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日本と韓国の関係が国交正常化以来、最悪
と言われるほど悪化しています。相次ぐ問題
に対して日本政府は韓国政府に対する不信感
をあらわにしていますし、メディアは世論調
査の結果、日韓双方で互いの国が嫌いな人が
増えていると報じています。私の周囲にもい
わゆる「嫌韓」の人がいますが、歴史的背景
なども良く理解した上で韓国が嫌いになった
という人はほとんどいません。多くはメディ
アの影響により「嫌韓」になったようです。
ファクトフルネス（日経BP社刊）を書いた
ハンス・ロスリング氏はメディアの情報だけ
で様々な事柄を判断することの危険性を説い
ています。メディアが嘘を言っているとか、
歪んだ世界観を意図的に植え付けようとして
いるということではなく、読者・視聴者の気
を引く、目を引き付ける刺激的なことが記事
になっているということを良く理解しておく
必要があります。

植民地時代の日本の統治の是非については
ともかく、この時代には同胞としての意識を
持って朝鮮半島の近代化に一所懸命取り組ん
だ日本人が少なからずいたはずです。野口研
究所の創設者である野口遵は昭和初期に朝鮮
半島で事業を展開していましたので、野口研
究所にはこの時代の書籍や資料が残されてい
ますが、その中にその一端が垣間見られる記
述がありましたので、ご紹介します。これは

野口遵が設立した日本窒素肥料の社員が赴戦
江水力発電所(今の北朝鮮)の建設状況を視察
に行った時の様子を記したものです。（「新興
の咸南」藤本梅良著、秀英舎刊、1929年）
“赴戦嶺水電工事を実施している一帯は古

くより火田民（いわゆる焼き畑農業をする
人々）が1万人余り住み着いている。彼らは
食料とする馬鈴薯と燕麦を作るために何百年
来生い茂る密林に火を放ち、辺りは見るも無
残な焼け野原となっている。当社は水源確保
のためにも火田民を救済し、森林の保護をし
なければならない。貯水地域となる地区に暮
らしていた600人余りの人たちは畑が買い上
げられ、立退料の交付も受けたが、彼らは都
見物に出かけて遊興し、ついには浪費してし
まった。会社はこの状態を顧みて政府の了解
を得て火田民救済の策を講ずることにした。
ここに農林部を発足し農務、畜産、林業、開
墾等に分けて申込を受理している。第1回の
申し込み定員はすでに超過し3000人に及ぶが、
これによって火田民も生活安定の場所が定ま
るわけである。社会的施設として学校、医療
機関、娯楽、生産品販売所等を設け、その他
は時代の要求と必要により各種施設を設ける
ことになっている。

朝鮮山岳地帯に住む農民はほとんど赤貧洗
うがごとき者ばかりであるが、これは王朝政
治の罪であるとともに行政施設が皆無で交通

所　感
An Essay

理事長　　小林　宏史
President    Hiroshi KOBAYASHI

―　巻頭言　―
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も不便、貯蓄心の養成がないためである。彼
らを愛撫し平等の精神をもって彼らの父兄と
して親しみ、指導訓練して貯蓄心の涵養に努
めたならば、明るい結果を得られるであろう。
“（現代語訳は筆者）

野口遵は発電所、工場群、インフラ（鉄道、
港湾など）などを建設して朝鮮の近代化に貢
献し、朝鮮奨学会に500万円（現在の50億円
に相当）を寄付したことは知られていますが、
農業の近代化にも取り組んでいたことを知る
人はほとんどいないと思います。おそらく同
じように様々な分野で朝鮮の近代化に取り組
んだ日本人が数多くいたことでしょう。この
ような貢献も事実として評価されるべきでは
ないかと思います。

さて話は変わります。野口研究所の事業の
一つに研究助成事業があります。野口研究所
の設立趣意書には「重要なる研究に援助をな
し…」とあり、過去から自らの研究周辺では
研究支援を行ってきましたが、野口遵ゆかり
の旭化成株式会社とJNC株式会社の援助を受
けて野口遵研究助成事業を開始したのは2009
年からです。昨年度に10周年を迎えることが
でき、この間の採択者累計は137人となりま
した。

助成の趣旨は「独創的でチャレンジングな
若手研究者（39歳以下を対象）の独立した研
究を助成します。応募課題分野で産業応用ま
でには課題が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
が強く期待されるものの孵化をお手伝いする
ことが狙いです」としており、応募課題は化
学を根底に置いていますが、幅広い分野で構
えています。

