位水酸基に
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図5. パラ-アルコキシフェニル型リンカーを用いた単糖ユニット合成

図6. ベンジル型リンカーを用いた単糖ユニット、及び糖鎖合成

導入した後、ユニット合成、グリコシル化を
行い、最後に接触還元によりフルオラスタグ
の除去を行い、最終生成物のみをカラムクロ
マトグラフィー精製を行い、2糖誘導体を収
率55%（8工程）で得た。またベンジル型フ
ルオラスタグは末端官能基を様々な官能基へ
変換できる。例えばブロミド体はチオ尿素処

理により容易にチオールへと変換できる。こ
のフルオラスチオールは糖還元末端に容易に
導入でき、フルオラスチオグリコシドへ誘導
される。このフルオラスチオグリコシドは糖
受容体としてのみならず糖供与体としても用
いることができる［13, 16］（図6）。

なお、本エーテル結合型ヘビーフルオラス

タグは、目的物質合成後に除去され、F-LLE
によりフルオラス相へ抽出され、容易に初期
構造へと変換できる再利用可能なヘビーフル

オラスタグである。ヘビーフルオラスタグは
市販されておらず、その合成には多段階反応
が必要なため、合成のたびに廃棄することは
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図7. 三臭化ホウ素処理によるエーテル型フルオラスタグの分解

経済的に、また環境面においても効率的では
ない。そのためヘビーフルオラスタグのリサ
イクルは必須であるともいえる。

４. 耐酸性ヘビーフルオラスタグによる糖鎖
合成

前述のエーテル結合型フルオラスタグは合
成が容易で、かつ糖鎖合成に用いられている
ほぼ大部分の化学反応に対して安定であり、
反応後の再利用も可能である。ところで、合
成に用いる各種リンカーはエーテル結合によ
るフルオラスタグへの導入が望ましい。なぜ
なら、エーテル結合は糖鎖合成に用いられて
いる化学反応に対して安定だからである。前
述のエーテル結合型フルオラスタグへ導入し
たp-alkoxyphenyl型、及ベンジル型リンカー
もエーテル結合で導入する。 なお、これら
２種類のリンカーとフルオラスタグ間のエー
テル結合は、硝酸セリウム（IV）アンモニ
ウムや接触還元のような、「一般的なエーテ

ル結合」が安定な条件下で切断が可能である
「特殊なエーテル結合」である（図５、図６
参照）。しかし、糖鎖合成に汎用されている
化学選択的に除去できる種々の保護基構造
（例: アリル基、p-メトキシベンジル基、シ
リルエーテル、レブリノイル基）を有するリ
ンカーを用いる場合は、リンカーとフルオラ
スタグ間のエーテル結合は「一般的なエーテ
ル結合」となる。従ってリンカーを除去する
条件下でエーテル結合型フルオラスタグの
骨格自身が切断されてしまい、フルオラスタ
グが分解してしまう可能性が考えられる。実
際にエーテル結合切断試薬である三臭化ホウ
素とエーテル結合型ヘビーフルオラスタグを
反応させたところ、予想通りルオラスタグの
分解が確認された。従って既存のエーテル結
合型ヘビーフルオラスタグでは、リサイクル
の点を考慮すると使用できるリンカー構造と
してはp-alkoxyphenyl型、及ベンジル型リン
カーに限定されてしまう。

そこで、使用するリンカー構造に制限を受
けず、かつリサイクルが容易なヘビーフルオ
ラスタグとして図８に示す新規ヘビーフルオ
ラスタグ22の合成を行った［17, 18］。得られ
た新規ヘビーフルオラスタグに対して三臭化
ホウ素処理を行ったところ、安定であること
が明らかとなった。また、本フルオラスタグ
の特徴として、タグ構造水酸基由来のエーテ
ル結合は一般的なエーテル結合切断条件であ
る「有機溶媒中での三臭化ホウ素処理」に対
しては安定であり、「フルオラス溶媒（FC72）
とn-ヘキサン中での三臭化ホウ素処理」によ
り切断され、再生できることも明らかとなっ

た（図９）［18, 20］。
次 に、 ア リ ル 型 リ ン カ ー を 用 い、

Mycoplasma pneumoniaeの 細 胞 膜 由 来 の
糖脂質抗原（GGL）の糖鎖部位であるGlcβ
1→6Galの合成を行った（図10）。まず、本
耐酸性ヘビーフルオラスタグに対して、臭化
アリルによるアリル基の導入の後、オレフィ
ンメタセシスと脱アセチル化により、アリル
アルコールリンカーを有するヘビーフルオラ
ス23を合成した。これにガラクトースを導入
した後、保護基の変換によるアクセプター調
製とグリコシル化を行いフルオラス性２糖誘
導体24を合成した。なお、各反応後の精製
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図8. 耐酸性ヘビーフルオラスタグの合成

図9. 耐酸性ヘビーフルオラスタグの三臭化ホウ素処理

はF-LLE法で行った。最後に２糖誘導体のフ
ルオラスタグからの切り出しを酢酸中、Pd
（PPh3）4処理を行い、F-LLEで分配し、有機
層より得られた残査をシリカゲルカラムクロ
マログラフィーによる精製を行い、目的の２
糖誘導体25を収率58％（６工程）で得た。ま
たF-LLEのフルオラス層よりヘビーフルオラ
スタグ？（70％）とそのアセチル体（13％）
が回収された［19］。

５. フルオラスマイクロフロー法による糖誘
導体合成

近年糖質合成の分野においてもマイクロリ
アクターの高速混合や精密な温度制御を利用
した反応効率や立体選択性の向上等、優れた

成果が報告されている［21-23］。また、マイ
クロ流路内での優れた抽出分離能はフルオラ
ス溶媒を用いた液―液抽出法においても有用
であることも報告されている［24］。そこで
我々はF-LLE法をマイクロフロー系に組み込
んだ、フルオラスマイクロフロー法により反
応工程と分離工程の両方の効率化を目指すこ
とにした。

5.1 均一溶媒系でのフルオラスマイクロフ
ロー法

フルオラスマイクロフロー法の概念図を図
11に示す。すなわち、マイクロ流路中で反応
を行った後、分配用マイクロミキサーに反応
溶液と分配用の有機溶媒とフルオラス溶媒を



野口研究所時報　第58号（2015）

─  42  ─

図10. 耐酸性ヘビーフルオラスタグを用いた糖鎖合成

図11. フルオラスマイクロフロー法概念図
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図12. フルオラスマイクロフロー法による単糖ユニット合成

導入してマイクロ流路中で分配操作を行う。
マイクロ流路からの溶出液からフルオラス相
を分離し、乾燥・濃縮することで目的とする
フルオラス化合物を得ることができる。

このフルオラスマイクロフロー法を用い、
グルコースのペンタアセチル体を出発原料と
してグルコース誘導体の合成を行った（図
12）。その結果、全収率55%（6工程）で目的
とするグルコース誘導体を得ることができた
［25］。なお、各合成工程（各段階途中の濃
縮工程も含め）と最終反応後に行ったシリカ

ゲルカラムクログラフィーによる精製1回を
含め、合成に要する時間は最短で9時間であっ
た。本フルオラスマイクロフロー法での結果
を、バッチ系でのフルオラス合成法で行っ
た同じ反応と比較すると、6工程に要する反
応時間を約1/6に短縮できることも明らかと
なった。以上の結果から、マイクロフロー系
はフルオラスマイクロフロー法においても反
応工程の効率化に有用である可能性が示唆さ
れた。

5.2 不均一2相系でのフルオラスマイクロフ
ロー法

5.1で述べた均一溶媒系でのフルオラスマ
イクロフロー法では、分離されたフルオラス
相を次の反応工程に使用するには、基質濃度
の調節と両親媒性フルオラス溶媒を除去する
た、さらに分配に使用した有機相が含水有機
溶媒のため、乾燥・濃縮操作が必要となる。
これらの操作は効率的な多段階連続合成のボ
トルネックとなる。そこで、乾燥・濃縮操作
を行わず分離したフルオラス相をそのまま次
反応に使用できるフルオラス/有機不均一2相
系反応での多段階反応についての検討を行っ
た（図13）。

モデル反応としてグルコースのベンジリデ
ン化とアセチル化を行った。不均一2相系で
のフルオラスマイクロフロー法で使用するフ

ルオラスタグとしてはフルオラス相に基質
を十分量分配できるよう、高フッ素含量の
KrytoxTM 157-FSLを原料としてKrytox型フ
ルオラスタグ28を合成し、グルコースを導入
し化合物29を得た。（図14）。

次に、化合物29のアセチル基を除去したグ
ルコース誘導体30のHFE7100－FC72（1:1）
溶液とベンズアルデヒドジメチルアセタール
のアセトニトリル溶液をT字コネクタ（T1）
に注入した。更に、カンファースルホン酸の
アセトニトリル溶液を、T1から出てくるフ
ルオラス/有機不均一２相系と一緒にマイク
ロミキサー（M1）へと連続的に供給した。
ベンジリデン化（第1反応）はM1に接続され
たマイクロチューブ内で滞留時間6秒で進行
した。マイクロチューブから出てきた反応溶
液から中間体31を含むフルオラス相を分離
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図13. 不均一２相系でのフルオラスマイクロフロー法概念図

図15. 不均一2相系フルオラスマイクロー法による単糖ユニット合成

図14. Krytox型フルオラスタグ28の合成
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し、得られたフルオラス溶液を、40%無水酢
酸/アセトニトリル溶液と共にT字コネクタ
（T2）へと連続的に供給した。そして、40%
ピリジン/アセトニトリル溶液を、T2から出
てくるフルオラス―有機溶媒不均一溶液系と
一緒にマイクロミキサー（M2）へと連続的
に供給した。水酸基のアセチル化（第２反
応）はM2に接続されたマイクロチューブ内
で滞留時間6秒で進行させた。マイクロチュー
ブから出てきた反応溶液からフルオラス相を
分離し、得られたフルオラス溶液を濃縮後、
シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製
し、目的物質である化合物32が収率89％（2
工程）で得られた［26］（図15）

6. おわりに
以上述べてきたようにF-LLE法は反応中間

体をフルオラス溶媒と有機溶媒を用いる分配
操作により容易に精製できるため、従来の有
機合成において時間と労力を要するシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーなどの精製工程
を大幅に省略できる効率的な手法である。さ
らに、反応自体は通常の液相反応であること
から、TLCやNMR、質量分析などの分析手
法で反応の追跡や反応中間体の同定を行うこ
とができる。このようにF-LLE法は液相法で
ありながら、固相法に匹敵する簡便な精製工
程を併せ持つ優れた手法である。また、フル
オラスタグやフルオラス溶媒は容易に回収・
再利用が可能であることから、サスティナブ
ルケミストリー的な手法ともいっても過言で
はない。F-LLE法は糖鎖合成以外にもペプチ
ドや糖ペプチド、核酸の合成にも有用な手法
であるが［4, 27-29］、　その他の種々の有機
化合物の合成にも有用であると考えられ、今
後さまざまな分野への応用が期待される。

本稿で紹介した野口研究所におけるヘビー
フルオラス法糖鎖合成の歴史は、稲津敏行博
士（現：東海大学教授）と大前仁博士（現：

京都大学）による糖鎖合成用ヘビーフルオラ
スタグの設計・合成の試行錯誤から始まり、
三浦剛博士（現：東京薬科大学教授）による
Bfpタグの合成とそれを用いたフルオラス糖
鎖合成法開発の成功により大いに前進するこ
ととなった。その後、後藤浩太朗博士による
エーテル結合型タグの開発とそれを用いた単
糖ユニット合成の成功、川上宏子博士による
フルオラスマイクロフロー法の開発、そして
戸治野真美博士（現：セイコーエプソン株式
会社）と当時博士課程の学生であった福田和
男博士（現：千葉大学）による耐酸性ヘビー
フルオラスタグの合成とそれを用いた糖鎖合
成へと発展していった。本総説で述べた研究
は、これら多くの研究者諸氏の尽力によって
なされた成果であることをここに記るす。ま
た御助言・御指導を賜りましたフルオラス科
学研究会（大寺純蔵・元会長、柳日馨・前会
長、畑中研一会長）に深く感謝いたします。
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酵素化学的手法を用いた均一な糖鎖を持つ
糖鎖改変モノクローナル抗体の作製並びに
そのFcγRIIIaに対する親和性とADCC活性

Glycoengineered Monoclonal Antibodies with Homogeneous Glycan using a 
Chemoenzymatic Approach and their Affinities for FcγRIIIa and Antibody-

Dependent Cellular Cytotoxicity

糖タンパク質工学研究室　室長　黒河内　政樹
Masaki KUROGOCHI

１. 本研究の背景
近年、抗体医薬が数多く販売され、世界の

医薬売上で上位を占めている。（2014年の医
薬品トップ10のうち抗体医薬が5つ入ってい
る。）そして、抗体のFc領域に結合している
糖鎖がADCC活性、CDC活性、薬理効果を
制御している事が分かり、抗体の糖鎖機能が
非常に注目を浴びている。その為、多くの
研究者らが様々なアプローチから抗体の糖
鎖構造の制御を行い、その機能を調査して
いる。抗体医薬は基本的にモノクローナル
抗体であり、分子クラスはIgG抗体である。 
IgG抗体は、2つの重鎖と2つの軽鎖から構築
され、抗原と結合するFab領域と白血球やマ
クロファージ等の細胞と結合するFc領域を
持っている。重鎖のFc領域の297番目のアス
パラギンの側鎖にはN結合型糖鎖が結合して
おり、この糖鎖は、抗体の免疫複合体による
エフェクター機能の活性化や動態、安全性等
に寄与することか報告されている。例えば、
N結合型糖鎖の還元末端側のN-アセチルグル
コサミンに結合しているフコース（コアフ
コース）が欠落している抗体は、FcγRIIIa
を介する抗体依存性細胞障害（ADCC活性）

が高まる事が知られている。その為、この効
果を狙った糖鎖改変型抗体の開発が盛んに行
われており、コアフコースを持たない抗体医
薬が開発されている。現在、糖鎖改変型の
抗体医薬品として2012年に日本で認可され
たmogamulizumab（anti-CCR4 monoclonal 
antibody （mAb）, 協和発酵キリン）と2013
年にFDAで認可されたobinutuzumab（anti-
CD20 mAb, Roche/Genentech）が販売され
ている。一般的に、動物及び植物細胞で産生
される糖タンパク質は、細胞内の複数の糖鎖
転移酵素・糖加水分解酵素の働きと制御に
よって、また、糖ヌクレオチドの発現、代
謝、分布状態、並びに翻訳後修飾の過程にお
ける糖タンパク質の輸送速度等の複数の要因
によって、タンパク質の部位特異的な糖鎖構
造の付加並びに不均一な糖鎖分布を持つ形で
生産される。その為、現在販売されている抗
体はすべて不均一な糖鎖分布を有している。

　本研究では、遺伝子組み換えカイコの絹
糸腺から産生された抗体を出発物質として抗
体に結合している不均一なN結合型糖鎖をエ
ンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ（エ
ンド酵素）によって、一旦N-アセチルグル
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図1. 均一な糖鎖を持つ糖鎖改変型抗体の合成スキーム

コサミン１個に収束させた後に、そのN-アセ
チルグルコサミンに合成した任意のN結合型
糖鎖モチーフを持つオキサゾリン誘導体を糖

合成酵素による転移反応で縮合を行い、任意
の均一なN結合型糖鎖を持つ抗体を作製した
（図１）。

2. 実験及び結果
2-1. 遺伝子組み換えカイコの絹糸腺から産
生された抗体の分析

本研究で用いた遺伝子組み換えカイコ
の 絹 糸 腺 か ら 産 生 さ れ たanti-Her2抗 体
（Trastuzumab）は、共同研究先である株
式会社免疫生物研究所の冨田氏より提供され
た。 こ のanti-Her2抗 体（Trastuzumab） の
N結合型糖鎖は、抗体のトリプシン消化後の
糖ペプチドを以前に我々が開発したMALDI-
TOF MS用の糖ペプチドの高感度化標識（Bz
標識）を行った後にHILIC（親水性相互作用
クロマト）による糖ペプチド抽出を行い、
MALDI-TOF MS測定によって、糖ペプチド

の形で分析した［1］。これにより、コアフコー
スを持たないマンノース型（M9-M2）、複合
型（GN1, GN2）のN結合型糖鎖が不均一な
分布でEEQYNSTYR配列のアスパラギンに
結合している事が分かった（図2a）。一方、
市販薬のCHO細胞で生産されたanti-Her2抗
体（Trastuzumab）は、コアフコースを持
つ複合型のN結合型糖鎖（約85％）とコアフ
コースを持たない複合型とマンノース型のN
結合型糖鎖が不均一な分布でEEQYNSTYR
配列のアスパラギンに結合している（図
2b）。また、カイコの絹糸腺から産生された
マウスIgG1モノクローナル抗体の解析では
コアフコースを持たないマンノース型（M9-
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M2）、複合型（GN1, GN2）のN結合型糖鎖
が不均一な分布でEEQFNSTFR配列のアス
パラギンに結合している事が分かった（図
2c）。カイコの絹糸腺から産生された糖タン
パク質（抗体）は、通常の昆虫細胞（脂肪細
胞等）で生産された糖タンパク質とは違い、
ほとんどのN結合型糖鎖にコアフコース（α
1,3-Fuc,α1,6-Fuc）が付加していない ［2］。
同じカイコ絹糸腺から産生されたanti-Her2
抗体（Trastuzumab）とマウスIgG1モノク
ローナル抗体の糖鎖構造を比較すると糖鎖プ
ロファイルは若干違うものの糖鎖構造の種類
は同じである。カイコ絹糸腺から産生された
anti-Her2抗体（Trastuzumab）とCHO細胞
で生産されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）
を比較すると、糖鎖プロファイルは大きく異
なっている。これは、細胞内の複数の糖鎖
転移酵素・糖加水分解酵素の発現の違いを
反映していると考えられる。また、市販薬
であるCHO細胞で生産されたanti-Her2抗体
（Trastuzumab）のN結合型糖鎖は不均一で
あり、コアフコースの有り無しのN結合型糖
鎖が混在している事も分かった。つまり、現
在の抗体医薬品はこのような様々な糖鎖が
付加した不均一な混合物と考えられる。そ
して、糖鎖関連因子を制御していない場合
では、培地成分やクローン株の種類によっ
て、その糖鎖プロファイルが若干異なって
くるので、抗体医薬を含む糖タンパク質の
バイオ製剤の品質管理は非常に難しい。カ
イコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体
（Trastuzumab） は、SDS-PAGE分 析 で 糖
鎖付加している重鎖のバンドが分かれてお
り、かつMS分析の際に他の抗体と比べて糖
ペプチドの回収量が悪い事から糖鎖が結合し
ていない部分が存在するのではないかと考え
た。特殊アミノ酸組成分析からタンパク質中
のGlcNAc存在量の定量を行い、anti-Her2抗
体（Trastuzumab）に糖鎖が結合していな
い割合が約11.5％である事が分かった。IgG

抗体は2本の重鎖の297番目のアスパラギン
が糖鎖結合部位として存在しているので、カ
イコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体
（Trastuzumab）はN結合型糖鎖が2本の重
鎖に結合していないアグリコン型、2本の重
鎖の中で1本にだけ糖鎖が結合しているヘミ
グリコシル型、2本の重鎖に共に糖鎖が結合
しているフルグリコシル型があると考えられ
る。最近、陽イオン交換クロマトグラフィー
分析によって、アグリコン型、ヘミグリコシ
ル型、フルグリコシル型を分離する事が出来
る手法が報告され［3, 4］、カイコの絹糸腺か
ら産生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）
を 分 析 し た 所、 そ れ ぞ れ が3.8%, 23.4%, 
72.7%の存在比である事を確認できた（図
3a）。このように糖タンパク質の糖鎖結合部
位にN結合型糖鎖が付加しない現象は、細胞
の糖タンパク質の発現系ではよく見られる現
象である。同じ発現系のカイコの絹糸腺から
産生されたマウスIgG1モノクローナル抗体
の糖鎖付加割合を比べて見るとマウスIgG1
モノクローナル抗体の方は非常に糖鎖付加割
合が高かった（図3c）。同じ細胞発現系でも
糖タンパク質の種類によって糖鎖付加割合が
異なるのは、非常に興味深く、おそらくこれ
は前述した翻訳後修飾の過程における糖タン
パク質の輸送速度（発現速度）の違いが反
映していると考えられる。また、抗体の生産
過程でのタンパク質凝集体が問題になってい
る為、サイズ排除クロマトグラフィーを用い
たタンパク質凝集分析を行った。この分析
か ら、 こ のanti-Her2抗 体（Trastuzumab）
の凝集割合は、約14%であり（図4a）、比較
として分析したCHO細胞で生産されたanti-
Her2抗体（Trastuzumab）は、凝集割合が
1%であった（図4b）。

以上の事から、このカイコの絹糸腺から産
生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）を
出発原料として均一な糖鎖抗体を作成する為
には、糖鎖付加が不完全なアグリコン型抗体
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とヘミグリコシル型抗体の除去並びに抗体の
凝集体を除去が不可欠である事が分かった。
今回、使用している市販薬のCHO細胞で生

産されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）は、
共同研究先である慶応大学の高柳先生より提
供を受けた。

図2. Bz標識した糖ペプチドのMALDI-TOF MSスペクトル
a) カイコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab)
b) CHO細胞で生産されたanti-Her2抗体（Trastuzumab) 
c) カイコの絹糸腺から産生されたマウスIgG1モノクローナル抗体

2-2. 遺伝子組み換えカイコの絹糸腺から産
生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）の
エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ処
理による糖鎖加水分解反応の解析

カイコ絹糸腺から産生されたanti-Her2抗
体（Trastuzumab）は、ハイマンノース型、
パウチマンノース型、複合型の3つのタイプ
のN結合型糖鎖が10種類、不均一な分布で結
合しており、2本の重鎖両方に糖鎖が結合し
ているフルグリコシル型のインタクトの抗体
のESI-MS解析の質量分析から、2本の重鎖と
2本の軽鎖からなるタンパク質の2カ所に糖鎖
がランダムに結合した組み合わせで出来てい
る事が分かった（図5）。この抗体を均一化す

る為には、エンド-β-N-アセチルグルコサミ
ニダーゼ（エンド酵素）によって、2カ所に
結合した不均一な分布を持つN結合型糖鎖を
すべてN-アセチルグルコサミン1個に収束す
る必要がある。始めに、抗体に対する様々な
エンド酵素の反応を行い、エンド酵素の選択
の検討を行った。現在、エンド酵素は、様々
な生物由来の物が発見され、それぞれ異なる
活性（基質特異性、至適pH等）を有してい
る事が知られている。本研究では、抗体に結
合しているN結合型糖鎖を温和な条件下のエ
ンド酵素処理で糖鎖を加水分解した後に、抗
体をトリプシン消化で断片化し、糖ペプチド
の高感度標識法とHILICによる糖ペプチド抽