昨年、今後の運営の参考とするために採択
者の方々にご協力をいただき、本制度に関す
るアンケートを実施しました。その結果、採
択者の方から高い評価を得ていることが示さ
れました。その理由として、特に以下の3点

が多くあげられました。
①金額が大きい
“他の助成金の多くは100万円以下、本制

度の助成金額（220万円/人）であれば
中型の機器購入にも充てられる。”

②使途が限定されない
“装置の故障など不測の事態に対応でき

た。”
“当初予定していた以外の化学薬品や計算

機等の購入に充てることができた。”
③使用期限が限定されず、繰越可能である。
以下に、自由意見もいくつかご紹介します。
“まだ実績も少ない萌芽的なテーマを採択

していただき、とてもありがたかった。
それまでの実績・ネームバリューにと
らわれない採択に救われました。”

“研究に対する意欲と研究予算のギャップ
が大きく悩んでいる地方大学の若手・
中堅の研究者にもチャンスをいただけ
たことは非常にありがたいと心底思い
ました。”

“「使っても繰り越しても良い研究費」
が10万円でもあれば研究者の年度末の
心理的負担は想像を絶するほど軽減さ
れる。また220万円は若手にとっては
高額であり、これを自ら獲得したとい
う実績によって研究室主宰者からの精
神的・経済的独立が果たせるとともに、
自らのアイデアに従い研究に邁進する
原動力となる。まだまだ徒弟制度的な
空気の抜けない日本の若手研究者を鼓
舞するものであり、素晴らしい制度で
ある。”

私たちが考えていた以上に高く評価されて
いるようで、大変うれしく思いました。

今年の9月には10周年を記念して記念講演
会を計画しています。これを契機にさらに研
究者の立場に立った研究助成を目指すととも
に、微力ながら科学技術の裾野の強化に貢献
してゆきたいと思っています。（昨年度の選
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考データを本巻末に掲載していますので、ご
参照ください。）

さて最後に野口研究所の資産運用について
ふれておきます。現在の活動資金の大半は
100億円余りある資産を運用することによっ
て捻出しています。これまでは、この資産を
元本が保証される債券で運用してきましたが、
長引く低金利の影響で運用収入が減少し、活
動資金を確保することが難しくなってきまし
た。一定レベルの研究を将来にわたって続け
てゆくためには最低でも現状レベルの運用収

入が必要ですし、また高額な解析機器の保守
や買い替えのための資金も不可欠です。国内
外の財団法人の資産運用状況の調査・研究を
行った結果、上場投資信託（ETF）による
資産運用が適当と判断し、理事会の承認を得
て満期を迎える債券をETFへ切り替えてゆ
くことにしました。今後、専門家の助言を得
ながら進めてゆきます。

しばらくは収支が厳しい状況が続くと思い
ますが、将来的に安定した運営ができるよう
なベースを築いておきたいと思っています。
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自然免疫を介した免疫制御
Immunoregulation through innate immunity

大阪大学大学院理学研究科　　深瀬　浩一
Koichi FUKASE

1. はじめに
全ての生物は生体防御機構を備えている。

原核生物は、抗菌物質生産によって原核生物
間の競合に対応し、CRISPR-Cas機構などに
よってファージからから身を守っている。一
方、真核生物の生体防御機構は免疫と呼ばれ
る。免疫は自然免疫と獲得免疫に大別され、
脊椎動物のみがリンパ球と抗体からなる獲得
免疫を有している。一方、自然免疫は真核生
物に普遍的に存在しており、種々の自然免疫
受容体（病原体認識受容体、パターン認識受
容体）を介して、細菌、ウイルス、カビなど
の病原体由来の複合糖質、グリカン鎖、リポ
タンパク質、DNA、RNA、鞭毛タンパク質
フラジェリン、など病原体に特徴的な分子を
認識して、抗菌物質、活性酸素、加水分解酵
素などにより生体防御にあたる［1］。自然
免疫は微生物に対する防御機構として働くだ
けでなく、アレルギーや自己免疫疾患、慢性
炎症や癌とも深く関わっている。なおB. A 
Beutler博士とJ. A. Hoffmann博士は自然免
疫機構の解明で2011年のノーベル生理医学賞
を受賞している。

我々は、主に細菌由来の化合物について、
合成とそれらの自然免疫調節作用について研
究を行ってきた。代表的なものが、グラム陰
性菌の産生する複合糖質リポ多糖に関連した
研究であり、活性本体であるリピドAやリポ
多糖部分構造を合成して、それらを用いて受
容体TLR4/MD-2複合体との詳細な相互作用

解析と免疫応答の制御について研究を行って
きた。一方、自然免疫は、抗原-抗体反応や
腫瘍免疫などの獲得免疫の活性化にも重要な
働きをしていることがよく知られている。そ
こで、自然免疫活性化物質を基盤にしたア
ジュバント（ワクチンの効力を高める物質）
開発が行われきた［2］。多くの場合ワクチン
は健康体に接種するので、含有されるアジュ
バントを含めて、高い安全性が要求されてお
り、従ってアジュバントには強い炎症を引き
起こすことなく、適度に免疫を活性化する機
能が求められる。ここではリピドAのアジュ
バントとしての利用についても紹介する。

一方、アジュバントと抗原との複合体が自
己アジュバント化ワクチン［3］として、獲
得免疫を効率的に活性化することが見出され、
種々の研究が行われている。本稿では、がん
ワクチン開発を目指した我々の研究について
紹介する。

２. リポ多糖の合成と生物活性発現機構に関
する研究

細菌が免疫を高めることは古くから知ら
れており［1,4］、細菌感染による癌の治癒や
縮小は300年以上前から報告されていた［5］。
コーリー（William Coley）はStreptococcus 
pyogenes とSerratia marcescens を 用 い た
抗癌治療を1893年に実施した（世界で最初
の 癌 の 免 疫 療 法 ）。1916年 に はSalmonella 
typhimurium死菌体に、1924 年には結核菌
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に免疫活性化作用が報告された。
これらの現象は自然免疫の働きによるもの

であるが、物質レベルでの最初の報告は、内
毒素（エンドトキシン）の発見である。近
代細菌学の開祖コッホ（Robert Koch）の弟
子であるファイファー（Richard Friedrich 
Johannes Pfeiffer）は1892年にコレラ菌には
外毒素（エキソトキシン）と内毒素（エンド
トキシン）の二種類の毒素があることを発見
した。ウエストファール（Otto Westphal）
らは1945年に内毒素の本体がグラム陰性菌
の外膜を構成するリポ多糖（LPS）であるこ
と、1957年にLPSの脂質であるリピドAが活
性中心であることを報告した。内毒素は、強
力な免疫増強作用と炎症惹起作用を有してお
り、発熱性、組織障害作用、致死性ショック
を引き起こす。上記のコーリーらが見出した
Serratiaによる免疫増強効果は内毒素の作用
によるものと考えられる。大阪大学の芝哲
夫、楠本正一らはウエストファール, リュー
デリッツ（Otto Lüderitz）, リーチェル（Ernst 
Th. Rietschel）, ガラノス（Chris Galanos）
らと共同研究を開始し、リピドAの正しい構
造を提出し、1985年には大腸菌リピドA（1） 
の全合成に成功して、リピドAが内毒素の本
体であることを確定させた（図1）［4］。

この領域にブレークスルーをもたらしたの
が、リポ多糖に対するアンタゴニストの発見
であり、生合成前駆体型リピドA（precursor 

Ia, リピド IVa）（2）がマウスに対しては免
疫増強作用を示すが、ヒトにおいてはアンタ
ゴニスト作用を示すこと［6］、Rhodobacter 
sphaeroides  lipid A (RSLA)（3） がヒト、マ
ウスともにアンタゴニスト作用を示すことが
明らかにされた（図1）［7］。これらの結果
は、リポ多糖受容体が存在することを示すも
のであり、LPSの活性発現機構の解明を目指
し、受容体探索を含めた多数の研究が行われ
た。1996年にHoffmannらは、ショウジョウ
バエのTollが真菌に対する生体防御機構に必
須であることを発見した。翌年には哺乳類に
Toll様受容体（TLR）が見出され、1998年に
はBeutlerらによりTLR4がLPS受容体である
ことが明らかにされた。その後様々なTLRな
らびにそのリガンドが次々に同定され、さら
には細胞内シグナル伝達機構や獲得免疫との
連携メカニズムが明らかにされた。なお大阪
大学の審良らはノックアウトマウスを用いた
解析を中心にして、多くの自然免疫機構を明
らかにしており、現代免疫学の新しい潮流を
作った［1］。