野口研究所時報　第58号（2015）

─  52  ─

図3. 陽イオン交換クロマトグラフィー分析
a) カイコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab) 
b) CHO細胞で生産されたanti-Her2抗体（Trastuzumab) 
c) カイコの絹糸腺から産生されたマウスIgG1モノクローナル抗体

図4. サイズ排除クロマトグラフィー分析
a) カイコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab)
b) CHO細胞で生産されたanti-Her2抗体（Trastuzumab)
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出法、MALDI-TOFMS分析を用いて、エン
ド酵素処理後の糖鎖が加水分解されなかった
抗体に結合したN結合型糖鎖を糖ペプチドの
形で解析した［1］。エンド酵素処理していな
い糖ペプチドとエンド酵素処理後の糖ペプチ
ドを定量的に比較する事によって（図6）、
エンド酵素で加水分解された糖鎖の種類と反
応効率を調べ、エンド酵素の抗体に対する反
応性や糖鎖に対する基質特異性を調べた（図
7）。通常、エンド酵素の基質特異性は低分子
基質（糖鎖、糖アミノ酸、糖ペプチド）を用
いて調べられている為、タンパク質（抗体）
のような高分子基質ではエンド酵素の基質特
異性並びに活性（反応速度等）は、低分子基
質の場合と異なってくる。使用する抗体に対
するエンド酵素の反応性を調べるのは、酵
素化学的合成法を用いた糖鎖改変抗体の作製
には非常に重要である。今回、カイコから産
生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）に
使用したエンド酵素は、endoS［5］, endoM
［6］, endoD［7］, endoH［8］, endoLL［9］
である。エンド酵素処理後の糖ペプチドの解
析結果（図7）から、endoS は抗体の複合型
糖鎖（GN1, GN2）を選択的に加水分解して
おり、ハイマンノース型糖鎖（M9~M3）は
加水分解しなかった。endoMは弱酸性条件
（pH 6.0）下で抗体のハイマンノース型糖鎖
（M9~M3）と複合型糖鎖（GN1）を加水分
解するが、複合型糖鎖（GN2）は加水分解さ
れにくい。そして、endoD は抗体のマンノー
ス型糖鎖（M6~M3）と複合型糖鎖（GN1）
の一部が加水分解されており、endoDの基質
特異性として知られているN結合型糖鎖の５
糖のコア構造部分である非還元末端側のα
1,3-Man構造の非修飾を正しく認識してN結
合型糖鎖を加水分解している事が分かった
［7］。endoHは、弱酸性条件（pH 5.5）下で
ハイマンノース型糖鎖（M9~M4）を加水分
解する事が分かった。endoLLは、野口研究
所で開発したLactococcus lactis由来の新規

エンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼで
あり、中性条件（pH 7.5）下で抗体のマンノー
ス型糖鎖（M9~M4）を加水分解する性質が
ある事が分かった。この事から今回使用した
エンド酵素は、単独ではカイコから産生され
たanti-Her2抗 体（Trastuzumab） のN結 合
型糖鎖を完全に加水分解できない事が分か
り、同じ温和な条件下（pH 7.5）でN結合型
糖鎖を加水分解するendoS、endoD、endoLL
を組み合わせて使用する事により、カイコか
ら産生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）
に結合しているすべてのN結合型糖鎖の種類
を加水分解できると考えた。次に、それぞれ
単独のエンド酵素で処理した抗体とエンド酵
素を組み合わせて処理した抗体をSDS-PAGE
で解析し、糖鎖付加している重鎖の挙動を観
測した（図8）。この結果、カイコから産生さ
れ たanti-Her2抗 体（Trastuzumab） のN結
合型糖鎖は単独のエンド酵素では、結合して
いるN結合型糖鎖を完全に加水分解する事は
できないが、エンド酵素の組み合わせを用い
る事によって、ほとんどすべてのN結合型糖
鎖（99％以上）を加水分解できる事を確認し
た。これから、糖鎖合成酵素のアクセプター
となるN-アセチルグルコサミンが結合した
anti-Her2抗体（Trastuzumab）を作製する
事が出来た。

2-3. anti-Her2抗体（Trastuzumab）に均一
な糖鎖（A2,G2,G0,M3）を転移させた糖鎖
改変抗体の作製

卵黄から抽出されるシアリル糖ペプチド
（SGP）を出発物質として酸加水分解による
脱シアリル化、ガラクトシダーゼ消化によ
る脱ガラクトシル化、エンドグリコシダー
ゼ消化による糖鎖加水分解を組み合わせて
A2-OH, G2-OH, G0-OHを調製し、M3-OHは
Wang LX らの報告［10］を参考に単糖の誘
導体から18ステップの化学反応の工程を経て
糖鎖の全合成を行い、調製した（図9）。これ
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図6. エンド酵素処理していない抗体の糖ペプチドのMSスペクトルとエンド酵素処理後の抗体
の糖ペプチドのMSスペクトルの比較分析

図5. カイコの絹糸腺から産生されたフルグリコシル型anti-Her2抗体（Trastuzumab)のESI-FT 
MSによる質量分析
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図7. エンド酵素の反応条件とエンド酵素処理後のカイコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗
体（Trastuzumab)の糖ペプチド解析による各種エンド酵素の基質特異性の解析

図8. カイコの絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab)の各種エンド酵素の加水分
解反応後のSDS-PAGE
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らの糖鎖（M3-OH, G0-OH, G2-OH, A2-OH）
はShoda Sらの報告［11］による2-chloro-1,3-
dimethylimidazolinium chloride（DMC） を
用いた水溶液中でのオキサゾリン誘導体化
法によって、還元末端側のN-アセチルグル
コサミンをオキサゾリン体に変換して糖転
移反応の為のグリコシルドナーを調製した
（図9）。次に、Wang LX らが報告［12］し
たendoS-D233Q変異体を用いてグリコシル
アクセプターであるN-アセチルグルコサミ
ンが結合した抗体にグリコシルドナーとなる
糖鎖のオキサゾリン誘導体を反応させて、任
意の均一な糖鎖をFc領域の297番目のアスパ
ラギンに付加しているN-アセチルグルコサ
ミンを足場に転移させた（図１）。糖転移反
応後の抗体のSDS-PAGEから糖鎖が付加し
ていない重鎖がある事が分かる（図10左）
ので、2本の重鎖に糖鎖が付加していないア
グリコン型、2本の重鎖の中で1つにだけ糖
鎖が転移しているヘミグリコシル型の抗体を
除く為に陽イオン交換カラム（MonoSカラ
ム）を用いて、2本の重鎖に糖鎖が転移して

いるフルグリコシル型抗体の分離を行った
（図11）。それぞれ糖鎖改変したフルグリコ
シル型抗体の分離の確認は、陽イオン交換ク
ロマトグラフィー分析とSDS-PAGEによっ
て、陽イオン交換クロマトグラフィーのアグ
リコン型、ヘミグリコシル型抗体のピークの
消失とSDS-PAGEの糖鎖が付加していない
重鎖の消失から確認した（図10右、図11）。
その後、糖鎖改変抗体の糖ペプチド解析を行
う事によって、Fc領域の297番目のアスパラ
ギンに任意の均一な糖鎖が付加している事を
確認した（図12）。また、分離精製後の糖鎖
改変抗体をサイズ排除クロマトグラフィーに
よるタンパク質凝集体の分析を行い、mAb-
A2,mAb-G2, mAb-G0, mAb-M3の 凝 集 割 合
が そ れ ぞ れ0.1%,0.5%,0.0%,0.0%と 非 常 に 少
ない事から凝集体の除去も確認した。よっ
て、均一な糖鎖を持つ糖鎖改変anti-Her2抗
体（Trastuzumab）をモノマーかつ2本の重
鎖に糖鎖が付加しているフルグリコシル型で
あ るmAb-A2,mAb-G2, mAb-G0, mAb-M3の
4種類として作製できた。

図9. グリコシルドナーの調製方法
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図10. 糖転移反応後の抗体のSDS-PAGE（左）と精製後の糖鎖改変抗体のSDS-PAGE（右）

図11. 陽イオン交換カラムによる糖鎖転移反応後の糖鎖改変抗体（mAb-G2)の分離クロマトと
陽イオン交換カラムによる分離前後の糖鎖改変抗体の陽イオン交換クロマトグラフィー分析
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2-4. 均一な糖鎖（A2,G2,G0,M3）を持つ糖
鎖改変anti-Her2抗体（Trastuzumab）のFc
γRIIIa-V158に対する親和性並びにSKBR-
3,BT-474を タ ー ゲ ッ ト 細 胞 と し た 時 の
ADCC活性

FcγRIIIaは、抗体のFc領域受容体の一種
であり、ナチュラルキラー細胞並びにマクロ
ファージ等の細胞表面上に分布している。抗
体医薬のADCC活性は、抗原を有する標的細
胞に結合した抗体が免疫細胞上のFcγRIIIa
と結合することで、抗体依存的に誘導され
る標的細胞傷害活性である。FcγRIIIaと抗
体のFc領域の結合は、 抗体のFc領域のN結
合型糖鎖の構造が深く関与しており、Dwek 
RA.ら の グ ル ー プ［13］、Sondermann P.ら
の グ ル ー プ［14, 15］、Kato K.ら の グ ル ー
プ［16, 17］がそれぞれコアフコースの無い
抗体がFcγRIIIaとの親和性を向上させると
報告している。FcγRIIIaは、N結合型糖鎖
の結合部位が５カ所（N-38, 45, 74, 162, and 
169）あり、その内のN162に結合しているN
結合型糖鎖と抗体のFc領域のN結合型糖鎖

が糖鎖-糖鎖相互作用をしてFcγRIIIaと抗
体の親和性を構築している［13-17］。Fcγ
RIIIaには、遺伝子多型が存在し、V158型と
F158型が存在するが、FcγRIIIa-V158の方
がFcγRIIIa-F158よりもヒトのIgG1のFc領
域と強く結合する事が知られている［18］。
この為、Presta LGらの手法［19］を参考に
HEK293由来のヒト型FcγRIIIa-V158をマイ
クロプレートに固定化して、糖鎖改変した
anti-Her2抗体（Trastuzumab）（A2体、G2体、 
G0体、M3体）並びに糖鎖改変していない
anti-Her2 抗 体（Trastuzumab）（Native
体）、PNGaseFを用いて糖鎖切断した抗体
（aglycon体）、CHO細胞で生産されたanti-
Her2抗 体（Trastuzumab）（CHO体 ） のFc
γRIIIa-V158に対する結合活性を調べた。そ
の 結 果、anti-Her2抗 体 とFcγRIIIa-V158の
親和性の強弱はG2体>A2体>>G0体, Native
体>M3体, CHO体>>aglycon体であり、糖鎖
の結合の有無、糖鎖の構造によって大きく親
和性が異なる事が分かった（図13）。この事
から、シアリル化による親和性の低下（G2

図12. 糖鎖改変抗体の糖ペプチドのMALDI-TOF MSスペクトル
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体>A2体）、糖鎖伸長による親和性の上昇
（G2体>>>G0体, Native体（約63%がM5体）
>M3体）、コアフコースを持つN型糖鎖によ
る親和性の低下（G2体>>>G0体> CHO体（約
85%がコアフコースを有する糖鎖））が判明
した。

次 に、Promega社 製 のADCCリ ポ ー タ ー
アッセイ［20, 21］を用いて糖鎖改変した
anti-Her2抗 体（Trastuzumab）（A2体、G2
体、G0体、M3体）並びに糖鎖改変していな
いanti-Her2抗 体（Trastuzumab）（Native
体）、PNGaseFを用いて糖鎖切断した抗体
（aglycon体）、CHO細胞で生産されたanti-
Her2抗 体（Trastuzumab）（CHO体 ） の 抗
体依存性細胞傷害（ADCC）活性を測定し
た。ターゲット細胞には、Her2レセプター
が高発現しているヒト乳癌細胞（SKBR-3）
とヌードマウス可移植性ヒト乳癌細胞（BT-
474）をエフェクター細胞としてFcγRIIIaの
V158変異体を安定に発現し、ホタルルシフェ
ラーゼの発現を駆動するNFAT応答配列を
安定に保持する遺伝子組換えJurkat細胞を用
いて行った。このADCCリポーターアッセイ
は、共同研究先の高柳先生によって行って

頂いた。その結果、anti-Her2抗体のSKBR-3
上でのADCC活性の強さはA2体,G2体,G0体
>Native体,M3体>CHO体>> aglycon体 の 順
であり、BT-474上でのADCC活性の強さは
A2体,G2体>G0体>Native体,M3体>CHO体
>>aglycon体の順であった（図14）。このター
ゲット細胞によって微妙に違いが出ている
ADCC活性は、Her2レセプター以外のヒト
乳癌細胞（SKBR-3）とヌードマウス可移植
性ヒト乳癌細胞（BT-474）の細胞の構成成
分の違いが影響している為だと考えられる
［22］。また、FcγRIIIa-V158への親和性が
ほぼ同じであったM3体とCHO体が、ADCC
活性では、両方のターゲット細胞でM3体
の方がCHO体より非常に強い事からコアフ
コースの存在がFcγRIIIa-V158への親和性
よりもADCC活性に強く作用する事が分かっ
た。さらに、FcγRIIIa-V158への親和性を
向上に影響を与えていた糖鎖伸長がADCC活
性ではほぼ影響がなくなっている。これらの
事から、ADCC活性にはFcγRIIIa-V158への
親和性以外の因子が関与していると考えられ
る。

図13. FcγRIIIa-V158とモノクローナル抗体の相互作用
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図14. モノクローナル抗体のADCCリポーターアッセイ

3. まとめ
我々は、カイコ絹糸腺から産生されたanti-

Her2抗体（Trastuzumab）を出発原料に均
一なN結合型糖鎖を持つ糖鎖改変抗体の作製
を行った［9］。その際に、出発原料である
カイコ絹糸腺から産生されたanti-Her2抗体
（Trastuzumab）の分析を糖鎖付加割合、
凝集割合、糖ペプチドの質量分析による糖鎖
の結合部位並びに糖鎖プロファイルの解析と
いう点で行った。また、カイコ絹糸腺から産
生されたanti-Her2抗体（Trastuzumab）に
対する各種エンド酵素の反応性を調べ、抗体
に付加している不均一なN結合型糖鎖をN-ア
セチルグルコサミン1個に収束させる条件（エ
ンド酵素の組み合わせ）を発見した。さらに、
グリコシルドナーとなる糖鎖のオキサゾリ
ン 誘 導 体（M3-OXa, G0-OXa, G2-OXa, A2-
OXa）を天然物（卵黄）由来のSGPから調製
する酵素化学的合成法と単糖の誘導体からス
タートする有機化学的全合成から調製した。
次に、これらの糖鎖のオキサゾリン誘導体を
グリコシルドナーとして、N-アセチルグルコ
サミン1個が重鎖に付加しているanti-Her2抗
体（Trastuzumab）をグリコシルアクセプ
ターとして、endoS-D233Qを用いた糖転移反
応 を 行 い、anti-Her2抗 体（Trastuzumab）
の2本の重鎖に均一な糖鎖が転移しているフ

ルグリコシル型抗体の分離精製を行った。こ
のendoS-D233Qを用いたインタクト抗体の
糖転移反応は、Wang LXらによってすでに
報告されている［12］。彼らはCHO細胞から
生産されたrituximab（anti-CD20 mAb）を
原料として使用しており、コアフコースの無
い糖鎖はα-fucosidaseによる20日間の脱フコ
シル化反応を行い、グリコシルアクセプター
となるN-アセチルグルコサミン1個が重鎖に
付加している抗体を調製した。その後、糖転
移反応を行い、コアフコースの無い糖鎖を
持つ抗体を作成していた。しかしながら、
糖転移反応後の抗体のイオン交換クロマトグ
ラフィーによる精製を行っておらず、均一な
糖鎖を持つフルグリコシル型抗体という観点
では我々の手法がより精製度が高いと言え
る。また、我々は糖ペプチドの質量分析に
よって抗体の297番目のアスパラギンに結合
している糖鎖が改変された事を確認してい
る。最後に、糖転移反応後のフルグリコシル
型抗体の分離精製と数種類の糖鎖改変抗体の
作製のお蔭で均一な糖鎖を持つanti-Her2抗
体（Trastuzumab） のFcγRIIIa-V158へ の
親和性並びにADCC活性に現れる微妙な差を
観測する事が出来た。これによって、抗体の
糖鎖機能が部分的（糖鎖の割合の大小等）で
はなく、単一成分として導く事が出来、抗体
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に結合している糖鎖構造による機能の違いを
確認する事ができた。さらに、ADCC活性試
験を2種類のターゲット細胞で行った事によ
り、ターゲット細胞上での糖鎖機能の差を観
測する事が出来た。

今 回 の 糖 鎖 改 変 技 術 はanti-Her2抗 体
（Trastuzumab）以外の抗体に使用する事
は勿論の事、抗体以外の糖タンパク質の改変
技術にも大きな知見を与えられると考えてい
る。

今までに市販されている多くの抗体医薬
品、バイオ医薬品の糖タンパク質は糖鎖関連
因子を制御していない動物細胞から生産され
ている為、付加している糖鎖構造も不均一で
あり、かつ非ヒト型糖鎖エピトープ（Galα
1-3Gal, NeuGc, etc）が極少量（1％未満）混
ざっている場合がある。この非ヒト型糖鎖エ
ピトープはアナフィラキシー発症を引き起こ
す事［23］がある為、現在、抗体医薬品並
びに他のバイオ医薬品では非ヒト型糖鎖エピ
トープの含量を出す事が求められている。今

回の我々の糖タンパク質の酵素化学的合成法
であれば、糖鎖部分は化学的に合成・調製す
るので上記のような極少量の非ヒト型糖鎖エ
ピトープを完全に除去した状態にする事も逆
に大量に作製する事も可能である。よって、
本研究のアプローチが今まで困難だった極少
量成分の糖タンパク質の詳細な糖鎖機能解析
に応用できると考えられる。

近年、関節リウマチの治療として使用され
ているTNF抑制剤である抗体医薬品（イン
フリキシマブ、アダリムマブ）とは異なる有
効性を示すエタネルセプトというバイオ医薬
品がある。このエタネルセプトは、可溶性
TNF受容体とIgG抗体のFc領域を持つ遺伝子
組替えによる融合タンパク質であり、TNF
受容体部分に2カ所、Fc領域に1カ所のN結合
型糖鎖があり、連結部分のヒンジ領域にO結
合型糖鎖が多数付加している75kDaからなる
ポリペプチド鎖のホモダイマー構造を形成し
ている（図15）［24, 25］。CHO細胞で生産さ
れているエタネルセプトは、TNF受容体部

図15. 関節リウマチ治療薬のInfliximab,Adalimumabの構造とEtanerceptの構造比較
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位に結合しているN結合型糖鎖にはシアル酸
が付加しているが、Fc領域に付加しているN
結合型糖鎖はシアル酸が付加していない。つ
まり、タンパク質の部位の違いによって、結
合している糖鎖構造が異なっている。今回の
我々の酵素化学的合成アプローチは、このよ
うな複数結合した糖鎖の部位特異的な糖鎖構
造の制御への応用も可能になってくると期待
される。

今後、この糖鎖改変技術を応用して様々な
抗体の糖鎖改変体並びに糖タンパク質の調製
並びにその物性評価へと仕事を発展させ、よ
り詳細な糖鎖機能の解明に繋げていく予定で
ある。

謝辞
抗体の特殊アミノ酸組成分析を行って頂い

た北海道大学の機器分析センターの武田さ
ん、並びに抗体のESI-FT MS分析を行って
頂いた肥後さんにこの場を借りて感謝申し上
げます。

また、この研究成果は、共同研究先である
免疫生物研究所の冨田正浩氏、慶応大学の高
柳淳先生、東北大学の正田晋一郎先生、野口
研究所のHGPプロジェクトに参加して頂い
た多くの人達によって行われており、今回の
研究成果をまとめて発表できる事を関係者皆
様に感謝いたします。

References
1. Ku r o g o c h i  M ,  Aman o  J .  （2 0 1 4）　

Relative Quantitation of Glycopeptides 
based on Stable Isotope Labeling using 
MALDI-TOF MS. Molecules 19: 9944-
9961.

2. I i zuka  M,  Ogawa S ,  Takeuch i  A , 
Nakakita S ,  Kubo Y, Miyawaki Y, 
H irabayash i  J ,  Tomita  M.  （2009） 
Production of a recombinant mouse 
monoclonal antibody in transgenic 

silkworm cocoons. FEBS J. 276: 5806-
5820.

3. Wang S, Ionescu R, Peekhaus N, Leung 
JY, Ha S, Vlasak J. （2010） Separation 
of post-translational modifications in 
monoclonal antibodies by exploiting 
subtle conformational changes under 
mildly acidic conditions. J Chromatogr 
A.  1217: 6496-6502.

4. Ha S, Ou Y, Vlasak J, Li Y, Wang S, Vo 
K, Du Y, Mach A, Fang Y, Zhang N. 
（2011） Isolation and characterization 
o f  I g G 1  w i t h  a s y m m e t r i c a l  F c 
glycosylation. Glycobiology. 21: 1087-
1096.

5. Col l in M, Olsén A. （2001） EndoS, 
a  n o v e l  s e c r e t e d  p r o t e i n  f r o m 
S t r e p t o c o c c u s  p y o g e n e s  w i t h 
endoglycosidase activity on human IgG. 
EMBO J. 20: 3046-3055.

6. K a d o w a k i  S ,  Y a m a m o t o  K , 
Fujisaki M, Izumi K, Tochikura T, 
Yokoyama T. （1990） Purification and 
characterizat ion of a novel fungal 
endo - β -N -ace ty lg l ucosamin idase 
acting on complex oligosaccharides of 
glycoproteins. Agric Biol Chem. 54: 97-
106.

7. Tai T, Yamashita K, Ogata-Arakawa 
M, Koide N, Muramatsu T, Iwashita 
S ,  I n o u e  Y ,  K o b a t a  A .  （ 1 9 7 5 ） 
Structural studies of two ovalbumin 
glycopeptides in relation to the endo-β
-N-acetylglucosaminidase specificity. J 
Biol Chem. 250: 8569-8575.