TLRは、膜外にロイシンリッチリピート
（LRR）と呼ばれるモチーフを持ち、膜内
にはインターロイキン1（IL-1）受容体細胞
内ドメインと相同性の高いTIR（Toll/IL-1 
receptor）ドメインをもつ。TLR4の下流で
は様々なアダプター分子（MyD88, TIRAP, 
TRAM, TRIFなど）が結合してシグナルを

図1 リピドAの構造



野口研究所時報　第62号（2019）

─  6  ─

伝達する（図2）。MyD88活性化は転写因子
NF-κBの活性化とTNFαやIL-1、IL-6等の
炎症性サイトカインを誘導する。TRIF化は、
転写因子IRF3活性化と抗ウイルス応答を惹
起するインターフェロン（IFN）を誘導する
［1,5,8］。この他にも、最近カスパーゼ経路
が見出され（げっ歯類：caspase-11、ヒト：
caspase-4 とcaspase-5 ）［9,10］、これらのシ
グナルが同時に強力に活性化されると、強い
炎症が惹起され、毒性の発現につながるもの
と考えられる。

TLR4によるリポ多糖、リピドAの認識機
構の解析も行われた。三宅らはTLR4の結合
タンパク質であるMD-2がシグナルの伝達に
必須であることを見出し、我々の合成した
リピドA放射性標識類縁体を用いてTLR4/
MD-2複合体との相互作用の解析に成功し、
種特異性がMD-2とリピドAの認識の違いに
より生じることを明らかにした（図3）［11］。
さらに、大戸、佐藤らは、X線結晶構造解析
によりリピドIVa（2）とヒトMD-2複合体の
3次元構造を明らかにし［12］、KAISTのLi

らは、エーザイの開発したアンタゴニスト
であるエリトランとマウスTLR4/MD-2複合
体の3次元構造を解明し［13］、アンタゴニ
ストの結合様式が解かれた。2009年にはLiら
によってリポ多糖/ヒトTLR4/MD-2のX線結
晶構造解析が行われた［14］。さらに大戸ら
により、リピドIVa/マウスTLR4/MD-2複合
体の3次元構造が解明された［15］。大腸菌
型リピドA部の5本のアシル基はMD-2の疎水

図2 TLR4を介した自然免疫活性化機構

図3 TLR4/MD-2とリピドA, LPSの相互作用
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性ポケットに収容され、残りの一本が隣接す
るTLR4の疎水性面と相互作用することが引
き金になって受容体の二量体化が引き起こさ
れる。一方、マウスの場合はリピドAのアシ
ル基の数が4本であっても、一つのアシル基
が隣のTLR4に提示され、二量体化が起こる
ことが明らかとなった。なおアンタゴニス
トの場合は、リピドA部が180°回転した形で
MD-2に結合しており、二量体化は起きない。
このようにリピドAのMD-2への結合様式の
違いにより、受容体活性化あるいはアンタゴ
ニスト作用が発現することが明らかとなった。

３. リピドAの構造活性相関研究とアジュバン
トとしての応用

上述のようにリピドAのアシル基の数や構
造は、活性に大きな影響を及ぼす。またリン
酸基の数も活性に大きな影響を与える。我々
は様々な類縁体を合成し、免疫増強作用やア
ンタゴニスト作用の強度を制御できることを
明らかにしてきた［16］。例えば１位リン酸
を欠くモノホスホリルリピドA （MPL）（5）
はリピドAに比較すると活性が大きく低下し、
温和な免疫増強作用を示す［17］。MPL 4は、
TLR4/MD-2の二量体化能が大腸菌LPSに比
べると大きく低下するが、MyD88-依存的に
TNFαを誘導し、TRIF-依存的にインター
フェロンを誘導有する［18］。一方4’リン酸
を欠くMPL 5は、MPL 4と同様に温和な免
疫増強作用を示す。MPL 4のIL-18誘導能が
大腸菌LPSよりも低下するのに対して、MPL 
5のIL-18誘導能は大腸菌LPSと同様レベルに
保たれており［19］、異なったアジュバント
能が期待される。

一方で、近年、グラクソ・スミスクライン
に よ り、Salmonella Minnesota  LPSか ら 誘
導したモノリン酸構造を有する3D-MPL（6）
が、炎症惹起作用を抑えつつ、抗ウイルス作
用示す化合物として開発され、6とアルミニ
ウム塩の混合剤であるAS04が、子宮頸がん