8. T a r en t i n o  AL ,  P l ummer  TH  J r , 
M a l e y  F .  （ 1 9 7 4 ） T h e  r e l e a s e 
o f  i n t a c t  o l i g o s a c c h a r i d e s  f r om 
spec i f ic  g lycoprote ins by endo- β
-N-acetylglucosaminidase H. J Biol 



野口研究所時報　第58号（2015）

─  63  ─

Chem. 249: 818-824.
9. Kurogochi M, Mori M, Osumi K, Tojino 

M, Sugawara S-i, Takashima S, Hirose 
Y, Tsukimura W, Mizuno M, Amano 
J, Matsuda A, Tomita M, Takayanagi 
A ,  S h o d a  S - I ,  S h i r a i  T .  （ 2 0 1 5 ） 
Glycoengineered Monoclonal Antibodies 
with Homogeneous Glycan （M3, G0, 
G2, and A2） using a chemoenzymatic 
approach have different affinities for 
Fc γ RIIIa and var iab le ant ibody-
d e p end en t  c e l l u l a r  c y t o t o x i c i t y 
activities. PLosOne 10: e0132848

10. Zou G, Ochiai H, Huang W, Yang Q, Li 
C, Wang LX. （2011） Chemoenzymatic 
synthesis and Fcγ receptor binding of 
homogeneous glycoforms of antibody 
Fc domain. Presence of a bisecting 
sugar moiety enhances the affinity of 
Fc to Fc γ IIIa receptor. J Am Chem 
Soc. 133: 18975-18991.

11. Noguchi M, Tanaka T, Gyakushi H, 
Kobayashi A, Shoda S. （2009） Efficient 
synthesis of sugar oxazolines from 
unprotected N-acetyl-2-amino sugars by 
using chloroformamidinium reagent in 
water. J Org Chem. 74: 2210-2212.

12. Huang W, Giddens J, Fan SQ, Toonstra 
C, Wang LX. （2012） Chemoenzymatic 
g l y c o e n g i n e e r i n g  o f  i n t a c t  I g G 
antibodies for gain of functions. J Am 
Chem Soc. 134: 12308-12318.

13. Wormald MR, Rudd PM, Harvey DJ, 
Chang SC, Scragg IG, Dwek RA. （1997） 
Variations in oligosaccharide-protein 
interact ions in  immunoglobul in  G 
determine the site-specific glycosylation 
profiles and modulate the dynamic 
motion of the Fc ol igosaccharides. 
Biochemistry. 36: 1370-1380.

14.. Krapp S, Mimura Y, Jefferis R, Huber 
R, Sondermann P. （2003） Structural 
analysis of human IgG-Fc glycoforms 
r e v e a l s  a  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n 
glycosylation and structural integrity. J 
Mol Biol. 325: 979-989.

15. F e r r a r a  C ,  G r a u  S ,  J ä g e r  C , 
Sondermann P, Brünker P, Waldhauer 
I, Hennig M, Ruf A, Rufer AC, Stihle 
M, Umaña P, Benz J. （2011） Unique 
carbohydrate-carbohydrate interactions 
are required for high affinity binding 
between Fc γ RIII  and ant ibodies 
lacking core fucose. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 108: 12669-12674.

16. Yamaguchi Y, Nishimura M, Nagano M, 
Yagi H, Sasakawa H, Uchida K, Shitara 
K, Kato K. （2006） Glycoform-dependent 
conformational alteration of the Fc 
region of human immunoglobulin G1 
as revealed by NMR spectroscopy. 
Biochim Biophys Acta. 1760: 693-700.

17. Mizush ima T ,  Yag i  H ,  Takemoto 
E ,  S h i b a t a -K oy ama  M ,  I s o d a  Y , 
Iida S, Masuda K, Satoh M, Kato K. 
（2011） Structural basis for improved 
efficacy of therapeutic antibodies on 
defucosylation of their Fc glycans. 
Genes Cells. 16:1071-1080.

18. Koene HR, Kleijer M, Algra J, Roos D, 
von dem Borne AE, de Haas M. （1997） 
Fc gammaRIIIa-158V/F polymorphism 
in f luences  the  b ind ing o f  IgG by 
natural ki l ler cel l Fc gammaRIIIa, 
independently of the Fc gammaRIIIa-
48L/R/H phenotype. Blood. 90:1109-
1114.

19. Shields RL, Namenuk AK, Hong K, 
Meng YG, Rae J, Briggs J, Xie D, Lai 
J, Stadlen A, Li B, Fox JA, Presta LG. 



野口研究所時報　第58号（2015）

─  64  ─

（2001） High resolution mapping of 
the binding site on human IgG1 for Fc 
gamma RI, Fc gamma RII, Fc gamma 
RIII, and FcRn and design of IgG1 
variants with improved binding to the 
Fc gamma R. J Biol Chem. 276: 6591-
6560

20. Parekh BS, Berger E, Sibley S, Cahya 
S, Xiao L, LaCerte MA, Vaillancourt 
P ,  Wo od e n  S ,  G a t e l y  D .  （2 0 1 2） 
Development and val idat ion of an 
ant ibody -dependent  ce l l -mediated 
cytotoxicity-reporter gene assay. MAbs. 
4: 310-318.

21. Tada M, Ishii-Watabe A, Suzuki T, 
Kawasaki  N .  （2014） Development 
o f  a  c e l l - b a sed  a s say  measur i ng 
the activation of Fc γ RIIa for the 
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e r a p eu t i c 
monoclonal antibodies. PLoS One. 9: 
e95787.

22. Prang N, Preithner S, Brischwein K, 
Göster P, Wöppel A, Müller J, Steiger 
C, Peters M, Baeuerle PA, da Silva 
AJ. （2005） Cellular and complement-

dependent cytotoxicity of Ep-CAM-
specific monoclonal antibody MT201 
against breast cancer cell lines. Br J 
Cancer. 92: 342-349.

23. Chung CH, Mirakhur B, Chan E, Le 
QT, Berlin J, Morse M, Murphy BA, 
Satinover SM, Hosen J, Mauro D, Slebos 
RJ, Zhou Q, Gold D, Hatley T, Hicklin 
DJ, Platts-Mills TA. （2008） Cetuximab-
induced anaphylaxis and IgE specific 
for galactose-α-1,3-galactose. N Engl J 
Med. 358: 1109-1117.

24. DiPaola M, Li J, Stephens E （2013） 
Development of Biosimilars: Analysis 
of Etanercept Glycosylation as a Case 
Study. J Bioanal Biomed 5: 180-186. 

25. Houel S, Hilliard M, Yu YQ, McLoughlin 
N, Martin SM, Rudd PM, Williams JP, 
Chen W.（2014） N- and O-glycosylation 
analysis of etanercept using l iquid 
chromatography and quadrupole time-
of-flight mass spectrometry equipped 
with electron-transfer dissociation 
functionality. Anal Chem. 86: 576-84.



野口研究所時報　第58号（2015）

─  65  ─

β4-N-アセチルガラクトサミン転移酵素4遺伝子の
発現を増大させるとヒト乳癌細胞の腫瘍形成は抑制される

Enhanced expression of the β4-N-acetylgalactosaminyltransferase
4 gene impairs tumor growth of human breast cancer cells

平野清子＊1、松田昭生＊2、久慈諒＊3、仲村渠史郎＊3、白井孝＊4、古川清＊3

Kiyoko HIRANO＊1, Akio MATSUDA＊2, Ryo KUJI＊3, Shiro NAKANDAKARI＊3, 
Takashi SHIRAI＊4, Kiyoshi FURUKAWA＊3

要旨
N-型 及 びO-型 糖 鎖 のGalNAcβ1→4Glc-

NAc （LacdiNAc）構造の形成には、2種の
β4-N-アセチルガラクトサミン転移酵素 （β
4GalNAcTs）、 す な わ ち β4GalNAcT3及 び
β4GalNAcT4が関与している。特にヒトの
乳腺においては、β4GalNAcT4遺伝子のみ
発現していると報告されている。我々は以
前、乳癌の進行に伴い、細胞表面の糖鎖上
のLacdiNAc構造の発現量が減少することを
見いだした。そこで乳癌におけるLacdiNAc
構造の生物学的機能を解明すべく、ヒト乳
癌由来細胞MDA-MB-231に、N-末にFLAG-
tagを付加したβ4GalNAcT4 をコードする
cDNAを導入し、この遺伝子の高発現株を樹
立した。クローン1及びクローン2細胞は対照
細胞と比較して、β4GalNAcT4の遺伝子発
現量がそれぞれ15及び9倍高く、ウエスタン
ブロットによる解析で酵素タンパク質の発現
量が有意に増大していた。またフローサイト
メーターによる解析から、酵素の反応生成物
であるLacdiNAc構造も細胞表面で増大して
いた。クローン1及びクローン2細胞は対照細
胞と比較して、増殖能に関して有意な相違は

見いだされなかったが、コロニー形成能や浸
潤能は著しく抑制された。対照細胞をヌード
マウスの皮下に移植すると腫瘍が形成された
が、クローン1細胞を移植しても腫瘍の形成
は見られなかった。以上の結果より、MDA-
MB-231細胞において細胞表面のN-型糖鎖上
のLacdiNAc構造の発現量を増大させると、
造腫瘍能や浸潤能が抑制されることが明らか
となった。

1. 序論
タンパク質や脂質に結合した糖鎖は発生や

各種疾患など、様々な生体内の機能に重要な
役割を担っている［1］。N-型及びO-型糖鎖
の非還元末端のGalNAcβ1→4GlcNAc （Lac-
diNAc）構造は無脊椎動物及び脊椎動物に共
通してみられる構造であるが、哺乳動物では
比較的珍しい［2, 3］。しかしながら、近年
の糖鎖分析技術の進展に伴い、LacdiNAc構
造をもつ糖鎖は極微量ながらも様々な動物組
織や細胞に存在することが報告されてきた。
LacdiNAc構造の生合成に関しては、2種の
β4-N-アセチルガラクトサミン転移酵素 （β
4GalNAcTs）、すなわちβ4GalNAcT3 （Gen-

＊1 糖タンパク質工学研究室　＊2 研究部長 兼 糖タンパク質工学研究室 室長　＊3 長岡技術科学大学　＊4 常務理事
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eBankTM accession number AB089940）及
び β4GalNAcT4 （Gene-BankTM accession 
number AB089939）が関与している［4, 5］。
これらの糖転移酵素はUDP-GalNAcのGal-
NAcをN-型及びO-型糖鎖の非還元末端のGlc-
NAc残基にβ-1,4-結合で転移させる［6, 7］。
これら2つのβ4GalNAcTはアミノ酸配列に
関して高い相同性を示し、またin vitroにお
ける基質特異性も類似しているが、その発現
組織が異なることが知られ、β4GalNAcT3
は胃、結腸及び精巣に、β4GalNAcT4は脳
や卵巣に多く発現している［5］。LacdiNAc
構造は硫酸化［8］、シアリル化［9］及びフ
コシル化等の各種の修飾を受け、これらの修
飾されたLacdiNAc構造は生体内で特定の機
能を持つことが知られている。例えば黄体化
ホルモンであるルトロピンに結合した糖鎖上
の硫酸化されたLacdiNAc構造は、肝細胞上
のマンノース/4位硫酸化ガラクトサミン受容
体によって認識され、このホルモンの血中動
態に重要な役割を担っている［11］。

こ れ ま で にLacdiNAc構 造 及 び β4Gal-
NAcTの発現量の増加が前立腺癌、子宮癌、
肝癌及び結腸癌の進行に相関していることが
報告されている［12-16］。ヒト結腸癌由来細
胞HCT116にβ4GalNAcT3遺伝子を過剰発
現させると、寒天培地上でのコロニー形成能
や浸潤能などの各種悪性形質が著しく増加す
る［16］。その一方、ヒト神経芽細胞腫にお
いては、β4GalNAcT3遺伝子の発現増大は
予後の良好性と相関している［17］。ヒト神
経芽細胞腫細胞SK-N-SH及びSK-SY5Yにβ
4GalNAcT3遺伝子を過剰発現させた時、細
胞遊走能、増殖能、コロニー形成能及び浸潤
能が抑制される。このようにLacdiNAc構造
の発現による悪性形質の制御は組織特異的で
あると考えられる。

我々は以前、ヒト乳癌において癌の進行に
伴いN-型糖鎖上のLacdiNAc構造の発現量が
減少することを見いだした［18］。この結果

から、N-型糖鎖上のLacdiNAc構造の発現は
乳腺の細胞を正常に保つ上で重要な役割を担
うと考えられた。しかしながら、乳癌におけ
るLacdiNAc構造の減少／消失の生物学的意
義について、詳細は未だ不明である。そこで、
本研究では乳癌由来細胞MDA-MB-231にβ
4GalNAcT4遺伝子を過剰発現させ、Lacdi-
NAc構造を強制発現した細胞株を樹立し、細
胞増殖能、コロニー形成能、腫瘍形成能及び
浸潤能に与える影響について解析を行った。

2. 結果
2.1. ヒト乳癌由来細胞MDA-MB-231を用い
たβ4GalNAcT4遺伝子高発現株の単離

我々は以前、ヒト乳腺組織においてN-型
糖鎖上にLacdiNAc構造が発現しており、癌
化に伴いこの糖鎖の発現量が減少すること明
らかにしてきた［18］。またヒト乳腺組織で
はβ4GalNAcT3ではなく、β4GalNAcT4遺
伝子が発現していることが先行研究により明
らかにされている［5］。β4GalNAcT活性を
増大させる為、ヒトβ4GalNAcT4をコード
するcDNAを発現ベクター 3xFLAG-CMV-10
にサブクローニングし、これを乳癌由来細胞
MDA-MB-231に導入した。G418を用いた選
択により、クローン化されたβ4GalNAcT4
遺伝子高発現株を複数得、それぞれのβ
4GalNAcT4 mRNAの発現についてリアルタ
イムPCR法にて解析を行った。その結果、ク
ローン1及びクローン2細胞では対照細胞と比
較して、β4GalNAcT4 mRNAレベルがそれ
ぞれ15倍及び9倍に増加していた（図1A）。

FLAG-β4GalNAcT4タンパク質の発現量
について、抗FLAG抗体を用いたウエスタ
ンブロットにて解析を行った。クローン1及
びクローン2細胞において全長cDNAに対応
する分子量150Kのバンドが検出された （図
1B）。なお、クローン1細胞はクローン2細胞
と比較して150Kのタンパク質の発現量が多
く、これは図1A で示したmRNAの発現レベ
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ルと対応している。免疫染色にてFLAG-β
4GalNAcT4の細胞内局在を解析した結果、
トランスゴルジネットワーク （TGN）のマー

カーであるTGN38と共在しており、他の多
くの糖転移酵素同様にTGNに局在している
ことが判明した（図1C）。

図1. 遺伝子導入細胞におけるβ4GalNAcT4の遺伝子とタンパク質の発現、およびタンパク
質の細胞内局在。（A）リアルタイムPCR法によるβ4GalNAcT4 mRNAレベルの解析（B） 抗
FLAG抗体を用いたウエスタンブロット法によるFLAG-β4GalNAcT4の検出（C） 免疫染色法
によるFLAG-β4GalNAcT4の細胞内局在の解析；（a） 抗FLAG抗体による染色, （b） 抗TGN38
抗体による染色, （c） DAPI染色, （d） a, b, cを重ねた染色。図中のスケールバーは10μmを示
す。

FITC標 識 し た レ ク チ ンWisteria flori-
bunda agglutinin（WFA）を用いてフロー
サイトメトリーにより、クローン1及びクロー
ン2細胞の細胞表面に発現するLacdiNAc構
造の解析を行った。その結果、対照細胞に比
べてクローン1及びクローン2細胞の細胞表面

上のLacdiNAc構造の発現量が増大していた
（図2A-a）。なおクローン1細胞ではクロー
ン2細胞と比較してβ4GalNAcT4 mRNAの
発現レベル及びタンパク質の発現量が高かっ
たが、これら2つの細胞間において細胞表面
のLacdiNAc構造の発現量に相違は見られな
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かった（図2A-a）。一方、非還元末端のGal 
β1→4GlcNAc/Glcを認識するレクチンRici-
nus communis  agglutinin 120（RCA-120）
（Alexa 488で標識）を用いて解析した結
果、対照細胞及び2つのクローン細胞で相違
は見られなかった（図2A-b）。

膜画分中に含まれるLacdiNAc構造を持つ
糖タンパク質を検出するため、WFAを用い
たレクチンブロットを行った。その結果、ク
ローン1細胞においてWFAと強く反応する分
子量150 K及び200 Kのタンパク質バンドが
検出された（図2B-d）。これらのバンドは100 
mM GalNAcの存在下でWFAと反応させる
とレクチンとの結合が阻害されることから、
非還元末端のGalNAcが特異的に認識されて
おり、LacdiNAc構造が存在することが示唆

された。また、ペプチドN-グリコシダーゼF
処理を行うことによってこれらのバンドが消
失することから、LacdiNAc構造はクローン
細胞中の糖タンパク質のN-型糖鎖上に発現し
ていると考えられた。さらにA. ureafacien-
sas由来のシアリダーゼで消化を行うとWFA
と反応する分子量150 K及び200 Kのタンパ
ク質バンドがさらに強く検出された（図2B-
e）。このことから、MDA-MB-231細胞中では
一部のLacdiNAc構造はシアリル化を受けて
いることが明らかとなった。

3.2. β4GalNAcT4遺伝子高発現株における
細胞増殖能及びコロニー形成能の解析

対照細胞及びクローン1及びクローン2細胞
の細胞増殖能に関して、MTTアッセイによ

図2. 細胞表面に発現しているLacdiNAc構造をもつ糖鎖の検出。（A）フローサイトメーターに
よる細胞表面に発現しているLacdiNAc構造をもつ糖鎖の検出；（a） FITC標識WFAを用いた
染色、（b） Alexa488標識RCA 120を用いた染色。青色は対照細胞、赤色はクローン1細胞、
緑色はクローン2細胞を示す。（B） 細胞の膜画分の糖タンパク質を用いたWFAレクチンブロッ
ト。（c）CBB染色、（d）ペプチドN-グリコシダーゼ処理後のレクチン染色、（e）シアリダー
ゼ処理のレクチン染色。
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り解析した。その結果、これらの細胞間にお
ける増殖には有意な相違は見られなかった
（図3A）。次にこれら細胞を用いて寒天培地
上のコロニー形成能について解析を行った。
対照細胞では比較的大きなコロニーの形成が
数多く見られ、直径200μm以上のコロニー
が13.5±2.0/well 観察され、この他にも小さ
なコロニーも多く見られた（図3B及び3C）。

一方、クローン1及びクローン2細胞では直径
200μm以上のコロニーの形成はほとんど見
られず、同時にこれよりも小さなコロニーの
数も対照細胞に比べ極端に少ないことが判明
した。以上の結果から細胞表面のLacdiNAc
構造の発現量が増大することにより、乳癌細
胞のコロニー形成能が抑制されることが明ら
かとなった。

図3. LacdiNAc構造の発現量の増大による乳癌細胞の悪性形質の変化。（A） MTTアッセイによ
る細胞の増殖能；（■）, 対照細胞、（♦）, クローン1細胞、（▲）, クローン2細胞。（B） 寒天
培地上でのコロニー形成能。スケールバーは 200μmを示す。（C） 直径200μm以上のコロニー
数。

3.3. β4GalNAcT4遺伝子高発現株における
腫瘍形成能の解析

対照細胞及びβ4GalNAcT4遺伝子高発現
株クローン1細胞をそれぞれヌードマウスの
皮下に移植し、腫瘍形成能について解析を
行った。移植から2週間経過した時点で対照
細胞を移植したマウスのみで腫瘍の形成が確

認された。45日経過した時点でも腫瘍形成は
対照細胞を移植したマウスのみでみられ、摘
出した腫瘍の大きさを測定したところ平均値
は107.1±20.7mm3であった（図4A）。クロー
ン1細胞と同様にクローン2細胞をヌードマ
ウスに移植した場合も、腫瘍形成は見られな
かった。
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MDA-MB-231細胞は高い浸潤能を示すこ
とが報告されていることから［19］、細胞表
面のLacdiNAc構造の発現量を増大させた時
に浸潤能に与える影響についてマトリゲル浸

潤アッセイにより解析を行った。その結果、
クローン1及びクローン2細胞では対照細胞に
比べて60%ほど浸潤能が低下していることが
判明した（図4B）。

図4. LacdiNAc構造の発現量の増大による乳癌細胞の腫瘍形成能と浸潤能の変化。（A） ヌード
マウスの皮下に移植した対照細胞（♦）及びクローン1細胞（■）が造る腫瘍の大きさ。（B） 
マトリゲル浸潤アッセイによる対照細胞およびクローン1及びクローン2細胞の浸潤能。

4. 考察
これまでに哺乳動物細胞の糖タンパク質に

も微量ながらLacdiNAc構造が存在すること
が報告され、特定の癌において癌の進行にこ
の糖鎖が関与している可能性が示唆されてい
る［12-18］。興味深いことにLacdiNAc構造
の癌の悪性形質への関与は組織特異的である
と考えられている［20］。我々は以前、ヒト
乳癌において癌の進行に伴い、N-型糖鎖上に
LacdiNAc構造の発現量が減少することを報
告した［18］。しかしながら、乳癌における
LacdiNAc構造の生体内での機能の詳細は未
だ不明である。今回、本研究においてヒト乳
癌由来細胞MDA-MB-231にLacdiNAc構造を

過剰発現させた場合、コロニー形成能、浸潤
能及び腫瘍形成能などの各種悪性形質が抑制
されることが明らかとなった。

これまでにβ1-インテグリンなどの細胞表
面の受容体タンパク質の糖鎖構造が癌化に伴
い変化し、細胞間相互作用、細胞遊走能及び
浸潤能などが制御を受けることが広く知ら
れている。例えばヒト繊維肉腫細胞中にN-
アセチルグルコサミン転移酵素 Vをコード
するcDNAを導入して、α5β1-インテグリ
ン上にβ1,6の分岐構造を持ったN-型糖鎖の
発現を増大させると細胞遊走能及び浸潤能
が促進され、E-カドヘリンを介した細胞間接
着能が減じる［21］。さらに上皮成長因子受
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容体（EGFR）上のN-型糖鎖がシアリル化及
びフコシル化を受けることによって、これら
の二量体化とリン酸化が阻害され、ヒトの胃
がんにおいて浸潤能が抑制されることが報
告されている［22］。なお、我々は本研究で
MDA-MB-231細胞にβ4GalNAcT4遺伝子を
導入すると、分子量150 K及び200 Kの2つの
膜タンパク質のN-型糖鎖上にLacdiNAc構造
の発現が増大することを明らかにした。これ
ら糖タンパク質の同定には至っていないが、
細胞表面の受容体タンパク質であり、この
細胞の悪性形質を制御する情報伝達経路に
深く関与している可能性が多いに考えられ
る。これまでにβ4GalNAcTの高発現系では
β1-インテグリン［17］、EGFR［23］、白血
病抑制因子受容体（LIFR）及びgp130［24］
といった各種の受容体タンパク質のN-型糖
鎖上にLacdiNAc構造の発現量が増大し、そ
の結果細胞内情報伝達経路に大きな影響を
与えることが報告されている。例えば神経
芽細胞種細胞SK-N-SH及びSK-SY5Yにおい
て、β4GalNAcT3遺伝子の発現量の増大は
β1-インテグリンのN-型糖鎖上のLacdiNAc
構造の発現を促進し、その結果、FAK, Akt
及びERKのリン酸化の減少が引き起こされ
る。そして最終的にこれら細胞の細胞遊走
能、増殖能、コロニー形成能及び浸潤能が抑
制される［17］。本研究においても同様にβ
4GalNAcT4遺伝子をMDA-MB-231細胞に導
入したところ、この細胞のコロニー形成能及
び浸潤能が著しく抑制されており、神経芽細
胞種細胞と同様の制御機構により各種の悪性
形質が抑制されることが示唆される。詳細な
分子制御機構の解明については今後の課題で
ある。

今 回 我 々 はMDA-MB-231細 胞 中 に 存 在
するLacdiNAc構造が一部シアル酸付加さ
れていることを明らかにした（図2）。最近
MCF-7及びMDA157といったヒト乳癌由来
細胞中にシアリル化やフコシル化を受けた

LacdiNAc構造が存在することが報告されて
いる［25］。LacdiNAc構造の修飾に関して
は以前からよく知られており［8-10］、これ
らの修飾は細胞表面の特定の受容体タンパ
ク質による認識に重要であると考えられて
いる。例えば硫酸化及びシアリル化された
LacdiNAc構造は、マンノース/4位硫酸化ガ
ラクトサミン受容体［11］やアシアロ糖タ
ンパク質受容体［26］に認識されることが
報告されている。一方、修飾を受けていない
LacdiNAc構造はβガラクトシド結合を認識
するレクチンであるガレクチン3と特異的に
結合し、マクロファージを介した免疫反応に
重要な役割を担うことが明らかにされている
［27］。乳癌細胞においてLacdiNAc構造の
修飾は、癌化にどのような影響を与えるのか
詳細は不明であり、その生物学的意義を解明
することは極めて重要であると考えられる。

ヒ ト 乳 腺 組 織 で は β4GalNAcT3で は な
く β4GalNAcT4の 遺 伝 子 発 現 が み ら れ、
LacdiNAc構造の生合成に関与していると考
えられる［5］。しかしながら乳癌の進行に
伴いこれらのβ4GalNAcT遺伝子の発現レベ
ルが変化するか否か不明である。以前、我々
は組織学的解析から、乳癌の進行に伴い細胞
表面のLacdiNAc構造の発現量が減少するこ
とを報告した［18］。このことから乳癌の進
行に伴い、β4GalNAcT遺伝子の発現レベル
も減少すると推測される。実際にヒト神経芽
細胞種においてβ4GalNAcT3の発現レベル
は、この癌の患者さんの予後の良好性によく
相関していることが報告されている［17］。
乳癌においてもこれらを明らかにする為、こ
の癌の患者さんの組織を用いたDNAマイク
ロアレイによる解析の結果が待たれる。

乳癌は女性の罹患する癌としては最も多
く、世界規模でその患者数は増加している。
乳癌においては癌化の分子機構が比較的よく
解明されており、それぞれの患者さんに適し
た治療が施されている。しかしながら、ホ
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ルモン受容体及び上皮成長因子受容体2が欠
損している、所謂トリプルネガティブタイプ
の患者さんに対する適切な治療法がないの
が現状である［28］。本研究で用いたMDA-
MB-231細胞はトリプルネガティブタイプの
細胞であり、β4GalNAcT4遺伝子の発現の
増大によって各種の悪性形質の抑制がみられ
ることから、将来的にはβ4GalNAcT4遺伝
子を用いた乳癌の遺伝子治療法の開発が期待
される。
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セマンティック・ウェブと糖鎖インフォマティクス
Semantic Web and Glycoinformatics

糖鎖有機化学研究室　　山田　一作
Issaku YAMADA

緒言
コンピュータやインターネットがない時代

は、必要な情報を調査する際、雑誌や本を購
入し目次や索引などから目的の情報に関連す
るデータを調べ、さらに引用文献等を調査す
るという大変労力のいる作業を行っていた。
私も学生の頃、図書館で分厚い何冊もある
Chemical Abstractから必要な研究情報を調
べたことがあったが、同様のことを現在行う
のは非常に簡単な作業になっている。これは
パソコンやインターネットの出現のみで実現
されたのではなく、様々な研究情報をデータ
ベース化する研究や、データ検索アルゴリズ
ム開発など様々な情報科学的な研究開発が行
われてきたことによって初めて実現された結
果である。

現在の科学研究においては、化学（特に有
機化学）ではChemical Abstract Serviceを
始めとする各種データベースと、これらから
必要な化学構造に関する情報にアクセスする
ための化学構造描画と化学構造による各種の
検索などは必要不可欠となっている。また、
生化学・分子生物学では、国際塩基配列デー
タベース（INSD）［1］ , wwPDB［2］など
のリポジトリへの登録や、アミノ酸や核酸配
列の相同性検索や、各種クラスタリングなど
が日常的に利用されている。さらに、次世代
シークエンサー（NGS）の時代に入り、バイ

オインフォマティクスを利用しなくては研究
情報を処理できない状況となっている。この
ように、情報科学は、現在およびこれからの
研究開発に必要不可欠であり、様々な分野に
おいて学際研究も盛んに実施され、今後益々
重要性が増していくものと考えられる。

パソコンやインターネットが当たり前に利
用できる現在、これからの研究開発における
情報検索は、単にデータベースを作成・検索
する時代ではない。積極的に新しいインター
ネット技術などを活用することは、これまで
にない推論検索などの情報検索が実現できる
可能性を秘めており、糖鎖インフォマティク
ス研究においても、次世代を志向した研究開
発が積極的に実施されている。

現在のウェブの問題点と新しいウェブの世界
現在のインターネットでよく用いられてい

るHTML［3］では、文書の構造や単語を記
述することは可能であるが、個々のデータの
意味や詳細な意味をコンピュータに正確に理
解させることはできない問題点を抱えてい
る。ウェブ上のすべてのデータを世界中の
コンピュータが認識して共有することで、
ウェブ全体が単なるデータの集合から、巨大
なデータベースへと進化するセマンティッ
ク・ウェブ構想がある。既に、セマンティッ
ク・ウェブ実現に向けて、標準化作業が進
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められ、Resource Description Framework
（RDF）［4］ やWeb Ontology Language 
（OWL）［5］などの標準仕様がW3Cによっ
て策定されている。セマンティック・ウェブ
では、RDFやOWLを用いてデータを記述す
ることで、コンピュータによる自動的な情報
の収集や分析へのアプローチが可能となると
期待されている。

RDFのデータモデルでは、トリプル（tri-
ple）と呼ぶ、主語（subject）述語（predicate）
目的語（object）の3つの要素でリソースに
関する関係情報を表現する。そして、新しく
データを追加する際は、このようなトリプル
を追加するのみで容易にデータを追加できる
利点も持っている。

図１ トリプルのRDFグラフ表現

現在のウェブ検索
現在のウェブ検索では、セマンティック・

ウェブが実現されていないHTMLをベース
とした情報から、様々なアルゴリズムを利用
することにより、必要とする情報へたどり着
くことが可能となってきた。しかし、各情報
に正確なメタデータが付加されていないこと
による不要データの混在などがあり、得られ
た情報の確認の検証作業が負担となってい
る。例えば、“β-D-glucopyranose”を検索文
字列として、関連する画像検索を行った場
合、β-D-glucopyranoseを含む画像に加えて
関連性がよくわからない画像も検索結果に表
示される（実際にインターネットによる画像
検索で試してみてください）。この検索結果
から必要な情報のみに絞り込むのは困難な場
合が多く、可能としてもかなりの労力を必要
とする作業となる。

セマンティック・ウェブの世界
情報がRDFで記述されたセマンティック・

ウェブの実現された世界では、各データに
適切なメタデータが付加されていることに
より、コンピュータが正しく情報を認識し
て処理を行うことが可能となる。例えば先
ほ ど の、“β-D-glucopyranose” を 検 索 文 字
列として、関連する画像検索を行う場合、 
β-D-glucopyranoseを含む画像のみが検索結
果として得ることが容易に可能となる。さら
に、的確に関連情報へ提示することも容易に
実現できる。研究においてこのような正確性
やデータの入手の容易さは重要であり、ライ
フサイエンス分野においても積極的にセマン
ティック・ウェブへの対応が進められている。

糖質研究における状況
日本では文部科学省の統合データベース

プロジェクトの補完課題としてはじまった
日本糖鎖科学コンソーシアムデータベース
（JCGGDB）［6］の構築が起点となり、様々
なデータベースの統合化が実現されてきた。
さらに海外の糖鎖関連データベースとの連携
も実現してきた。そして科学技術振興機構
（JST）・バイオサイエンスデータベースセ
ンター（NBDC）による統合化推進プログラ
ムにおいて、ライフサイエンス分野のデータ
ベースのセマンティック・ウェブへの対応が
加速され、ゲノム、プロテオーム、メタボロー
ムなど様々な分野において研究開発が行われ
ている。本稿では、糖質関連におけるセマン
ティック・ウェブへ対応させるための取り組
み［7］について紹介する。

糖質研究のセマンティック・ウェブ化
近年、様々な糖鎖関連のデータベース［8］

が作成され、ウェブ上で公開されてきた。例
え ば、German Cancer Research Centerで
は、炭水化物の三次元コンホメーションに焦
点を当て、GLYCOSCIENCES.deデータベー
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ス［9］ を 開 発 し た。KEGG GLYCANは、
ゲノムおよびパスウェイ情報［10］にリン
クされている糖鎖構造のデータベースとし
てKEGGのリソースに追加された。 Consor-
tium for Functional Glycomics（CFG）は、
質量分析、糖鎖遺伝子ノックアウトマウスと
糖鎖遺伝子マイクロアレイからの糖鎖配列、
糖鎖プロファイリングからの実験データ等を
格納するデータベースを開発した［11］。ロ
シアでは、文献から収集したバクテリアの糖
質構造が含まれる、Bacterial Carbohydrate 
Structure Database（BCSDB）が開発され
た［12］。さらに、単糖の情報を整理するた
め のMonosaccharideDB［13］ や、HPLCに
焦点を当てたGlycoBase［14］も開発された。
また、GlycomeDBは、糖鎖構造により様々
なデータベースを統合したデータベースとし
て開発された［15］。日本では、日本糖鎖科
学統合データベース（JCGGDB）が、国内の
糖鎖関連のリソースを統合するために開発さ

れている。
しかし、データベースに格納された情報に

ついての一般的な機械可読情報などに共通の
標準仕様が存在しなかった。従って、研究者
がデータベースに関係する情報を辿るために
は、データベースにある他のデータベースへ
のリンク情報が頼りであり、多くの関連した
データ一覧を取得することなどは容易ではな
かった。そして、幾つかのデータベースにお
いて、データ標準化、交換するための試みが
行われたが［16, 17］、ほとんどのグライコ
ミクスデータベースは依然として統合化され
ていない［18］。このように、これらのグラ
イコミクスデータベースが開発されてきたに
もかかわらず、相互運用性の欠如が糖鎖関連
データ間やプロテオミクスなどのデータとの
統合を妨げていた。

そこで、RDFを使用して糖鎖データを統
合するための議論がBioHackathonを中心に

図2　単一のSPARQLクエリによるJCGGDB IDとUniProtのIDのリスト取得
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行われた［19］。BioHackathonにおいて、グ
ライコミクスにおけるセマンティック・ウェ
ブを実現するために、グライコミクスデータ
ベースのデータを、RDFを使用して情報を
表現するための最小限の標準仕様を決定し、
この規格のプロトタイプを実装し、糖鎖関連
データの予備的なRDFバージョンを生成し
た。このRDFデータの有用性をテストする
ために、RDFデータセットのすべてをVirtu-
osoトリプルストア［20］にロードし、いく
つかのSPARQL［21］クエリを用いてデー
タベースを検索することで、セマンティッ
ク・ウェブの有用性を検証した。具体的には、
JCGGDBがUniProt［22］のへのリンクを持っ
ていないため、JCGGDBとUniProtを繋ぐこ
とを検討した。JCGGDBエントリはGlycoCT
形 式［23］ で 糖 鎖 構 造 を 含 むGlycomeDB
エ ン ト リ へ の リ ン ク が あ る。UniCarbKB
［24］ エ ン ト リ は、 そ の 関 連UniProtの エ

ントリへのリンクを持っており、またGly-
coCT形式の糖鎖構造を含んでいる。そこ
で、単一のSPARQLクエリでGlycomeDB、
UniCarbKB、JCGGDBの各データを検索し
た と こ ろ、JCGGDB IDとUniProtのIDの リ
ストを取得することができた。このように、
UniCarbKB、GlycomeDBとJCGGDBを リ ン
クして情報を取得するための概念実証ができ
た。図２は、使用したSPARQLクエリと、
JCGGDB IDに関連するUniProtのIDを取得
できた例である。

このように、セマンティック・ウェブ技術
の実装によりグライコミクスデータとプロテ
オミクスデータをリンクすることができ、糖
鎖関連データにおけるセマンティック・ウェ
ブの有用性が確認できたので、さらに糖鎖関
連データベースデータのRDF化に必要とな
る概念や関係性を示すための統一仕様とし

図3　GlycoRDFオントロジー図（一部分）
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て、GlycoRDF［25］というオントロジーに
ついての開発も行った。これらの糖鎖関連
データのセマンティック・ウェブへの対応
は、日本およびアメリカ、ドイツ、オースト
ラリア、ロシア、スイス等の研究者が協力し
て実現することが出来た。

結語
現在、世界の様々なグループにおいてライ

フサイエンス関連データのRDF化が行われ
ている。糖鎖データのRDF化によって、他
のオミクスデータとのリンクの作成が可能と
なり、糖関連のデータベースだけでなく、メ
タボロミクスやプロテオミクスデータさらに
は医療データなどが利用可能になることが期
待される。
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62nd American Society for Mass Spectrometry
Conference (ASMS) 参加報告

62nd American Society for Mass Spectrometry Conference (ASMS)

糖鎖生物学研究室　室長　　天野　純子
Junko AMANO

近くあった。
糖鎖構造解析に関しては、遊離糖鎖をpro-

cainamideやanthranilic acidなどで還元末端
を標識し、親水性親和力を利用したLCで分
離する方法が相変わらず多かったが、相対比
較や定量性を重視する傾向が見られた。すな
わち、我々も行っているように、安定同位体
置換した標識試薬を用いて、標準品を標識し
て、あるいは、比較対照を標識して混合し測
定する実験が多くなった。シアル酸結合糖鎖
の定量に、p-toluidineまたは、p-toluidine-d9
でシアル酸COOH基を標識した後にPNGas-
eF消化で糖鎖を遊離して比較解析している
発表もあった。しかし、後述のように、糖鎖
を遊離せず、糖ペプチドとして測定する発表
も年々増加している。

糖タンパク質の試料として、血漿のエクソ
ソーム画分や病理切片も見られたが、疾患と
直接繋がる成果はまだなかった。しかし、こ
れまでイオン化しやすいので容易に検出でき
る脂質の検出が主であったイメージングMS
にも糖鎖の発表が増加しており、技術の進歩
を感じた。

その他糖タンパク質の解析に関して、抗体
医薬品をはじめとするバイオロジクスの解析
を見据えた手法として、水素重水素交換質量
分析（HDX-MS）、LC-MS/MSM(RM)、キャ
ピラリー電気泳動(CE)-MSなどの導入が多く

第62回ASMS（2014年6月15日〜 19日、メ
リーランド州ボルチモアコンベンションセン
ターにて開催）に参加したので報告する。

野口研究所からは以下のポスターを発表し
た。

　　　　　
Quantitative glycoform analysis of human 
IgG using a novel stable isotope-labeling 
and MALDI-TOF mass spectrometry
Masaki Kurogochi, Junko Amano

糖ペプチドのN末を安息香酸スクシンイミ
ド活性化エステルで標識することにより、
MALDI-MSイオン化効率を向上させた。さ
らに、重水素化安息香酸スクシンイミド活性
化エステルを調製し、水素体標識試料と比
較することで、相対的定量解析を可能にし
た。この方法で血清IgGサブクラスのグリコ
フォームの違いを明らかにし発表した。な
お、この結果はその後Molecules, 19, 9944-
9961（2014）において誌上発表している。

　
学会の概要は、例年と同様、コンベンショ

ンセンターを目一杯使用するほど大規模で、
一日のポスター発表数が約800で日替わり4日
間、口頭発表は午前、午後8つずつのセッショ
ン、それ以外にワークショップ、モーニング
レクチャーがあった。企業のブースも200社
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見られた。
HDX-MS は、溶液中の重水素がタンパク

質のアミド水素と置換した結果を質量分析装
置で計測する。この重水素化した分子のマッ
ピングを作成することにより、タンパク質の
コンフォメーション変化を追跡することがで
きる。分子間相互作用、凝集、安定性に関す
る推定ができるので、バイオロジクス医薬品
の解析に利用されつつある。

LC-MS/MSは糖ペプチドの定量にも使わ
れるようになってきた。一方で、ELISAに
代わる、バイオロジクス製剤の定量として、
ペプチドのLC-MS/MS法が増えてきたよう
である。

CE-MSは、異性体の分離に威力があるが、
再現性やMSとの接続に問題がありこれまで
は汎用されていなかったが、それらの課題が
解決されつつあるのだろう。

衝突誘起解離（CID）では不安定な修飾ペ
プチドの電子移動解離（ETD）によるフラ
グメント解析例も増加し、糖鎖修飾をはじめ
とした翻訳後修飾の同定が可能になりつつあ
る。

これらの技術は以前からあったが、それほ
ど積極的に応用されていなかった。昨今の機
器の向上とソフトウェアの改良によるところ
が大きい。また、FDAがバイオロジクスの
解析にMSを積極的に導入しようとする動き

も影響が大きいであろう。
FDAの公式見解ではないとしながらも、

Gaucher病治療薬に用いられるリソソーム
酵素の１種であるglucocerebrosidaseについ
て、生産細胞が異なる（CHO細胞とヒト繊
維芽細胞）２種のリコンビナント酵素の糖
ペプチド解析をFDAの研究者が発表してい
た。従来は、酵素消化による遊離糖鎖とペプ
チド解析を別々に行っていたが、糖ペプチド
をLTQ Orbitrap XL ETDで解析することに
より、１度の解析で簡単に比較解析できると
発表していた。３種の異なるフラグメント化
CID, ETD, HCD（高エネルギー衝突解離）
によるMS2、MS3解析と安定同位体標識を組
み合わせた成果である。彼らが使用している
のは、野口研究所に昨年度導入された装置の
上位機種であるが、保有機種でも３種の異な
るフラグメント化は可能であるので糖ペプチ
ド解析に有用であると思われる。

さて、今回はやはり1細胞解析が盛況であっ
た。まだ低分子のみの検出ではあるが、細胞
をすりつぶした平均値でない、リアルタイム
の代謝過程が追跡できるのは魅力的である。

ボルチモアは北米一危険な街と脅かされて
いたが（そのせいか日本人の参加者数は激減
していたが）、何とか無事に戻ってきた。次
回はセントルイスで開催される。また大いな
る刺激を受けられると期待している。
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SFG-JSCR合同会議参加報告
Report on Joint Meeting of the SFG and the JSCR

糖鎖有機化学研究室　　山田　一作
Issaku YAMADA

米 国・ ハ ワ イ 州・ ホ ノ ル ル の　“Hilton 
Hawaiian Village Waikiki Beach Resort”
で2014年11月16日〜 19日に開催されたJoint 
Meeting of the Society for Glycobiology 
（SFG） and the Japanese Soc iety o f 
Carbohydrate Research （JSCR）に参加させ
ていただいたので、報告いたします。本会議
は、SFGとJSCRによる合同会議であり、今
回は10年ぶり2回目の開催でした。合同会議
会場は、ビーチに近いリゾートホテル”Hilton 
Hawaiian Village”内でしたが、空港から乗っ
たバスを降りても会場案内などを見つけるこ
とができず、ホテルの案内係に会議名を説明
して場所を教えて頂いて、無事会場へ到着す
ることができました。

合同会議会場付近

講演会場

ポスター展示会場

本合同会議では、研究者における研究発
表に加えて、ハンズオン・セミナーが開催
されることが予稿集やポスター会場の掲示
などでアナウンスされていました。ハンズ
オン・セミナーの内容は、　GlyTouCan: an 
international glycan structure repository 
[http://glytoucan.org], UniCarbKB: building 
a glycoproteomics platform, Unicarb-DB: 
an experimental LC-MS/MS database, 
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GlycoDigest: a tool for exoglycosidase 
d i g e s t i o n s ,  G l y c o P r o t D B :  t h e 
experimentally-proven data of glycosylation 
sites for glycoproteins in mice, human and 
C. elegans [http://jcggdb.jp/rcmg/gpdb/], 
GRITS Toolbox: a freely available software 
suite for the annotation and interpretation 
of free glycan MS data [http ://www.
grits-toolbox.org], Tools for Glycobiology, 
GlycoPAT: analysis of high-throughput 
LC-MSn glycoproteomics data, GNAT: 
construction & simulation of glycosylation 
reaction networks [http://sourceforge.net/
projects/gnatmatlab/] , GLYCAM-Web: 
quickly and easily generate 3D structures 
of systems containing glycans [http://
glycam.org], RINGS: a freely-available web 
resource providing numerous tools and 
utilities to aid glycomics analyses [http://
www.rings.t.soka.ac.jp]の各データベースや
ツールについての説明などでした。このハ
ンズオン・セミナーにおいて、私はJST・
NBDC統合化推進プログラムにおいて開発し
ている糖鎖構造リポジトリ「GlyTouCan」
や、IGOT法によるタンパクの糖鎖修飾位置
情報を収録したGlycoProtDBなどについて説
明を行いました。日本国内における同様のハ
ンズオン・セミナーや展示会ブースなどに比
べ、多くの研究者が各種ツールやデータベー
スについて積極的に利用法や各種質問をされ
ていたのが印象的でした。