予防ワクチンであるヒトパピローマウイルス
（HPV）ワクチンCervarixならびにHBV ワ
クチン（Fendrix）のアジュバントとして実
用化されている［20］。

環境や発酵食品由来のLPSも免疫調節に関
わっており、アジュバントとしての利用も期
待される。Pantoea agglomeransは土壌およ
び植物（小麦、イネ、サツマイモ、リンゴや
ナシなど）に広く存在するグラム陰性菌で、
リピドAの構造は、E. coli  タイプ（1）とS. 
minnesotaタイプ（7）の両方があり［21］、
そのLPSは経口投与で免疫増強作用を示すこ
とからサプリメントとして開発された［22］。
酢酸菌は、酢酸発酵に用いられるグラム陰性
菌で、リン酸基を含まない特徴的なリピドA 
（8）の構造が明らかにされた（図3）［23］。
酢酸菌LPSは温和な免疫増強作用を有してお
り、新規アジュバントとして可能性がある。
また黒酢中にはLPSを含む種々の免疫増強物
質が含まれており、その摂取により免疫を調
節しているものと思われる。

環境中の細菌への曝露が、アレルギー疾患
発症のリスクを減らすという「衛生仮説」が
提唱されており、疫学的な証拠が集まりつ
つ あ る。Acinetobacter lwoffii  F78は［24］、
アレルギー抑制能を有する細菌を、飼葉から
探索する中で見出されたもので、そのLPSは、
IL-12, IFN-γなどのTh1細胞由来のサイトカ
インを選択的に誘導し、抗アレルギー作用を
誘導することが示され、A. lwoffii  F78 LPS
ならびにそのリピドA（9）もアジュバント
候補化合物である［25］。

寄生菌や病原菌の中には自然免疫システム
をすり抜けるものがある。ペスト菌（Yersinia 
pestis）はタンパク毒素である外毒素を産生
し、この毒素が末梢血管を破壊し、浮腫や壊
死を形成する。ペスト菌は、哺乳類の体温で
ある37℃ではアンタゴニストであるリピド 
IVa含有LPSを発現し、初期免疫応答から逃
れることにより強い病原性を発現する（図3）
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［26,27］。
胃 に 生 息 し 胃 潰 瘍 の 起 因 菌 と な る

Helicobacter pyloriや歯周病の要因の一つし
て 知 ら れ るPorphyromonas gingivalis等 の
寄生性細菌のLPSは、免疫活性化作用は弱い
が、慢性炎症やアテローム性動脈硬化との関
連が報告されている。我々は、寄生菌リピド
Aの機能解明を目的として、寄生菌リピドA 
（10-15）を合成し［19,28］、ヒト末梢全血を
用いたサイトカイン誘導活性を指標に、免疫
増強作用を調べた（図5）。その結果、3 ～ 4
本の脂肪酸とリン酸基を有する寄生菌リピド
A （10a, 11a, 12-15）は、アンタゴニスト作
用を示した。一方で、エタノールアミンリン
酸基を有するピロリ菌リピドA（10b, 11b）、
および5本の脂肪酸を有するジンジバリス菌
リピドA（15）は、大腸菌LPSに比べると大
変弱いもののIL-6, TNF-αなどの炎症性サイ
トカインを誘導した。天然のピロリ菌LPSは、
リピドAの6’位に酸性糖Kdoが付加された部
分構造を有しているので、10a,bのKdo付加
体を合成したところ、それらはアンタゴニス

ト作用を示した。これらの結果から、寄生菌
は、宿主の自然免疫から逃れるように進化し
ており、感染に有利であるようにTLR4アン
タゴニストであるLPSを産生すると考えられ
る。

一方で、これらの寄生菌リピドAは慢性炎
症に関与するIL-12, IL-18を誘導し、TLR4
のアンタゴニストであってもIL-12, IL-18を
選択的に誘導することを見出した［19,28］。
リポ多糖の細胞内受容体として報告された
Caspase 4 ならびにCaspase -5の選択的活性
化の後、Caspase -1が活性化されIL-18が誘
導されたと考えている。IL-12とIL-18のコン
ビネーションはIFN-γを誘導し、抗腫瘍作
用、抗アレルギー作用につながるので、寄生
菌リピドAは、特徴的なアジュバント候補化
合物として期待される。

近年、清野、國澤らは、Alcaligenes属が、
腸管における免疫組織であるパイエル板の
樹状細胞内に共生することを見出した［29］。
Alcaligenes由来のLPSは宿主に対して、粘膜
面獲得免疫の代表格であるIgA産生応答を誘