また、“糖鎖国際標準記法：WURCS”の
発表では、WURCSの利用方法やGlyTouCan
システムへのWURCS活用などについて説明
しました。そして、様々な分子において糖質
部分構造と非糖質部分構造（Aglycon）につ
い て、“What is a monosaccharide?” と い
う、簡単なアンケートを実施しました。本ア
ンケートと “単糖とは”についての研究者と
の議論の結果、研究者によってどのような構

ポスター＆アンケートの様子

造を糖として認識しているかに違いが有りま
した。今後WURCSを開発していくための有
益な結果を得ることが出来ました。

講演では、オーストラリア・Macquarie 
UniversityのNicolle Packer先 生 の“From 
glycostructure to glycoknowledge” が
印象的でした。糖の知識ベースとしての
UniCarbKBデータベースや糖転移酵素デー
タ等を利用した糖鎖構造データ生成など公開
が待ち望まれる研究成果について講演されて
いました。また、創価大の木下聖子先生の
“Development of an International Glycan 
Structure Repository”の講演は、糖鎖構造
リポジトリ”GlyTouCan”について説明さ
れ、糖鎖構造データを利用する際における糖
鎖構造同一性の問題解決に繋がることが期待
できる内容でした。

今回の合同会議は、様々な研究者と交流す
ることができ、非常に有意義な時を過ごすこ
とが出来ました。今後も、国内外の糖鎖イン
フォマティクスの研究者と協力・協調して糖
鎖科学の発展のために努めていきたいと改め
て考えさせていただく良い機会になりまし
た。
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－　事業概要　－

2014年度活動概要
The Activities of the Institute

常務理事　　松田　昭生
Akio MATSUDA

公益財団法人野口研究所は1941年に、旧日
窒コンツェルンの創始者故野口遵が全私財を
投げうって設立した、70年以上の歴史をも
つ研究所である。設立趣旨は「化学工業の振
興を期するため、諸般の研究並びに調査を行
うとともに広く重要なる研究に対し援助をな
し、なお研究者の養成、発明・考案の工業化
にも力を注ぐ･･･」となっている。この精神
を尊重しつつ、今の時代のアンメットニーズ
（満たされていない社会ニーズ）にこたえる
ような基礎的研究と人材育成を目的として公
益のための事業を進めている。

研究開発事業では、糖鎖バイオロジー分野
を軸とした研究が中心になっている。更に、
触媒研究も白金を使わない電極の開発等、環
境負荷の低減に資する研究を継続している。
また、当研究所で長年取り組んできた、溶
媒・廃棄物による環境負荷の少ないと期待さ
れるフルオラス科学も糖鎖合成や触媒反応の
研究において固有技術の一つとして役立って
いる。研究成果は学会報告、論文投稿を実施
するとともに、取得特許をホームページに掲
載、及び野口研究所時報に掲載し配布するな
どして、成果を広く使っていただく事を目指
して活動している。

一方、単独でできることには限りがある。
当研究所のレベル維持向上にも大切な事でも

あるので、国家プロジェクトへの参画、公的
機関や企業との共同研究も積極的に進めてい
る。

研究助成事業は、挑戦的な若手研究者を支
援する目的で2009年度から実施している。
2014年度はライフサイエンス、地球環境・
資源、エネルギー、電子材料の分野の4課題
で募集し、2月上旬に開催された選考委員会
において212件の応募の中から13件を選考し
た。制度創設以来はじめて女性2名が選考さ
れた。また今年度より野口遵賞を創設、過去
の助成者の中から特に優れた実績を上げてい
る研究者を対象とするもので、大阪大学の松
崎典弥氏に贈呈した。応募のインセンティブ
をより高め、助成対象者の質の向上に資する
ものと信じている。

人材の養成については講師派遣、卒業研究
生受け入れを継続して実施した。その他の活
動として学会活動補助、見学会を実施してい
る。

活動の中心である糖鎖研究は、歴史的には
DNA、タンパク質に比べ特殊な分野であり、
応用が限られてきたが、バイオサイエンスの
飛躍的な進展に伴い、糖鎖が生命システムに
重要な役割を果たしてきていることが解明さ
れてきている。なかでも、抗体医薬に代表さ
れるバイオ医薬品等で糖鎖の役割に注目が集
まり、糖鎖の研究も新しい時代に入って来て
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いる。幅広い応用分野が開けそうで、新たな
活動の時期に入ったと認識しており、2010年
度より実際の研究活動に反映させてきた。

そして今年度になり、糖鎖合成技術をベー
スとし、我々が独自に見出したものを含む各
種糖鎖修飾酵素をラインナップすることでモ
デル糖タンパク質の糖鎖を人為的に均一改変
する技術に見通しを得るに至った。糖タンパ
ク質標品の糖鎖を自由にデザインする技術に
結実させてゆくことが手の届くところまで来
たといえる。そして、これらで培ってきた技
術と経験の当然の出口として、疾患と糖鎖修
飾の関わりに関する研究にも力を入れ、疾病
克服の一翼を担うことを目指した研究も継続
して進めている。

2014年度は当研究所の原資のおよそ85％を
糖鎖研究、15％をナノ材料・機能性材料研究
に配置した。

財政面について、当研究所の運営費は資金
運用益を柱に寄付金、公的機関からの競争的
研究助成金等で賄っている。今期の経常収益
は、資金運用の為替リンク債が予想外の円
安効果により対予算60.7百万円の増益となっ
た。一方経常費用は、研究用資産の購入計画
もあったため、前年度に引き続き研究の選択
と集中による経費の削減に努めた結果対予算
29.7百万円減少した。

正味財産増減額は、投資有価証券の評価益
等を1,097.8百万円計上することができ、予算
の△32.3百万円に対し、1,157.6百万円と大幅
な改善となった。

１．研究事業
1-1　糖鎖研究

糖鎖を自由にデザインした糖タンパク質が
合成できれば、学問的には糖鎖の構造と機能
の相関や、バイオ医薬品等の開発、改良ター
ゲットの明確化が期待できると考え検討して
いる。いわゆるバイオ医薬品はCHOに代表

される動物細胞を利用しタンク培養により製
造されている。抗体医薬の場合、10ｇ/Lの
高い最終生産物濃度に達し、精製も容易に
なってきており、動物細胞を用いたバイオ医
薬品の製造プロセスはほぼ完成されている。
しかし、生きた細胞を用いる為、生物反応特
有の不確定性や不均一性は避けられない。動
物細胞で製造されたバイオ医薬品（糖タンパ
ク質）ではタンパク質部分は同じだが付加さ
れる様々な糖鎖構造の違いが薬効や安全性に
大きく影響する事が明らかとなり、2012年2
月のFDAのガイドラインでも多様性のある
糖鎖構造を定量的に分析し、どの糖鎖構造が
どの割合で含まれるのかを明らかにするよう
求められてきている。これを踏まえ、バイオ
医薬品標準品の供給、糖鎖構造と生理活性の
機能解明の為、2011年度HGP（Homogeneous 
GlycoProtein） プロジェクトを立ち上げ、糖
鎖リモデリングによる均一な糖鎖を持つ糖
タンパク質合成技術の確立を目指してきた。
糖鎖リモデリング法とはまず酵素反応を利用
して、糖タンパク質の糖鎖を切除し、均一な
タンパク質部分を調製する（これをアクセプ
ターと呼ぶ）。一方、別途人為的に調製した
任意の糖鎖を用意し（これをドナーと呼ぶ）、
このアクセプターとドナーを酵素を用いて人
為的に連結する。これにより、任意の糖鎖構
造を持った均一な糖タンパク質を自由自在に
合成できる。又、一般的にCHO細胞から製
造された糖タンパク質を用いてアクセプター
を調製すると、根元にフコースを持つ（コア
フコースと呼ぶ）アクセプターがメインとな
る。コアフコースの有無により、制癌活性が
100倍異なるとの報告もあるのでコアフコー
スの有無も構造活性相関の重要な要因になる
事がわかってきている。そこで我々はもとも
とコアフコースを持たない糖タンパク質のみ
合成するカイコに着目し、カイコで合成され
た糖タンパク質を（株）免疫生物研究所から
入手し、コアフコースのないアクセプター調
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製後、糖鎖リモデリングによる均一な糖鎖を
持つ糖タンパク質合成技術を抗体医薬トラス
ツズマブを例として確立した。今後、こう
して合成した均一な糖鎖を持つ糖タンパク質
の物性・機能を調べていく事とこれらの技術
を推し進める為の道具としての酵素・ドナー
を各種揃える事、及び他の糖タンパク質への
展開を考えていく。又、まだ技術開発が残さ
れているコアフコース有のアクセプター調製
も技術確立し、種々の均一糖タンパク質標品
の調製を可能にする様な技術へと仕上げてい
く。

糖鎖有機化学研究室：糖・複合糖質・糖タン
パク質合成に向けた、有機合成・酵素合成の
要素技術研究を行っている。2014年度の年初
計画は
①HGPプロジェクトにおいて糖鎖ドナーの

合成を行う。
②フルオラス合成法による迅速糖鎖合成法

の開発を行う。また、フルオラスケミスト
リーの新規活用法の探索も行う。

③生化学的知見に有用な糖質誘導体の合成を
行う。

④脱保護が容易な（Acid-labile）糖水酸基保
護基を用いた糖ペプチド合成法の開発を行
う。

⑤糖鎖技術の普及に向けて、分野の異な
る研究者を含め糖質研究をサポートする
「糖質科学支援システム」“グライコナ
ビTM”の開発を行う。また、糖鎖構造リポ
ジトリの基盤となる、糖質構造の文字列
表記を次世代Webに対応させた「Web3.0 
Unique Representation of Carbohydrate 
Structure: WURCS」の開発を行う。

今期の成果
糖鎖ドナー合成を行った。卵黄より得ら

れるSGPを原料として糖鎖ドナーであるA2-
oxa、G2-oxa、G0-oxaの3種類を調製した。ま

た、SGPからの調製が困難であるM3-oxaは
化学合成により調製した。得られた糖鎖ド
ナーを糖鎖転移用基質として提供した。更に
本年度は新たな糖鎖ドナーであるG1a-oxa、
及びG1b-oxaの合成に成功した。

フルオラス法は有機溶媒とフルオラス溶媒
による分液操作で簡便に精製を行えるため、
従来のクロマトグラフィーによる精製と比べ
て使用する有機溶媒やシリカゲルの使用量を
減らすことができ、産業廃棄物の削減に貢献
できる。さらに、フルオラス溶媒やフルオラ
ス試薬は回収・再利用が容易である。このよ
うにフルオラス化学は循環型社会に適した低
環境負荷な化学技術である。一昨年度から化
学的に安定耐酸性ヘビーフルオラスタグ（特
開2013-139420）の糖鎖合成への応用につい
て研究を行っている。本年度はアリル型ヘ
ビーフルオラスタグによるユニット合成とグ
リコシル化に成功し、本手法が糖鎖合成に有
用であることが明らかとなった。

糖 鎖 技 術 の 普 及 に 向 け て、 糖 鎖 合
成（Syns）、 糖 鎖 － タ ン パ ク 相 互 作 用
（Carint）、生薬（CrudeDrug）などのデー
タベースを中心とした糖鎖研究サポートツー
ルである“グライコナビ”の開発を行った。
また、科研費（公開促進費）による各種デー
タベースのデータ入力・検証を実施した。

糖鎖については、世界共通データベースは
未整備であった。本年度、JST・ライフサイ
エンスデータベース統合推進事業として「糖
鎖統合データベースおよび国際糖鎖構造リポ
ジトリの開発」に産総研、創価大、立命館
大、新潟大とともに採択され、国際糖鎖構造
データリポジトリシステムの開発、糖鎖構造
データの標準化を推進した。野口研ではデー
タベースシステムの基盤技術として不可欠で
ある国際糖鎖標準表記法（WURCS：Web3.0 
Unique Representat ion Carbohydrate 
Structure）の開発を行っている。
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糖タンパク質工学研究室：癌の進行・進展に
伴う糖鎖構造変化を捉え、その病態形成に果
たす役割、構造変化を来す分子機構を解明す
る事により有用なバイオマーカー更には治療
薬開発における新たな標的分子の発掘を目指
す。2014年度の年初計画は
①LDN含有PSAの診断マーカーとしての有

用性を検証すべくLDN抗体取得し、EIA系
を構築する。

②LDN構造が癌の進行、進展に果たす役割
を解析する。

③GalNAc-DSLc4及びその合成酵素が腎癌の
悪性化に果たす役割を解析する。

④HGPプロジェクトにおいてアクセプター
の調製法及び糖転移反応条件を確立する。

今期の成果
我々は以前ヒト前立腺癌においてPSA糖

鎖のMS解析を行った所、癌ではBPH（前
立腺肥大）由来のものと比較して、LDN
（lacdiNAc）含有量の増加を示唆する結果
を得た。しかしながら、PSA濃度が4 〜 10 
ng/mLのグレーゾーンの患者さんの血清サ
ンプルでは前処理や検出感度の問題からMS
での解析が難しいのが実情である。そこで、
より簡便かつ高感度のLDN-PSA検出系とし
てサンドウィッチELISA系を構築し、新た
なPSA診断マーカーとしてLDN-PSAの有用
性を検証すべく検討を開始した。現在KLH-
LDN、BSA-LDNで感作したマウスより困難
とされる抗LDN抗体取得を試みている。

一方、乳癌では前立腺癌とは逆の相関関係
を示す。即ちLDN含有量の減少が癌の悪性
化とリンクする。今年度は引き続きLDN生
合成酵素の一種β4-N-acetylgalactosaminyl 
transferase4（ β4GalNAcT4） 遺 伝 子 高 発
現乳癌細胞株即ち、細胞表面におけるLDN
糖鎖含有タンパク質を強制的に増加させた細
胞株を用いて各種解析を行い、本細胞株では
対照株に比して軟寒天培地中でのコロニー形

成能、細胞浸潤能が共に低下する事を見出し
た。更に、xenograft modelを用いたin vivo
評価を実施し、腫瘍形成能の低下を確認し
た。さらに新たに選定したβ4GalNAcT4遺
伝子高発現株を加えて再試験を実施し、同
様の結果を得た。即ち、乳癌細胞における
LDN糖鎖のがん抑制作用が確認された。更
に、LDN糖鎖によるがん抑制作用の分子メ
カニズムを解明すべく、上記遺伝子高発現株
において増加しているLDN糖鎖含有膜タン
パク質の同定作業を開始した。

我 々 は あ る 種 の 腎 癌 細 胞 にGalNAc-
Disialyl Lc4（GalNAc-DSLc4） 合 成 に 係 る
酵素β4-N-acetylgalactosaminyltransferase2
（β4GalNAcT2）の発現コンストラクトを
導入して樹立した細胞株を用いた解析から、
1）細胞表面のGalNAc-DSLc4を増加させる
事で癌悪性形質の特徴とされる増殖能、浸潤
能、ラミニンへの接着能が亢進する事、2）
その要因の１つとしてPI3K経路の活性化増
強が関与する事、3）GalNAc-DSLc4は脂質
ラフト中に局在し、インテグリン等膜タンパ
クの局在を変える事、4）β4GalNAcT2遺伝
子導入株ではDSLc4のみならずインテグリン
を含むタンパク質上の糖鎖にも変化が生じる
事等を見出し報告してきた。

今年度は安定発現株が獲得した3つの悪性
形質、増殖能、接着能、浸潤能亢進すべてが
GalNAc-DSLc4に対する抗体（RM2）添加に
よりキャンセルされる事が判明した。これに
より、悪性形質獲得にGalNAc-DSLc4の増加
は必須であると言える。さらにsiRNAを用い
たILKのKd試験を実施した結果、FCS刺激等
により増強されるAKTのリン酸化が当該キ
ナーゼを減少させる事により抑制された。こ
の結果はクロストーク仮説を支持する。

糖鎖生物学研究室：糖鎖とペプチドを遊離せ
ずアミノ酸配列情報および糖鎖付加位置情報
を含む糖タンパク質のMSによる分析技術研
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究を推進している。これまで糖ペプチドをプ
レート上で直接ピレン標識し高感度MALDI-
TOF-MSを本研究室で開発した。また、糖ペ
プチドを安定同位体ベンゾイル基で標識し、
比較定量法を開発した。これらの技術をさら
に向上させていくと同時に、様々な糖タンパ
ク質のグライコフォーム（アミノ酸配列は同
一で異なる糖鎖を有する）を明らかにし、明
確な構造に立脚した糖タンパク質の機能を解
明する。2014年度の年初計画は
①一層の高感度化および高再現性の追求　
②バイオ医薬品やHGPプロジェクトで合成

した糖タンパク質の品質管理・規格化への
展開

③その他の翻訳後修飾解析にも応用して阻害
剤の作用メカニズムやスクリーニングに展
開

④上記技術のMSスペクトルから糖ペプチド
構造を推定するソフトウェアのバージョン
アップおよびESI-MSデータでの検討

今期の成果
MALDI-MSは、簡便迅速な測定が可能で

あるが、マトリックス結晶状態に依存するの
で再現性や定量性に課題が残る。そこで、マ
トリックスを使用しないLDI-MSを開発すべ
く、レーザーを吸収する官能基を骨格に有す
るメソポーラス有機シリカ薄膜を用いてイオ
ン化を検討した。今年度は、窒素レーザーを
比較的よく吸収する官能基を有する薄膜が得
られ、残存する界面活性剤などの除去効率な
どにもよるが1pmolの検出も可能になった。

HGPプロジェクトにおいて、安定同位体
糖ペプチド標識方法を用いてIgGグライコ
フォーム解析を行い、酵素反応の評価や精製
後の確認に応用した。さらに、今年度導入し
たLC-ESI-MS装置により、IgG分子を酵素消
化せずそのまま測定することが可能になり、
2量体中の糖鎖分布パターンを明らかにした。

独 自 の 糖 鎖 の 高 感 度 ピ レ ン 標 識 法 を

MALDI-QIT-TOFMS測 定 に 適 用 し た 革 新 
的 な 糖 鎖 構 造 解 析 技 術（ 特 許4262289、 
特許4295338、特許4907334、特許5170566　; 
Glycobiology,  2009）をベースとして、実際
の生体試料に応用するためのJST先端計測分
析技術・機器開発事業（要素技術プログラ
ム）での開発課題「ピレン誘導体化による超
微量糖ペプチドMALDI-MSn」（2007年度〜
2009年度）にて、従来法では検出困難である
20pgの糖ペプチドの測定を達成した（Anal. 
Chem.,  2010）。更にその成果をもとに、糖ペ
プチドの構造同定を行うためのソフトウェア
の開発を実施し、同事業･ソフトウェア開発
プログラム「MSnスペクトルから糖ペプチド
構造を推定するソフトウェアの開発」（2010
年度〜 2012年度）によりプロトタイプソフ
トウェアを完成させた。これらのアウトプッ
トの実用化を目的として、2013年10月より、
JST研究成果展開事業（先端計測分析技術・
機器開発プログラム）に採択され、開発課題
「MSnスペクトルによる糖鎖構造推定ソフト
ウェアの製品化」としてライフィクス株式会
社および工学院大学と共同で研究開発を行っ
ている。製品化としてのソフトウェアの統合
にはまだ時間を要するが、成果の一部である
糖鎖構造エディターをフリーで近々公開する
予定である。

HGPプロジェクト：研究室横断的に力を結
集し、均一な糖鎖構造を持つ糖タンパク質を
合成する技術確立を進めるプロジェクト。
2014年度の年初計画は
①（株）免疫生物研究所でカイコを用いて合

成された糖タンパク質を用い、糖鎖が結合
しているホモ体画分（72.7％）のみを単離
する手法を確立する。

②各種Endo酵素を用いGlcNAc糖鎖のみが付
加したアクセプター糖タンパク質を大量に
調製する。

③選択した糖タンパク質医薬品で均一な糖鎖
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構造を持つ糖タンパク質を合成する。
④3本鎖、4本鎖糖鎖ドナーの合成を開始す

る。

今期の成果
カイコ中部絹糸腺から産生したハーセプ

チン（カイコ）は、２つのH鎖に糖鎖が結合
し て い るfully glycosylated体（72.7%）、 １
つのH鎖にしか糖鎖が結合していないhemi 
glycosylated体（23.4%）、２つのH鎖に糖鎖
が結合していないaglycosylated体（3.8%）
の３つの形がある。タンパク質精製分取専用
のACTA　FPLC（GEヘルスケア社）を用
い、強陽イオン交換カラムMono Sカラムを
用いてfully glycosylated体のみを単離した。
こうして得られたfully glycosylatedハーセプ
チン（カイコ）の純度をThermoSientific社
Exactive plus EMRを用いて確認した。

カイコ中部絹糸腺から産生したハーセプチ
ン（カイコ）に、Endo-S,Endo-D,Endo-LLの
３種のEndo酵素（Endo-N-glycanase）を反
応させる事により、100mg程度のGlcNAc糖
鎖のみが付加したアクセプター糖タンパク質
（GlcNAc-ハーセプチン（カイコ））を調製
した。ドナーとしてA2、G2、G0、M3をそ
れぞれオキサゾリン体とし、調製したアクセ
プターに合成酵素としてEndo-S（D233Q）
を用いて均一な糖鎖構造を持つハーセプチン
を合成した。これらの反応物中にはアクセプ
ター調製に用いたハーセプチン（カイコ）
に元々含まれているaglycosylated体、hemi 
glycosylated体、また合成反応が不十分な結
果産生されるhemi glycosylated体、反応が
進行しなかったアクセプターが含まれている
為、上記と同様の方法でfully glycosylated体
のみを単離した。以上の結果得られたA2－
ハーセプチン、G2－ハーセプチン、G0－ハー
セプチン、M3－ハーセプチンの糖鎖構造は
MALDI-TOF-MSで確認した。さらにFcγR
Ⅲa-V158に対する結合実験、ADCC活性も測

定した。ドナー合成に関してはG1a，G1bを
合成した。

1-2　触媒研究
ナノ・メソポーラス材料研究室：ナノポーラ
ス・メソポーラス及びナノ薄膜・粒子を切り
口とした機能性材料の技術開発を行ってい
る。2014年度の年初計画は
①グルコースの酸化反応によるアジピン酸製

造における高選択性触媒の研究開発は期待
していた性能に届かず中止する。

②メタンからの新規な化学品製造プロセスの
開発を目指して、メタンを高収率で活性化
できる触媒の探索研究を開始する。

③燃料電池用非白金系電極材の研究開発で
は、ダイマー構造を有する多孔性配位高分
子触媒の更なる活性化向上のための研究開
発を行う。

今期の成果
メタンと二酸化炭素を原料とする革新的反

応を開発することを目指して、メタンと二酸
化炭素から、炭化水素のC-H結合への二酸化
炭素の挿入反応により、直接、酢酸を合成す
る反応の探索研究を行っている。

CH4(g)　＋　CO2(g)　→　CH3COOH(g)
また、この反応が開発できれば、メタン以

外の炭化水素に展開できる可能性も出てく
る。しかし、そのΔG（200℃）から予測さ
れるメタンと二酸化炭素の反応による酢酸の
平衡収率は、1×10-8％のオーダーであり、通
常の反応方法では、実用的な収率は期待でき
ない。平衡反応を克服するために、触媒を用
いてメタンの活性化と二酸化炭素の挿入反応
をステップワイズに行わせることにより反応
を進行させることができるのではないかと考
え、触媒上へのメタンの供給と二酸化炭素の
供給を時間的に分離して反応を行う反応装置
を設置し、触媒の探索研究を進めている。

触媒として最初に文献で酢酸の生成が報告



野口研究所時報　第58号（2015）

─  90  ─

されているCo-Pd/TiO2触媒を用いて反応を
行ったところ微量ではあるが、平衡収率より
も高い収率（4.4×10-6％）で酢酸の生成を確
認できた。これによりステップワイズ反応に
より平衡反応を克服できる可能性が確認でき
た。

触媒探索としては、本反応で従来全く検討
されていない触媒を研究することが肝要と考
え、幾つかの新規な触媒で探索実験を行った
ところ、Co-Pd/TiO2触媒よりも多くの酢酸
が生成する触媒を見出すことができた。しか
し、まだまだ収率は低いので、今後更に触媒
探索、改良を進めて行く予定である。

燃料電池用非白金系電極材の研究開発で
は、ルベアン酸配位高分子の活性中心の検討
で、Cuイオンと他の遷移金属イオンからな
るルベアン酸配位高分子を合成し構造解析、
電極触媒活性等を測定した。その結果、電子
伝導性や電子伝導性の向上及び、触媒活性向
上がいくつかの混合系で見られた。

また、新規MOF触媒の構造設計を行い、
合成して電極触媒としての活性評価を行い、
電極触媒活性を示すものを見出した。しかし
現状では、その電極触媒活性はまだ、高いも
のではない。

今後の検討として、さらに合成・評価を進
めるとともに、化学計算による触媒活性の見
積結果より、混合金属系及原子価混合系他、
触媒としての構造の最適化を行う。

機能性材料研究室：フフルオラス等のフッ素
化学技術を武器とする合成研究。
2014年度の年初計画は
①酵素のフルオラス化条件改良により、繰り

返し時の酵素活性低下を抑制する。
②フルオラスメソポーラスシリカへの酵素固

定により、酵素の活性保持（安定化）を図
る。

③①または②の効果が確認できたら、他の酵
素（実用酵素）への展開を図る。

今期の成果
フルオラスの技術として、フルオラス化し

た触媒を、フルオラス－フルオラス相互作用
を利用してフルオラス基材に固定化させる方
法が知られていたが、酵素の工業的利用を目
指し、これを酵素に応用する方法について検
討してきた。しかし、繰り返し使用における
活性低下の原因が、固定化の問題というより
は、酵素活性そのものの低下によることを示
唆するデータが得られ、また改善する見通し
も得られなかったことから、本テーマは今年
度で中止することにした。

1-3 その他
当研究所ではフルオラス科学の研究振興に

おいても国内の中心的な役割を担っている。
フルオラス科学は化学合成の精製工程を短縮
でき、糖鎖の効率的合成には有効な化学合成
手法である。当研究所は糖鎖研究を行う中
で当化学の研究をスタートし、研究の成果を
ベースに、触媒、糖鎖研究のための情報交換
とフルオラス科学の普及啓蒙の目的で、2002
年野口フルオラスプロジェクトを立ち上げて
フルオラス科学研究の専門家を招請し、シン
ポジウムを開催してきた。この野口フルオラ
スプロジェクトに賛同した大学の先生方の参
画を得て、2008年当研究所が中心になり、
更にフルオラスの化学合成以外の適用も目指
してフルオラス科学研究会が発足した。当研
究所は、情報交換の場の重要性から、フルオ
ラス科学研究会シンポジウムの活性化に尽力
している。研究会では体制を一新し、新会長
のもと、ホームページにフルオラストピック
スの掲載を開始した。フルオラス科学研究会
第7回シンポジウムを北海道大学大学院先端
生命科学研究院門出健次教授にご尽力いただ
き、9月9日北海道大学百年記念会館にて開催
した。（別添資料１）

1-4 大学等公的機関及び企業との共同研究
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1-1、1-2に述べた研究に大半の人員がか
かっているが、単独でできることには限りが
ある。当研究所のレベル維持向上にも大切な
事でもあるので、国家プロジェクトへの参
画、公的機関や企業との共同研究も積極的に
進めている。平成26年度も下記の研究機関や
企業と積極的に共同研究を実施した。

（競争的委託研究事業）
・科学技術振興機構（JST）研究成果展開事

業（先端計測分析技術・機器開発プログラ
ム）
研究開発課題：MSnスペクトルによる糖鎖
構造推定ソフトウェアの製品化

・科学技術振興機構（JST）ライフサイエン
スデータベース統合推進事業、「統合化推
進プログラム」
研究開発課題名：糖鎖統合データベースお
よび国際糖鎖構造リポジトリの開発

（共同研究）
・旭化成株式会社
・旭化成ファーマ株式会社
・株式会社伏見製薬所
・株式会社高分子加工研究所
・株式会社高分子加工研究所／JNC株式会社
・株式会社免疫生物研究所
・鹿児島大学システム血栓制御学（丸山征郎

特任教授）／旭化成ファーマ株式会社
・千葉大学大学院融合科学研究科（西田芳弘

教授）
・長岡技術科学大学（古川清教授）
・大阪府立病院機構（井上正宏部長）
・創価大学工学部（木下聖子教授）
・慶応義塾大学先導研GSPセンター（高柳淳

講師）
・ライフィクス株式会社
・東京大学大学院新領域創成科学研究科（植

田幸嗣特任准教授）
・東北大学未来科学技術共同研究センター

（宮本明教授）
・東北大学大学院工学研究科（正田晋一郎教

授）
・東北薬科大学分子生体膜研究所（井ノ口仁

一教授）
・東海大学工学部応用化学科（稲津敏行教

授）
・東京都健康長寿医療センター研究所老化機

構研究チーム（遠藤玉夫副所長）
・株式会社豊田中央研究所

2．研究助成事業
2-1 野口遵研究助成金

2009年度より野口遵研究助成金を始めた。
本助成金は、国内の大学またはそれに準じる
研究機関に所属する39歳以下の若手研究者を
対象に、ライフサイエンス、環境資源、エネ
ルギー、電子材料の各分野で募集し、2014年
度は212件の応募の中から13件に助成金を贈
呈した。（詳細は107頁）

本助成金の採択者は6年間で延べ84人と
なった。過去の採択者のその後の調査では、
職位の上がった研究者、各種の賞の受賞者も
多くみられ若手研究者の研究を助成するとい
う本助成金の趣旨にそった成果が得られつつ
ある。

2015年度も野口遵研究助成金を継続する。

2-2 野口遵賞
2014年度「野口遵賞」を新設した。「野口

遵賞」の設置目的は、過去の助成者の中から、
特に優れた実績をあげている研究者に贈呈
し、更なる研究の発展を支援することである。 
2009年度、2010年度、2011年度の採択者43名 
から大阪大学の松崎典弥氏に「野口遵賞」を
贈呈した。

３．人材育成事業
化学者の育成は当研究所の設立趣意書にも

記載されている重要な使命の一つである。
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2014年度は3名の学生を受け入れ卒業研究等
の指導を行った。また、非常勤講師として研
究員7名を各大学に派遣し、化学系技術者の
教育・育成活動に努めた。（別添資料２）

４．研究の成果（別添資料３）
（１）特許出願関係

・特許出願6件（うち共同出願3件）
・特許公開5件（うち共同出願3件）
・審査請求6件（うち共同出願1件）

【別添資料1】
フルオラス科学研究会第7回シンポジウムプログラム　　　　　
2014年9月9日（火）北海道大学 百年記念会館
9:30 〜 9:35 会長挨拶　
9:35 〜 10:25 特別講演1

「フルオラス化合物と光反応」
（岐阜薬科大学） 伊藤 彰近

10:25 〜 10:40 口頭発表
O-1　「固相-液相間移動型ミディアムフルオラスメタセシス触媒の開発」

（名城大・農） 〇小林 佑基、秦 翔吾、犬飼 紗絵、濱本 博三、塩入 孝之、
松儀 真人

10:55 〜 11:10 口頭発表
O-2　「炭素-炭素結合型ヘビーフルオラスタグを用いた糖鎖合成」

（野口研・糖鎖有機1、千葉大院・融合科学2） 〇福田和男1,2、戸治野真美
1、後藤浩太朗1、土肥博史2、西田芳弘2、水野真盛1

11:10 〜 12:00 特別講演2
「gem-ジフルオロシクロプロパン誘導体の合成ならびにジフルオロメチレン合
成ブロックへの展開」

（鳥取大学） 伊藤 敏幸
13:30 〜 14:20 特別講演3

「親フッ素-親油-親水バランス評価法の開発と適用」
（旭硝子） 中島 陽司

14:20 〜 14:35 口頭発表
O-3　「フルオラス分離技術を基盤とする新規分離デバイスDress-upキラルカラ

ムの開発とカルボン酸分離への応用」
（静岡県立大学 薬学部） 〇石井裕大，轟木堅一郎，井出貴文，閔俊哲，井
之上浩一，濱島義隆，豊岡利正

14:50 〜 15:05 口頭発表

・特許登録6件（うち共同出願5件）
・PCT出願0件（うち共同出願0件）
・外国特許出願0件（うち共同出願0件）
・PCT公開0件（うち共同出願0件）
・外国特許公開2件（うち共同出願0件）
・外国特許登録3件（うち共同出願1件）

（２）学会発表22件（うち国際学会2件）
（３）誌上発表10件
（４）依頼講演1件
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O-4　「フッ素化オリゴエチレングリコールの表面修飾が誘起するナノ粒子のカ
プセル状自己集合」

（北大電子研1・北大総化院2） 〇新倉謙一1・魏 金建2・三友 秀之1・居城
邦治1

15:05 〜 15:55 特別講演4
「イオン液体中での有機電解合成—フッ素化合物を中心として」
（東京工業大学） 淵上 壽雄

16:30 〜 17:30 ポスター発表
P-01　フルオラスデンドリマーの合成と水溶化検討

（東大生研） 〇畔柳歩大、粕谷マリアカルメリタ、畑中研一
P-02　細胞培養を目指した両親媒性フルオラスゲル化剤の開発

（東大生研） 〇豊村誠、粕谷マリアカルメリタ、 畑中研一
P-03　二層系培養におけるフッ素溶媒の効果

（東大生研） 〇粕谷マリアカルメリタ、畑中研一
P-04　細胞培養における酸素供給を指向したフルオラスゲル

（東大生研1、Univ.Bordeaux 2） 〇宮島浩樹1、粕谷マリアカルメリタ1、
畑中研一1、A. Del Guerzo2、J. M. Vincent2

P-05　ライトフルオラスサレンマンガン錯体を用いる芳香族オレフィンの不斉
エポキシ化反応：ベンゾトリフルオリドの共溶媒効果によるエナンチオ
面選択性の向上

（名城大・農） 〇秦 翔吾、小林 佑基、犬飼 紗絵、濱本 博三、塩入 孝之、
松儀 真人

P-06　フルオラスコーティングしたPDMSグラフトポリイミド膜の分離特性
（1東海大院工、2東海大工、3東海大創造科学技研） 〇小田龍馬1、高田
恭輔2、岡村陽介3、稲津敏行1,2、長瀬裕1,2

P-07　ペルフルオロアルキル鎖を利用するキラルヨウ化第四級アンモニウム触
媒の設計：エナンチオ選択的脱水素カップリング反応の開発

（名古屋大学大学院 工学研究科） 〇石原一彰、UYANIK Muhammet、
鈴木大介、林裕樹

P-08　新規フルオラス有機分子触媒を用いた立体的炭素－炭素結合形成反応の
開発

（東京薬科大学 薬学部） 〇平島真一、坂井崇亮、新井亮雅、中島康介、
古石裕治、三浦剛

P-09　パーフルオロアルキル基を有するキラルゲル化剤による含フッ素溶媒の
ゲル化

（お茶女大院1、愛媛大院理工2、東邦大理3） 〇田淵恵里香1、矢島知子1、
佐藤久子2、山岸晧彦3

P-10　Fabrication of Multilayered Gold Nanoparticle Vesicles Using Sugar 
Terminated Fluorinated Surface Ligand
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(aGraduate School of Chemical Sciences and Engineering, Hokkaido 
University;bResearch Institute for Electronic Science(RIES), Hokkaido 
University) 〇Jinjian Wei,a  Kenichi Niikura,b  Naotoshi Sugimura,a  
Hideyuki Mitomo,b  Kuniharu Ijirob*

P-11　選択的な捕集と検出を可能とするフルオラスプロテオミクス解析試薬の
開発

（静岡県立大学 薬学部） 石井裕大、〇轟木堅一郎、閔俊哲、井之上浩一、
豊岡利正

P-12　フルオラスポリマーの合成とぬれ性の測定
（1 東京大学 生産技術研究所、2 埼玉大学大学院 理工学研究科）
〇木村珠美1,2、粕谷マリアカルメリタ1、畑中研一1、松岡浩司2

P-13　フェイズ・バニシング法による気体の発生と有機合成への利用
（阪府大院理） 〇眞武亮介、丹羽勇樹、松原浩

P-14　フルオラス保護基を用いるアルギニン残基の副反応の抑制
（東海大・工・応化） 〇赤司 里奈、稲津 敏行

P-15　スルフィド型フルオラス抽出剤の合成
（東海大・工・応化） 〇中川洸希、留奥友基、稲津敏行

P-16　フッ素系樹脂をガス透過膜としたフロー型ex-situ カルボニル化法
（大阪府立大学大学院 理学系研究科） 福山高英、Celia Brancour、向井 
悠、Troels Sklydstrup、〇柳 日馨

P-17　ペンタフルオロスルファニル基を持つフタロシアニンの合成研究
（名古屋工業大学大学院 工学研究科） 〇飯田紀士、徳永恵津子、柴田哲
男

P-18　効率的なフルオラス固相抽出を指向したフルオラススフィンゴ脂質誘導
体の合成及びその有用性評価

（北大院生命科学1、北大院先端生命2） 〇齊藤 翔太1、吉田 昌史1、
Mostafa A.S.Hammam2、光武 進2、五十嵐 靖之2、村井 勇太2、門出 
健次2

【別添資料2】
（１）学生の受け入れ

埼玉工業大学、東海大学から各１名の卒業研究生、千葉大学大学院から１名の博士論文
研究生を受け入れ、下記のテーマにより研究を行った。
卒業研究
①フェイズ・バニシング法による１段ブロモ酸合成の解析
②分子内アシル転位反応を抑制可能なWilliamsonエーテル合成法の開発
博士論文研究
①耐酸性ヘビーフルオラスタグを用いた糖鎖合成
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（２）職員の教育活動
今年度は下記の職員が大学の非常勤講師として教育活動に携わった。
天野純子、水野真盛、大隅賢二、吉田彰宏、山田一作、菅原州一、後藤浩太朗

【別添資料3】
1. 学会発表　22件（うち国際学会　2件）

第62回質量分析総合討論会（2014.5.14-16） 1件
62nd ASMS Conference on Mass Spectrometry（2014.6.14-19） 1件
日本プロテオーム学会2014年会（2014.7.17-18） 1件
第33回日本糖質学会年会（2014.8.10-12） 4件
FCAAグライコサイエンス若手フォーラム2014（2014.8.13） 1件
フルオラス科学研究会第７回シンポジウム（2014.9.9） 1件
第３回生命医薬情報学連合大会（2014.10.2-4） 2件
トーゴーの日シンポジウム 2014（2014.10.5） 2件
CACフォーラム1泊研究会（2014.10.6-7） 1件
第８回東北糖鎖研究会（2014.10.10-11） 1件
第87回日本生化学会大会（2014.10.15-18） 2件
GlycoTokyo2014（2014.11.8） 1件
SFG & JSCR Joint Annual Meeting（2014.11.16-19） 1件
第37回情報化学討論会2014豊橋（2014.11.27） 2件
日本化学会第95春季年会（2015.3.26-29） 1件

 
2. 誌上発表　10件

Expression of LacdiNAc Groups on N-Glycans among Human Tumors Is Complex
Kiyoko Hirano, Akio Matsuda, Takashi Shirai, and Kiyoshi Furukawa

BioMed Research International ,2014, Article ID 981627, 7 pages

Relative Quantitation of Glycopeptides Based on Stable Isotope Labeling Using MALDI-
TOF MS

Masaki Kurogochi and Junko Amano 
Molecules , 2014, 19(7), 9944-9961; doi:10.3390/molecules19079944

The Effect of Glycosylation on the Antibody Recognition of a MUC2 Mucin Epitope
Katalin Uray, Mamoru Mizuno, Toshiyuki Inazu, Kohtaro Goto, Ferenc Hudecz

Biopolymers(peptide science) ,2014 ,102(5)  390-395 doi 10.1002/bip.22526

BioHackathon series in 2011 and 2012: penetration of ontology and linked data in life 
science domains



野口研究所時報　第58号（2015）

─  96  ─

Toshiaki Katayama, Mark D Wilkinson, Kiyoko F Aoki-Kinoshita, Shuichi Kawashima, 
Yasunori Yamamoto, Atsuko Yamaguchi, Shinobu Okamoto, Shin Kawano,
Jin-Dong Kim, Yue Wang, Hongyan Wu, Yoshinobu Kano, Hiromasa Ono,

Hidemasa Bono, Simon Kocbek, Jan Aerts, Yukie Akune, Erick Antezana,
Kazuharu Arakawa, Bruno Aranda, Joachim Baran, Jerven Bolleman, Raoul JP Bonnal, 

Pier Luigi Buttigieg, Matthew P Campbell, Yi-an Chen,Hirokazu Chiba, Peter JA Cock, K 
Bretonnel Cohen, Alexandru Constantin, Geraint Duck, Michel Dumontier,
Takatomo Fujisawa, Toyofumi Fujiwara, Naohisa Goto, Robert Hoehndorf,

Yoshinobu Igarashi, Hidetoshi Itaya, Maori Ito, Wataru Iwasaki, Matus Kalas,
Takeo Katoda, Taehong Kim, Anna Kokubu, Yusuke Komiyama, Masaaki Kotera, Camille 

Laibe, Hilmar Lapp, Thomas Lutteke, M Scott Marshall, Takaaki Mori,
Hiroshi Mori, Mizuki Morita, Katsuhiko Murakami, Mitsuteru Nakao, Hisashi Narimatsu, 

Hiroyo Nishide, Yosuke Nishimura, Johan Nystrom-Persson, Soichi Ogishima,
Yasunobu Okamura, Shujiro Okuda, Kazuki Oshita,Nicki H Packer, Pjotr Prins,

Rene Ranzinger, Philippe Rocca-Serra, Susanna Sansone, Hiromichi Sawaki,
Sung-Ho Shin, Andrea Splendiani, Francesco Strozzi, Shu Tadaka,Philip Toukach,

Ikuo Uchiyama, Masahito Umezaki, Rutger Vos, Patricia L Whetzel, Issaku Yamada, 
Chisato Yamasaki, Riu Yamashita, William S York, Christian M Zmasek,

Shoko Kawamoto and Toshihisa Takagi
Journal of Biomedical Semantics ,2014, 5:5  doi:10.1186/2041-1480-5-5

WURCS: the Web3 unique representation of carbohydrate structures.
Tanaka K, Aoki-Kinoshita KF, Kotera M, Sawaki H, Tsuchiya S, Fujita N,

Shikanai T, Kato M, Kawano S, Yamada I, Narimatsu H.
Journal of Chem. Inf. Model. , 2014 ,54(6):1558-66. doi: 10.1021/ci400571e

Preparation of acid-resistant heavy fluorous tags for recycling　in synthetic systems　
Kazuo Fukuda, Mami Tojino, Kohtaro Goto, Hirofumi Dohi, Yoshihiro Nishida,

Mamoru Mizuno
Journal of Fluorine Chemistry, 2014, 166 ,52-59

Carbohydrate；Lectin Interaction Assay by Fluorescence Correlation Spectroscopy 
Using Fluorescence-Labeled Glycosylasparagines

Mamoru Mizuno
Lectins　Methods in Molecular Biology ,2014 ,Volume 1200, 215-221

Formation of 2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosidic Linkages via Glycosidation 
Using a Combination of Two Lewis Acids

Oda Yoshiki, Midorikawa Masanobu, Yamanoi Takashi
Heterocycles , 2015 ,90(1) 198-215 DOI: 10.3987/COM-14-S(K)4
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GlycoRDF: an ontology to standardize glycomics data in RDF.
Ranzinger R, Aoki-Kinoshita KF, Campbell MP, Kawano S, Lutteke T, Okuda S, 

Shinmachi D, Shikanai T, Sawaki H, Toukach P, Matsubara M, Yamada I, Narimatsu H.
Bioinformatics , 2015 ,31(6):919-25. doi: 10.1093/bioinformatics/btu732.

　　　　　　　　
A recyclable heavy fluorous tag carrying an allyl alcohol pendant group: design and 
evaluation toward applications in synthetic carbohydrate chemistry

Kazuo Fukuda, Mami Tojino, Kohtaro Goto, Hirofumi Dohi, Yoshihiro Nishida,
Mamoru Mizuno 

Carbohydrate Research　2015 ,407 ,122-130

3. 講演　　
古川鋼一教授退官記念シンポジウム （2015.1.9）

「腎癌細胞におけるGalNAc-Disialyl Lc4糖鎖抗原の役割」　土田明子
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研究所の概要
Outline of the Institute

理事　　齊藤　継男
Tsuguo SAITO

１．設立と目的
当研究所は、わが国化学工業界のパイオニ

アであり、日本窒素肥料（現ＪＮＣ株式会
社）、旭ベンベルグ絹糸（現旭化成株式会社）、
鴨緑江水電を初め20数社の社長として内外地
で大電力を自給し、世界的規模で各種化学工
業を振興した不世出の起業家野口遵がその私
財（当時2,500万円）を投じ、化学工業発展
の一助とすることを目的として、昭和16年2
月10日財団法人として設立したものである。

創設者の名を記念して「野口研究所」と命
名された当研究所は、その目的として化学の
基礎および応用に関する研究・調査を行い、
化学工業の発展に寄与することを使命として
いる。

２．土地・建物
当研究所が使用している土地建物は、旧東

京第二陸軍造兵廠の東京研究所の置かれてい
たところであり、創立当初研究活動を行って
いた横浜研究所が、終戦により連合国に接収
されたため、昭和21年1月この地に移転し、
敷地は約13,700㎡、建物は約4,300㎡ある。

３．賛同会社
当研究所は研究所の公益事業活動にご理解

とご賛同のもと寄附金をいただき運営の一助
にあてている。寄附金は主として研究所の機
器の購入・整備および自主研究の費用にあて
られる。

現在次の10社から寄附金をいただいてい
る。

旭 化 成 株 式 会 社
Ｊ Ｎ Ｃ 株 式 会 社
積 水 化 学 工 業 株 式 会 社
株 式 会 社 ニ ッ チ ツ
西 松 建 設 株 式 会 社
セ ン コ ー 株 式 会 社
Ｋ Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ 株 式 会 社
株 式 会 社 東 京 シ ン ク サ ー ビ ス
株 式 会 社 高 分 子 加 工 研 究 所
千 葉 フ ァ イ ン ケ ミ カ ル 株 式 会 社

４．公益財団法人移行
平成22年10月26日付で内閣総理大臣より公

益財団法人の認定を受け、平成22年11月１日
に登記をし、公益財団法人へ移行した。

これにより、主務官庁は従来の文部科学省
から内閣府になった。

５．役員
当研究所の役員は理事12名、評議員6名、

監事3名で、次のとおりである。
理 事 長　稲田　　勉*
常務理事　松田　昭生*
理　　事　齊藤　継男* 上ノ山智史
　　　　　木庭　竜一 木幡　　陽
　　　　　中尾　正文 野崎　貴司
　　　　　畑中　研一 廣瀬　弘明
　　　　　堀　　一良 松本　　誠
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評 議 員　浅野　敏雄 岩澤　康裕
　　　　　後藤　泰行 小堀　秀毅
　　　　　澤本　光男 根岸　修史
監　　事　浦　　一昭 寺田　生弘
　　　　　永原　　肇
＊は常勤　常勤以外は五十音順

６．学術顧問
当研究所の学術顧問は平成27年７月末日現

在次のとおりである。
　　木幡　　陽　　　畑中　研一
　　柴﨑　一郎　　　古川　　清

７．職員
平成27年７月末日現在の職員の在籍者は38

名である。このほかに技術アドバイザー 2名
が勤務している。

８．特許および商標
当研究所所有の特許権は104件、商標権は4件である（平成27年6月末日現在）。

8-1 特許権

発明者 発明の名称 登録日登録番号

三 浦　 剛
稲 津 敏 行

高度にフッ素化されたカルボン酸誘導体および
その製造方法と中間体 2006.12.083888914

川 上 宏 子
戸 澗 一 孔 ジアミド型ゲル化剤 2007.04.203947483

三 浦　 剛
稲 津 敏 行

高度にフッ素化されたカルボン酸および 
その製造方法と中間体 2007.10.054019125

川 上 宏 子
戸 澗 一 孔 高分子化するゲル化剤 2008.06.204141772

稲 津 敏 行
山 ノ 井 孝 グリコシド誘導体の製造法 2008.08.014162739

川 上 宏 子
戸 澗 一 孔 ビオチン脂質 2008.08.014162904

山 ノ 井 孝
小 田 慶 喜 C,C－グリコピラノシル化合物とその製造法 2008.11.074212087

柳　 日 馨
松 原　 浩
杉 山 弘 幸

フルオラス性を利用した回収容易なアミン類 2008.11.284224315

天 野 純 子 質量分析法 2009.04.174295338

高 木  睦
吉 田 敏 臣
久 保 一 介
戸 澗 一 孔

動物細胞培養素材 2009.10.024381000

佐 藤 玲 子
戸 澗 一 孔 ガラクトース二硫酸誘導体 2009.10.024381002
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川 上 宏 子
戸 澗 一 孔
古 幡 昌 彦
服 部 喜 之
米 谷 芳 枝

オリゴアルギニン脂質 2010.02.224456438

水 野 真 盛
後 藤 浩 太 朗

高度にフッ素化されたアルコールおよびその製
造方法と中間体 2010.04.024485459

佐 藤 玲 子
川 上 宏 子
戸 澗 一 孔

生体適合性付与剤 2010.06.114526832

三 浦　 剛
稲 津 敏 行
森　 裕 志
横 山 慎 一 郎
梶 本 哲 也

ベロ毒素中和剤としてのスフィンゴ糖脂質類似
体 2010.12.034639055

佐 藤 玲 子
戸 澗 一 孔 硫酸糖ライブラリー 2011.02.044675048

水 野 真 盛
稲 津 敏 行
山 ノ 井 孝

Ｎ－アセチルグルコサミニルチロシン誘導体 2011.07.154781597

山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也

αＮ－アセチルグルコサミニル結合を加水分解
する新規な糖質加水分解酵素 2011.07.154781851

天 野 純 子 糖鎖異性体を分離同定する質量分析法 2011.08.264808542

中 山　 淳
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
白 井　 孝

α－N－アセチルグルコサミニル結合単糖誘導体
を含有するピロリ菌増殖抑制剤 2011.09.024811953

山 ノ 井 孝 二本鎖糖分岐シクロデキストリン誘導体 2011.11.254870400

大 寺 純 蔵
折 田 明 浩 ルイス酸性フルオラススタノキサン触媒 2012.01.134902840

微量質量分析法 2012.01.204907334天 野 純 子

川 上 宏 子
戸 澗 一 孔 4947512 2012.03.16生体適合性ヒドロゲル

後 藤 浩 太 朗
水 野 真 盛 4950436 2012.03.16高度にフッ素化されたアルコール誘導体と再利

用が容易な使用法

山 ノ 井 孝 4950521 2012.03.16トレハロース誘導体とその製造法

水 野 真 盛
後 藤 浩 太 朗 5005212 2012.06.01高度にフッ素化されたフェノール誘導体および

その中間体

渡 邉 正 人
米 谷 芳 枝
戸 澗 一 孔

5021899 2012.06.22水溶性カンプトテシン製剤

水 野 真 盛
後 藤 浩 太 朗

高度にフッ素化されたカルボン酸誘導体および
その製造方法 2010.01.154440167
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山 ノ 井 孝 ｅｘｏ－グリカール誘導体の製造法 2012.08.105060028

山 ノ 井 孝 グリコシド誘導体と非還元性二糖およびその製
造法 2012.09.215091508

山 ノ 井 孝
小 田 慶 喜 糖分岐シクロデキストリン誘導体とその製造法 2012.10.055100160

中 山　 淳
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
千 室 智 之

Ｎ－アセチルグルコサミンの誘導体を含有する
ピロリ菌増殖抑制剤 2012.11.225140246

山 ノ 井 孝
パーベンジル化スクロースオリゴ糖の酸加水分
解によるベンジル化フルクトフラノース誘導体
及びベンジル化アルドース誘導体の製造法

2012.12.145155577

山 ノ 井 孝 フルクトフラノシド誘導体とその製造法 2012.12.145155578

天 野 純 子 質量分析法 2013.01.115170566

山 ノ 井 孝
小 田 慶 喜

トリクロロエチルオキシカルボニル化α－ガラ
クトサミニド誘導体 2013.04.265252841

山 ノ 井 孝 糖二分岐シクロデキストリン誘導体 2013.06.075284566

天 野 純 子
平 野 清 子
杉 本 一 路

前立腺癌と良性前立腺肥大症とを識別する方法 2013.06.075284958

天 野 純 子
菅 原 大 介 多様性を表現するオリゴ糖又はその誘導体 2013.08.025331293

多価の糖分岐シクロデキストリン誘導体とその
製造法 2013.10.115383257山 ノ 井 孝

小 田 慶 喜

中 山  淳
白 井  孝
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
森  昌 子

5383692 2013.10.11ピロリ菌増殖抑制剤

山 ノ 井 孝
小 田 慶 喜 5394645 2013.10.25糖結合型スピロクラウンエーテル誘導体

土 田 明 子
藤 田 雅 也 5425481 2013.12.06α－N－アセチルグルコサミニル結合を加水分解

する新規な糖質加水分解酵素

平 野 清 子
中 村 紀 夫
天 野 純 子

5431360 2013.12.13前立腺癌の判定方法

水 野 真 盛
戸 治 野 真 美 5436093 2013.12.20ペルフルオロ有機物の製造方法

天 野 純 子 分析方法 2014.02.215478998

天 野 純 子
中 村 紀 夫 5443156前立腺癌を判定する方法 2013.12.27
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天 野 純 子
西 風 隆 司
奥 村 寿 子

ＭＡＬＤＩ質量分析法 2014.03.205504282

水 野 真 盛
川 上 宏 子 微小流路内のフルオラス不均一多相系反応方法 2014.12.265670654

山 田 一 作 糖鎖構造認識用解析方法、糖鎖構造認識用解析
装置およびプログラム 2015.4.245734586

天 野 純 子
田 中 耕 一 生体試料の解析法及び疾患マーカーの検索法 2010.10.06EP 1876441

（英、独、仏）

天 野 純 子 質量分析法 2011.05.31US 7951603
（米国）

天 野 純 子
平 野 清 子
杉 本 一 路

前立腺癌と良性前立腺肥大症とを識別する方法 2011.10.04US 8030085
（米国）

天 野 純 子
平 野 清 子
杉 本 一 路

前立腺癌と良性前立腺肥大症とを識別する方法 2012.06.20EP 2161571
（英、独、仏）

中 山　 淳
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
白 井　 孝

α－Ｎ－アセチルグルコサミニル結合単糖誘導
体を含有するピロリ菌増殖抑制剤 2012.10.17EP 2098238

（英、独、仏）

平 野 清 子
中 村 紀 夫
天 野 純 子

前立腺癌の判定方法 2013.07.17EP 2354790
（英、独、仏）

中 山　 淳
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
白 井　 孝

α－Ｎ－アセチルグルコサミニル結合単糖誘導
体を含有するピロリ菌増殖抑制剤 2013.11.05US 8575117

（米国）

１１糖シアリルオリゴ糖ペプチドの製造方法 2014.03.19EP 2474560
（英、独、仏）

菅 原 州 一
大 隅 賢 二

菅 原 州 一
大 隅 賢 二

US 8809496
（米国） 2014.8.19１１糖シアリルオリゴ糖ペプチドの製造方法

中 山  淳
白 井  孝
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
森  昌 子

US 8859511
（米国） 2014.10.14ピロリ菌増殖抑制剤

古 谷 方 彦
中 嶋　 齊 3780581 2006.03.17有機化合物の転化触媒

＜以下は共有特許＞

福 岡 陽 平
友 国 敬 三
中 嶋　 齊

燃料電池用水素の精製方法 2007.09.214014243
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古 谷 方 彦
中 嶋　 齊
相 島 逸 穂

メソポア分子ふるい、およびその製造方法 2007.10.194026884

錦 戸 條 二
中 嶋　 齊 シクロデキストリン含有物 2007.11.304047976

小 松 民 邦
友 国 敬 三 排ガス浄化用触媒 2008.01.114063807

錦 戸 條 二 ルイス酸触媒 2008.02.154081269

錦 戸 條 二 ケトン化合物の酸化触媒 2008.02.154081270

錦 戸 條 二
吉 田 彰 宏
池 田 正 紀

ルイス酸触媒含有組成物 2008.05.024119371

小 松 民 邦 排ガス浄化用ハニカム触媒 2008.12.194233572

錦 戸 條 二
中 嶋　 齊 ルイス酸触媒 2008.12.194234262

錦 戸 條 二 酸触媒組成物 2008.12.194234307

錦 戸 條 二
山 崎 長 武
カ ク 秀 花

固定化ルイス酸触媒 2008.12.194234461

生体試料の解析法及び疾患マーカーの検索法 2009.02.204262289天 野 純 子
田 中 耕 一

小 松 民 邦
友 国 敬 三 4562360 2010.08.06多孔質結晶性ジルコニア材料、及びその製造方

法

古 谷 方 彦
福 岡 陽 平
福 沢 章 喜

4641615 2010.12.10シクロオレフィンの製造方法

小 松 民 邦
友 国 敬 三 4749093 2011.05.27ＮＯｘ浄化用触媒の担体

天 野 純 子 4820444 2011.09.09プレート上での測定対象分子の局在化方法、お
よびこれを用いた質量分析法

小 松 民 邦 4823100 2011.09.16新規排ガス浄化用触媒

天 野 純 子 質量分析法 2012.01.274913656

小 松 民 邦 4895858新規排ガス浄化方法 2012.01.06

福 澤 章 吾
小 松 民 邦
古 谷 方 彦
友 国 敬 三

シクロオレフィン製造用触媒及び、シクロオレ
フィンの製造方法 2012.02.244931099

小 松 民 邦 燃料電池用電極及び該電極を用いた燃料電池 2012.06.225019905

小 松 民 邦
友 国 敬 三 排ガス浄化用触媒 2012.06.295025148
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小 松 民 邦 非白金系燃料電池用電極及び該電極を用いた燃
料電池 2012.06.295025283

菅 原 州 一 ポリエーテルの製造方法 2012.10.125105166

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 糖ペプチド結合ポリマー 2012.10.125106497

小 松 民 邦
友 国 敬 三 リーンバーン排ガス浄化用触媒 2012.10.195112966

小 松 民 邦
友 国 敬 三 排ＮＯｘ浄化方法 2012.10.265116377

佐 藤 玲 子
戸 澗 一 孔 糖鎖結合物質の精製法 2012.11.095129936

小 松 民 邦 燃料電池用電極および燃料電池 2013.03.155219384

リーンバーン自動車排ガス浄化用触媒 2013.05.105264316小 松 民 邦
友 国 敬 三

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 5285022 2013.06.07糖ペプチド誘導体及びその製造方法

佐 藤 智 典
水 野 真 盛 5438998 2013.12.20新規糖鎖プライマーとその利用

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 5566226 2014.06.2711糖シアリルオリゴ糖ペプチドの製造方法

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 5611105 2014.09.12糖ペプチド誘導体及びその製造方法

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 5614897 2014.09.19糖ペプチド被覆シリカ

塚 本 郁 子
小 西 良 士
窪 田 泰 夫
大 隅 賢 二
水 野 真 盛

菅 原 州 一
大 隅 賢 二

高 木  睦
戸 澗 一 孔

小 西 満 月 男
友 国 敬 三

5649358

5680576

5721319

5758228

血管内皮細胞の管腔形成抑制剤

11糖シアリルオリゴ糖アスパラギンの製造方法

軟骨細胞培養基材及び培養方法

ロジウム及び金を含む担持触媒

2014.11.21

2015.01.16

2015.04.03

2015.06.12

福 岡 陽 平
友 国 敬 三
中 嶋　 齊

燃料電池用水素含有ガスの製造方法 2001.02.20US 6190430
（米国）

小 松 民 邦
友 国 敬 三 排ガス浄化用触媒 2010.11.23US 7838461

（米国）

天 野 純 子
田 中 耕 一 生体試料の解析法及び疾患マーカーの検索法 US 8772044

（米国） 2014.07.08



野口研究所時報　第58号（2015）

─  105  ─

8-2 商標権

登録商標（標準文字） 商品、役務の区分 登録日登録番号

グライコナビ

グライコナビゲーション

糖鎖ナビ

糖鎖ナビゲーション

第9類、第42類

第9類、第42類

第9類、第42類

第9類、第42類

2008.08.01

2008.08.01

2009.04.17

2009.04.17

5156473

5156474

5223454

5223455
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【表1 課題別応募件数・採択数】

野口遵研究助成金

Ⅰ．2014年度実施報告
第６回目の野口遵研究助成金の贈呈を実施したので、以下に簡単に報告する。

１）助成の趣旨
本助成金は独創的かつチャレンジングな内容で、産業応用までには課題も多く短期的な産
業有用性は見えにくいものであっても、ロジックがしっかりしていて実現できた場合の学
術性や発展性が強く期待される研究を行っている若手研究者に助成を行っている。

２）2014年度の概要
①応募課題および応募件数

本年度は4課題で2014年9月1日から2ヶ月間募集を受け付け、総計212件の応募があっ
た。（表1参照）

②選考委員会
2015年2月3日に当研究所において選考委員会を開催した。選考委員10名が出席し厳正な
選考の結果13件が採択された。なお、欠席された選考委員からもご意見を書面で提出し
て頂いた。（表2、表3参照）

③贈呈式
2015年3月10日如水会館（千代田区一ツ橋）にて、来賓、選考委員、その他関係者各位
で総勢65名ほどの出席を得て贈呈式を開催した。なお、後述の野口遵賞の贈呈式も同時
に行った。

ライフサイエンスの進展に資する物質やデバイスに関す
る研究　＜健康、医療（医薬を含む）など＞

地球資源並びに環境の保全に寄与するプロセスや新材料
に関する研究　＜グリーンサスティナブルケミストリー
（触媒を含む）、バイオマス、水処理など＞

蓄エネルギー、創エネルギー、省エネルギーに寄与する
新材料やデバイスに関する研究

新しい電子材料やそれを活用した新たなプロセスやデバ
イスに関する研究

合計

課題 1 86件 6件

課題 2

課題 3

課題 4

61件

35件

30件

212件

1件

3件

3件

13件

課題名課題番号 応募件数 採択件数
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【表2 採択者・採択テーマ一覧（順不同）】

＊所属・職名は応募時のもの

九州大学　稲盛フロンティア研究
センター　教授

自然科学研究機構　岡崎統合バイオ
サイエンスセンター　特任准教授

大阪大学　免疫学フロンティア研究
センター　特任助教

奈良先端科学技術大学院大学
バイオサイエンス研究科　准教授

東京大学　大学院工学系研究科
助教

信州大学　繊維学部　准教授

東京工業大学　理学部　准教授

九州大学　大学院工学研究院　助教

東京工業大学　大学院理工学研究科 
助教

筑波大学　数理物質系　准教授

山梨大学　大学院総合研究部
准教授

九州大学　大学院工学研究院
准教授

東京工業大学　大学院総合理工学
研究科　助教

哺乳類初期胚細胞外分泌タンパク質を利
用した生殖補助医療技術の開発

ドラッグデリバリーシステムを志向した
自律構築型リポソームの開発

革新的骨保護ワクチンの開発

蛋白質分泌マシーナリーの動的精密探査
を可能とする新しい再構成系の構築

材料構造に基づくガン診断デバイスの開
発とその機械的シグナル伝達メカニズム
の解明

ラベルフリー磁気細胞操作によるオン
チップ臓器アッセイ系の構築

金属錯体とナノ構造酸化物で創る水中駆
動型CO2固定化光触媒

金ナノロッドを光捕集アンテナとした光
エネルギー変換デバイスの開発

ナノ空間場を用いた10mW/㎠で最大効率
を示すフォトンアップコンバージョン材
料への挑戦

相転移挙動の熱力学的制御による環境調
和型エネルギー材料の開発

螺旋型ナノ繊維の構造柔軟性を利用した
革新的電磁シールド材料の創製

インコメンシュレートに配列したイオン
性ゲストの構築と物性の探索

単一分子機能制御能を具備した革新的ナ
ノ分光計測法の開拓

束田　裕一

栗原　顕輔

丸山　健太

塚崎　智也

久代 京一郎

秋山　佳丈

前田　和彦

髙橋　幸奈

平田　修造

所　　裕子

島　　弘幸

山田　鉄兵

矢野　隆章

採択者氏名 所属・職名 研究テーマ名
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【表3 選考委員】

岩澤　康裕

川合　知二

山本　憲二

小宮山　真

澤本　光男

五十嵐泰夫

畑中　研一

吉野　　彰

柴崎　一郎

福岡　伸典

多羅尾良吉

電気通信大学特任教授・東京大学名誉教授

大阪大学特任教授・大阪大学名誉教授

石川県立大学教授・京都大学名誉教授

筑波大学教授・東京大学名誉教授

京都大学教授

中国西南大学教授・東京大学名誉教授

東京大学教授・野口研究所学術顧問

LIBTEC理事長・旭化成（株）吉野研究室

豊橋科学技術大学特命教授・野口研究所学術顧問

元旭化成アドバイザー

特定非営利法人　ヴイエムシ監事

選考委員長

選考委員

＊所属・職名は選考委員会開催時のもの

Ⅱ．2012年度研究成果報告
助成金採択者は、助成期間終了年の12月31日までに研究成果を報告する。2012年度（第4回）

採択者［助成期間：2013年4月1日〜 2014年3月31日］の研究成果（要旨）を以下に記す。

【2012年度（第4回）野口遵研究助成金　研究成果報告（要旨）】

岡村　陽介

大窪　章寛

裁断化超薄膜のナノパッチワークコーティング特性を利用した新規医用材料の開発

人工UsnRNAを利用した新規スプライシングテクノロジーの開発

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

東海大学　創造科学技術研究機構

東京工業大学　大学院生命理工学研究科　分子生命科学専攻

所属

所属

講師

助教

職名

職名

ナノ厚特有の高接着性が発現する高分子超薄膜(膜厚：100nm以下)に注目し、その裁断化体(裁
断化超薄膜, サブミリメートルサイズ)を開発した。裁断化超薄膜分散液を滴下するだけで、
平滑面のみならず複雑な形状をもつ界面にもナノ厚且つパッチワーク様にコーティング(ナノ
パッチワークコーティング)できることを実証した。さらに、裁断化超薄膜の粉末を用いたス
プレーコーティング手法も確立し、短時間に大面積の界面をコーディング可能となった。

本研究課題では、U1 snRNAの高効率な化学合成法の検討をおこなった。その結果、「ホスホ
ロアミダイト化合物を利用した高効率ポリリン酸化反応」を用いてm3Gキャップ構造を有する
U1 snRNAの5'側の短いRNA分子（10塩基）を化学合成し、別途合成した3'側の長いRNA分子
（154塩基）をT4DNALigaseを用いて連結することで、U1 snRNAを高効率に合成することに
成功した。
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東　大志

高妻　篤史

強力かつ腫瘍選択的な超分子ナノ抗癌剤：葉酸修飾メチル化シクロデキストリン分子ネックレスの構築

電気化学的に駆動する微生物エネルギー代謝系を利用した高収率物質変換法の開発

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

熊本大学　大学院生命科学研究部　製剤設計学分野

東京薬科大学　生命科学部  環境ゲノム学科

所属

所属

助教

助教

職名

職名

最近我々は、腫瘍選択的抗がん剤として、葉酸修飾メチルβ－シクロデキストリン (FA－M
－β－CyD) を開発した。しかし、FA－M－β－CyD の腫瘍選択性や血中滞留性は十分では
ない。そこで本研究では、強力かつ腫瘍選択的な超分子ナノ抗癌剤を開発することを目的とし
て、2,6－ジ－O－メチル－β－CyD (DM－β－CyD) ならびに DM－β－CyD から成る分子
ネックレスの調製を行った。　

微生物のエネルギー代謝系を電気化学的に駆動し、細胞内の物質変換に必要な還元力を供給
することによって有用物質生産を促進するシステムの構築を行った。Shewanella oneidensis 
MR-1株に遺伝子改変（糖代謝能の付与および副生成物合成系の破壊）を加え、電極から電子
を供給しながら培養を行った結果、還元物質としてD-乳酸を生産させることに成功した。

野口　真人

大内　誠

北野　政明

無保護糖からのワンポット/フロースルー配糖体合成法の開発

持続可能な精密ラジカル重合：真に使える鉄触媒の開発

ナノチューブ構造を有するチタン系酸化物から成る新規固体酸触媒の開発

研究テーマ名

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

氏名

東北大学　大学院工学研究科　バイオ工学専攻

京都大学　大学院工学研究科　高分子化学専攻

東京工業大学　応用セラミックス研究所

所属

所属

所属

助教

准教授

特任助教

職名

職名

職名

無保護のN-アセチルグルコサミンから活性化剤を用いて活性化糖誘導体を合成し、引き続く糖
加水分解酵素触媒配糖化反応をワンポットで行い、Helicobacter pyloriの増殖抑制活性を有す
るα-N-アセチルグルコサミニド含有オリゴ糖の合成に成功した．また、糖タンパク質合成な
どに用いられている糖供与体である糖オキサゾリン誘導体をフローで合成するための新規脱水
縮合剤、CDMBI-OMeの合成と評価を行った．その結果、従来用いられているCDMBIよりも
効率的にオキサゾリン誘導体へと変換可能であることが分かった．

鉄は安全である上に地球に豊富に存在する金属であるために、持続性のあるリビングラジカル
重合触媒として期待されている。しかし、これまでの鉄触媒はモノマー汎用性に乏しく、特に
高極性モノマーに対する耐性が低かった。本研究では、フェロセン協奏助触媒の発展、中心鉄
を守る配位子や配位力の強さが異なる複数の配位点を有する配位子の開発を通じて、真に使え
る鉄触媒リビングラジカル重合系を開発した。

チタン酸ナノチューブの合成条件を制御することで、シート、チューブ、ロッド状の形態に変
化させることが可能であり、表面に露出する酸量が大きく変化することがわかった。内径が約
5nmのナノチューブ構造を有した場合に表面酸点の数が最大となり、最も高い酸触媒性能が発
現することを見いだした。また、骨格にNbやTaをドープするとブレンステッド酸としての活
性が最大で約10倍向上することが明らかとなった。
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大橋　理人

井改　知幸

フルオラス化合物の自在合成を指向した炭素－フッ素結合活性化触媒の開発

らせん構造制御を新基軸とする両極性有機半導体の開発と有機薄膜太陽電池の高耐久化

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

大阪大学　大学院工学研究科　応用化学専攻

金沢大学 理工研究域 物質化学系

所属

所属

講師

助教

職名

職名

機能性材料として多様な用途展開が期待されるフルオラス化合物の自在合成法の確立を目指
し、パーフルオロアルケンの炭素-フッ素結合を位置選択的に切断する遷移金属活性種を創出
した。さらに、パーフルオロ化合物を出発原料とするパーフルオロ亜鉛種の与える革新的合成
法を開発した。

“高耐久な有機薄膜太陽電池の開発”を目指して、らせん構造形成に基づき両極性半導体特性
を発現する新規高分子材料の開発を行った。本研究により、「電子ドナーと電子アクセプター
を連結したユニット」がらせん状に規則配列したポリペプチドの開発に世界で初めて成功し
た。次ステージの課題は、本材料の電気化学的特性について明らかにすることであり、太陽電
池素子への実装を目指し、高性能半導体材料の開発を推進していく。

林　克郎

獨古　薫

耐火酸化物を用いたナトリウム-空気電池の創製

グライム－ナトリウム塩錯体の構造とナトリウム系二次電池への展開

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

東京工業大学　応用セラミックス研究所

横浜国立大学　大学院工学研究院　機能の創生部門 

所属

所属

准教授

准教授

職名

職名

飛躍的に高いエネルギー密度を有する革新電池の候補として、非水-水溶液混合系(略して水溶
液系)ナトリウム-空気電池の原理実証と、その性能向上およびナトリウム系の電池技術に寄与
するための高速ナトリウムイオン伝導体の性能向上に関する検討を行った。ナシコンをセラ
ミックス・セパレーターとして用いた水溶液系ナトリウム空気電池の実証セルを構築し、20〜
30mA/㎠の最大出力を得て、アルカリ金属空気電池の中でも、現状で良好といえる面積出力
を実証した。本電池の空気極にナノポーラス金(NPG)電極を適用して、本系へのNPG電極の合
理性を示し、またセラミックス・セパレータ保護水溶液系電池のロバスト性を示した。また高
速ナトリウムイオン伝導体のβアルミナについても、放電プラズマ焼結法を初めて適用するこ
とで、結晶配向と緻密化により、非常に優れた電導度を得る事ができた。

本研究では、グライム－ナトリウム塩錯体の物理化学特性を詳細に検討し、ナトリウム系二次
電池の電解質として応用を試みた。グライムとNa塩をモル比1：1で混合して得られる電解液
中では、グライム分子がNa+イオンに配位し錯体を形成する。この錯体は、室温で液体状態で
あり、熱安定性に優れることが分かった。このグライム－ナトリウム塩等モル錯体をナトリウ
ム系二次電池の電解質として適用したところ、電池の安定した作動が可能であった。
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阪口　壽一

安藤　和也

瀬川　泰知

二酸化炭素分離を目的としたナノ空間保持ポリマー膜材料の開発

スピン－軌道散乱を用いた省エネルギー電子技術の創出

分岐型カーボンナノチューブの精密合成

研究テーマ名

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

氏名

福井大学　大学院工学研究科　材料開発工学部門 

東北大学　金属材料研究所　量子表面界面科学研究部門

名古屋大学　物質科学国際研究センター

所属

所属

所属

准教授

助教

助教

職名

職名

職名

二酸化炭素の高透過性・分離能を達成する膜の開発を目指し、極性基を有する新規ポリマーと
して、メチロール基を有するポリ(ジフェニルアセチレン)、イミダゾリウム塩を有するポリ(ジ
フェニルアセチレン)、メトキシ基を有するポリ(ジフェニルアセチレン)、オキシエチレン基を
含むポリビニルエーテル膜を合成した。気体透過性を測定したところ、高い二酸化炭素選択性
を示す膜が得られた。

本研究は、スピン流伝導及びスピン流－電流変換の新しい物理を開拓するものである。本研究
により、非常に長いスピン緩和時間を示す有機材料において、スピン歳差運動による交流スピ
ン流の整流効果が顕在化することを明らかにした。また、動的スピン流生成を用いることで導
電性高分子中スピン流－電流変換が低温になるに従って減少するという結果を得た。本結果は
スピン流変換の理解に重要な指針を与えることが期待される。

今回我々は、分岐型CNTの接合ユニットであるベンゼン環17個、14個のカーボンナノケージ
の合成に成功した。さらに、始めてのカーボンナノケージのX線結晶構造解析による詳細な
構造解明、光物性のサイズ依存性の実証を行なった。カーボンナノケージの合成は長期間か
つ高い技術を要するため、新たに合成した2種のカーボンナノケージについては、CVD法によ
るCNT伸長に必要な量の確保には至っておらず、現在大量合成を進めている。今後は分岐型
CNTの精密合成、および金属型と半導体型の接合部位をもつCNTの合成へと展開し、高機能
な材料の創出を目指していきたい。
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野口遵賞

Ⅰ．2014年度実施報告
１）野口遵賞の趣旨

本賞は過去の野口遵研究助成金採択者の中から毎年1名に「野口遵賞」を贈呈し、副賞　
として500万円を大学等の所属研究機関へ奨学寄付金として支給いたします。本賞は、当
財団の助成金を受けた後、研究を発展させ活躍されている研究者のさらなる飛躍を後押し
することを目指しています。

２）2014年度の概要
2015年2月3日に野口遵研究助成金の選考に先立って野口遵賞の選考を行った。選考委員10
名による選考の結果、大坂大学大学院工学研究科の松崎典弥助教を受賞者とすることを決
定した。なお、本年度は2009年度、2010年度、2011年度の野口遵研究助成金贈呈者を対象
として選考した。野口遵賞を受賞した松崎典弥助教は2009年度に「細胞とタンパク質の三
次元統合制御に基づく革新的ハイブリッド組織の創製と医薬品評価への応用」というテー
マで野口遵研究助成に採択されています。
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腫瘍形成におけるN-型糖鎖上のLacdiNAc構造の生物学的意義
平野　清子、松田　昭生、白井　孝、古川　清

BioMed Research International ,2014, Article ID 981627, 7 pages

癌化に伴い細胞表面の糖タンパク質や糖脂質上の糖鎖構造が変化することは広く知られてい
る。N-型及びO-型糖鎖の非還元末端のGalNAcβ1→4GlcNAc（LacdiNAc、LDN）構造は、哺
乳動物においては比較的珍しい構造である。我々は以前ヒト乳癌においてN-型糖鎖上のLacdi-
NAc構造の発現量がこの癌の悪性化に伴い顕著に減少することを見いだした。その一方でヒト
前立腺癌、卵巣癌及び膵癌においては癌の進行に伴いLacdiNAc構造の発現量が増加すること
が報告されている。このことからこの糖鎖の発現量の増減は組織依存的であると考えられる。
LacdiNAc構造の生合成には２種類のβ4-N-アセチルガラクトサミン転移酵素(β4GalNAcTs)、
すなわちβ4GalNAcT3 及びβ4GalNAcT4が関与しており、これらは組織特異的に発現し、こ
の糖鎖の発現量を制御している。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

Relative Quantitation of Glycopeptides  
Based on Stable Isotope Labeling Using MALDI-TOF MS

Masaki Kurogochi and Junko Amano
Molecules , 2014, 19(7), 9944-9961; doi:10.3390/molecules19079944

私達は、安定同位体標識を用いた糖ペプチドの効果的かつ高感度のMALDI-TOF MSを用い
た相対定量法を開発した。この研究では、軽水素標識された安息香酸スクシンイミド活性化エ
ステルと重水素標識された安息香酸スクシンイミド活性化エステルをそれぞれ糖ペプチドの
安定同位体標識試薬として合成した。ペプチド鎖のN端をベンゾイルで標識された糖ペプチド
は、ポジティブモード、ネガティブモード共にイオン化効率が向上した。この標識試薬の反応
効率は非常に良く、血清ヒトIgG由来の様々な糖ペプチドに対して幅広い濃度領域において定
量的に反応した。また再現性も非常に高く、良い検量線が得られた。この標識法を利用して、
血清ヒトIgGを使ってミエローマプラズマ由来のヒトIgG1糖ペプチドの同定並びに相対的定量
解析を行った。また、血清ヒトIgG に含まれるIgG1とIgG2の糖鎖異性体をStreptococcus pyo-
genes由来のエンドグリコシダーゼ（endoS）とStreptococcus pneumoniae由来のエンドグリ
コシダーゼ（endoD）の基質特異性を利用して、安定同位体標識を用いた質量分析で同定した。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

－ Appendix －

2014年度誌上発表論文抄録集
Abstract of Publications
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The Effect of Glycosylation on the Antibody Recognition 
of a MUC2 Mucin Epitope

Katalin Uray, Mamoru Mizuno, Toshiyuki Inazu, Kohtaro Goto, Ferenc Hudecz

Biopolymers(peptide science) ,2014 ,102(5)  390-395 doi 10.1002/bip.22526

MUC2 glycoprotein, built up mainly of repeat units of 1PTTTPITTTTTVTPTPTPT-
GTQT23, can be overexpressed or underglycosylated in gastrointestinal diseases. The epi-
tope structure of the MUC2 by focusing on the repeat u nit with the mucin peptide specific 
MAb 996 monoclonal antibody has been studied. This antibody recognizes the 18PTGTQ22 
sequence as minimal, and 16PTPTGTQ22 as optimal epitope within the underglycosylated 
glycoprotein. Herein, we aim to clarify the effect of glycosylation of the epitope on MAb 
996 antibody binding including its correlation with the secondary structure of the modified 
peptides: glycosylation in the epitope core and in the flank. For this we have synthesized 
the 16PTPTGTQ22 peptide glycosylated with GalNAc (Tn antigen) in position 17, 19, 21, or 
on all three Thr resiidues. The MAb 996 antibody binding properties of the peptides were 
characterized in competitive ELISA experiments, and their solution secondary structure 
was studied by circular dichroism spectroscopy in water and in the ordered structure 
promoting trifluoroethanol. Our results show that glycosylation in position 19（peptide 
16PTPT（GalNAcα）GTQ22）resulted in enhanced antibody recognition and significantly altered 
secondary structure, while glycosylation in position 21 completely demolished the binding. 
These results could be useful in determining the nature of antigen–antibody interaction, 
and perhaps designing synthetic peptide vaccines for tumor therapy.

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

BioHackathon series in 2011 and 2012:  
penetration of ontology and linked data in life science domains

Toshiaki Katayama, Mark D Wilkinson, Kiyoko F Aoki-Kinoshita, Shuichi Kawashima, 
Yasunori Yamamoto, Atsuko Yamaguchi, Shinobu Okamoto, Shin Kawano, Jin-Dong Kim, 
Yue Wang, Hongyan Wu, Yoshinobu Kano, Hiromasa Ono, Hidemasa Bono, Simon Kocbek, 

Jan Aerts, Yukie Akune, Erick Antezana, Kazuharu Arakawa, Bruno Aranda, 
Joachim Baran, Jerven Bolleman, Raoul JP Bonnal, Pier Luigi Buttigieg, 

Matthew P Campbell, Yi-an Chen, Hirokazu Chiba, Peter JA Cock, K Bretonnel Cohen, Al-
exandru Constantin, Geraint Duck, Michel Dumontier, Takatomo Fujisawa, 

Toyofumi Fujiwara, Naohisa Goto, Robert Hoehndorf, Yoshinobu Igarashi, Hidetoshi Itaya, 
Maori Ito, Wataru Iwasaki, Matus Kalas, Takeo Katoda, Taehong Kim, Anna Kokubu, 

Yusuke Komiyama, Masaaki Kotera, Camille Laibe, Hilmar Lapp, Thomas Lutteke, 
M Scott Marshall, Takaaki Mori, Hiroshi Mori, Mizuki Morita, Katsuhiko Murakami, 

Mitsuteru Nakao, Hisashi Narimatsu, Hiroyo Nishide, Yosuke Nishimura, 
Johan Nystrom-Persson, Soichi Ogishima, Yasunobu Okamura, Shujiro Okuda, 



野口研究所時報　第58号（2015）

─  115  ─

Kazuki Oshita,Nicki H Packer, Pjotr Prins, Rene Ranzinger, Philippe Rocca-Serra, 
Susanna Sansone, Hiromichi Sawaki, Sung-Ho Shin, Andrea Splendiani, Francesco Strozzi, 

Shu Tadaka,Philip Toukach, Ikuo Uchiyama, Masahito Umezaki, Rutger Vos, 
Patricia L Whetzel, Issaku Yamada, Chisato Yamasaki, Riu Yamashita, William S York, 

Christian M Zmasek, Shoko Kawamoto and Toshihisa Takagi
Journal of Biomedical Semantics ,2014, 5:5  doi:10.1186/2041-1480-5-5

生物学的データの統合、バイオインフォマティクス解析、可視化ツールなどへのセマンティッ
ク技術の活用は、過去5年間に日本で開催されたBioHackathonの共通のテーマでした。本論文
は、京都（2011年）富山（2012年）において開催されたBioHackathonにおける活動や成果の
レビューです。効率的に生命科学のセマンティック技術を実現するために、参加者は様々なサ
ブグループを形成して、以下のトピックに取り組みました：特定のドメインのためのRDF（Re-
source Description Framework）モデル、テキストマイニング、オントロジー開発、生物学的デー
タベースに必須のメタデータ効率的なセマンティックWeb技術の開発と相互運用性、およびセ
マンティックWebのデータ用のアプリケーションの開発。このレビューでは、これらのサブグ
ループによって実施されたテーマを紹介します。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

WURCS: the Web3 unique representation of carbohydrate structures.  
Tanaka K, Aoki-Kinoshita KF, Kotera M, Sawaki H, Tsuchiya S, Fujita N, Shikanai T, 

Kato M, Kawano S, Yamada I, Narimatsu H.
Journal of Chem. Inf. Model. , 2014 ,54(6):1558-66. doi: 10.1021/ci400571e

In recent years, the Semantic Web has become the focus of life science database develop-
ment as a means to link life science data in an effective and efficient manner. In order for 
carbohydrate data to be applied to this new technology, there are two requirements for 
carbohydrate data representations: (1) a linear notation which can be used as a URI (Uniform 
Resource Identifier) if needed and (2) a unique notation such that any published glycan 
structure can be represented distinctively. This latter requirement includes the possible 
representation of nonstandard monosaccharide units as a part of the  glycan structure, as 
well as compositions, repeating units, and ambiguous structures where linkages/linkage 
positions are unidentified. Therefore, we have developed the Web3 Unique Representation 
of Carbohydrate Structures (WURCS) as a new linear notation for representing carbohy-
drates for the Semantic Web.

American Chemical Sciety
～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～
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Preparation of acid-resistant heavy fluorous tags 
for recycling in synthetic systems  

Kazuo Fukuda, Mami Tojino, Kohtaro Goto, Hirofumi Dohi, Yoshihiro Nishida, Mamoru Mizuno
Journal of Fluorine Chemistry, 2014, 166 ,52-59

Acid-resistant heavy fluorous tags, in which all three fluorous chains are　linked by car-
bon–carbon linkage, were designed and synthesized. The tag with an alkyl spacer equipped 
the primary OH group showed the greatest reactivity in conjugation reactions with target 
compounds and could be recovered in good yields, implying its potential for use in recy-
cling applications.

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

Carbohydrate；Lectin Interaction Assay by Fluorescence Correlation 
Spectroscopy Using Fluorescence-Labeled Glycosylasparagines

Mamoru Mizuno
Lectins　Methods in Molecular Biology ,2014 ,Volume 1200, 215-221

Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) is a high-throughput system for the assay 
of interactions in solution and can measure the numbers of molecules and molecular size 
in micro-regions. It is a useful technique for measuring bioactive substances, screening 
inhibitors, and detecting the binding of materials, as well as for determining Kd and IC50 
values. Glycosyl amino acids having oligosaccharides are useful for the interaction assay of 
oligosaccharides. Fluorescence probes can be introduced into the glycosyl amino acid while 
the whole structure of the oligosaccharide is maintained. Carbohydrate–lectin interaction 
in a solution assay system was analyzed easily by FCS using fluorescence-labeled 
glycosylasparagine.

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

Formation of 2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosidic
Linkages via Glycosidation Using a Combination of Two Lewis Acids

Oda Yoshiki, Midorikawa Masanobu, Yamanoi Takashi
Heterocycles , 2015 ,90(1) 198-215   DOI: 10.3987/COM-14-S(K)4

A mixed activation system composed of ytterbium(III) triflate and a catalytic boron 
trifluoride diethyl etherate complex efficiently promotes the glycosylation of various 
alcohol acceptors using 2-acetamido-3,4,6-tri-O -benzyl-2-deoxy-α-D-glucopyranosyl acetate 
in dichloromethane at room temperature to afford 2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosides 
in good yields with significant formation of the α-isomers. Notably, stereoselective 
glycosylations of phenol derivatives as the acceptors afforded aryl 1,2-cis -α-glycosides 
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without the formation of any β-isomers. This highly stereocontrolled 1,2-cis -α-glycosidation 
was applied to the synthesis of a novel hydroquinone α-glycoside.

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

GlycoRDF: an ontology to standardize glycomics data in RDF.
Ranzinger R, Aoki-Kinoshita KF, Campbell MP, Kawano S, Lutteke T, Okuda S, 

Shinmachi D,Shikanai T, Sawaki H, Toukach P, Matsubara M, Yamada I, Narimatsu H.
Bioinformatics , 2015 ,31(6) ,919-25. doi: 10.1093/bioinformatics/btu732.

過去数十年にわたり、グライコミクスにおいてバイオインフォマティクスリソースとして、
データベースが作成され、一般に公開されてきました。しかし、データベースに格納された情
報についての一般的な機械可読情報などに共通の標準仕様がありませんでした。グライコミク
スの分野におけるバイオインフォマティクスの専門家の国際的なグループは、糖鎖構造および
関連する生物学的供給源、出版物や実験データに焦点を当てたグライコミクスデータの標準の
RDF（Resource Description Framework）表現を作成しました。このRDF標準はGlycoRDF
オントロジーとして定義され、データベースに格納されたデータを一般的な機械可読な形式と
するために使用することができます。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～
　　　　　　　　

A recyclable heavy fluorous tag carrying an allyl alcohol pendant group: 
design and evaluation toward applications in synthetic carbohydrate chemistry
Kazuo Fukuda, Mami Tojino, Kohtaro Goto, Hirofumi Dohi, Yoshihiro Nishida, Mamoru Mizuno 

Carbohydrate Research　2015 ,407 ,122-130

We converted our previous acid-resistant heavy fluorous tag [(Rf)3C-CH2-OH, 1] to allyl 
alcohol derivatives [(Rf)3C-CH2-O-(CH2)n-CH=CH-CH2-OH, 3 (n=1) or 4 (n=3)] using olefin 
metathesis. The terminal OH group in 3 and 4 was found to be glycosylated in moderate 
yield when 2,3,4,6-tetra-O -benzoyl-D-galactosyl trichloroacetimidate was used as the 
glycosyl donor. Upon a detachment reaction using Pd(PPh3)4, the initial fluorous tag 1 
was recovered in good yield (>90%) together with 1-OH sugar. Potential utility was 
demonstrated by using the galactosylated derivative of 3 in a series of deprotection, 
protection and glycosylation reactions, which were conductible in high yields without 
using chromatographic purification process. These findings prompt us to propose a general 
scheme in which the acid-resistant heavy fluorous compound 1 is applied as a recyclable 
tag in synthetic carbohydrate chemistry.

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～
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