図4 アジュバントならびにアジュバント候補リピドAの構造
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導するが、ほとんど炎症を惹起しない［30］。
共生菌由来の化合物は、安全性の高いアジュ
バントとして期待され、現在LPSの構造解析
とリピドAの合成、ならびにそれらの生物機
能評価を進めている。

リピドAの活性発現・制御には、親水性部
と疎水性部のボリュームの微妙なバランス、
疎水部と酸性官能基の空間配置が重要で、構
造修飾により受容体活性化の制御、細胞内シ

グナルの選択の制御が可能である。このこと
は様々なリピドA誘導体を用いることにより
細胞性免疫や液性免疫あるいは粘膜免疫の応
答の制御が可能であることを示している。今
後、リピドAの構造活性相関研究がさらに進
むことで、特に以下に述べるセルフアジュバ
ンティング戦略において、リピドAは極めて
有効なアジュバントとなることが期待される。

図5 寄生菌リピドAの構造

４. 自己アジュバント化（セルフアジュバン
ティング）ワクチン

ワクチンの多くは、生ワクチン、死菌ワク
チン（細菌）、不活化ワクチンなどのように
病原体やその毒素を弱毒もしくは不活化した
生物学的製剤であり、これらには抗原ととも
に抗体産生を増強させるアジュバントが含ま
れている。獲得免疫の活性化には自然免疫の
活性化が必要とされ、抗原に自然免疫活性化
リガンドを共存させ、共刺激を行うことで、
抗体産生等の獲得免疫系の活性化が著しく促
進される［31］。

安全性の向上ならびに品質管理の観点から、
精製抗原ワクチンやコンポーネントワクチン
が開発されてきており、それらの添加剤とし
て安全なアジュバントが開発されてきた（表
1）［32,33］ 。現在、様々な自然免疫リガンド
を基にしたアジュバント開発が進められてい
るが、自然免疫活性化剤として認可されてい

るものは、アルミニウム塩と上述の3D-MPL、
QS-21，CpG1018のみである。多くの自然免
疫リガンドは有用なアジュバント作用に加え
強い炎症惹起作用に代表される副作用を有す
るものが多いため、アジュバント作用を維持
しつつ副作用を抑える試みが必要となる。

一方、髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）
等へのワクチンのプラットフォームとし
て、グラム陰性菌から放出される外膜微粒子
（outer membrane vesicle, OMV） が 注 目
をされている。Native OMVにはLPSが含ま
れているので、デオキシコール酸ナトリウム
で抽出してLPS含量を減らす［34］、あるい
はNeisseria meningitidis  LPSのアシル基転
移酵素を修飾して、リピドA上のアシル基を
減らすことで低毒化したOMVが用いられる
［35］。B型髄膜炎菌ワクチンであるBexsero
は、タンパク質抗原とOMVを含んでおり、
OMVがアジュバントとして働いている［36］。
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近年、ワクチン開発の新たな戦略としてセ
ルフアジュバンティング（自己アジュバント
化）戦略（図6）が注目されている。自己ア
ジュバント化ワクチンは、共有結合により連
結した抗原-アジュバント複合体である。自
己アジュバント化ワクチンは、自然免疫リガ
ンドを介して積極的に抗原提示細胞に取り込
まれ、アジュバントが免疫系を活性化するこ
とで、効率的な抗体産生を誘導する。この方
法の特徴は、共有結合により連結した抗原と
アジュバントが同一の抗原提示細胞に取り込
まれるため、抗原に対する免疫反応を特異的
に誘起できる点である。また本手法では、化
学的に均一な抗原-アジュバント複合体を供
給可能であるので、高品質製品の生産を可能
とし、品質管理を容易にするものであり、ワ
クチンの実用化における大きな長所である。

TrumenbaはNeisseria meningitidis  sero 
group Bに対するリコンビナントワクチンと
して実用化されており、そのN末端にトリア
シル化システイン構造を持つ自己アジュバン
ト化ワクチンである［37］。トリアシル化シ
ステイン構造を持つ細菌由来のリポタンパク
質は、TLR2/TLR1を介して自然免疫を活性

図6 セルフアジュバンティング戦略

種類 組成 適用 原理

Alum
（1924）

AlPO4 or Al（OH）3 ジフテリア
破傷風
百日咳など

抗原の不溶化、自然免疫活性化
（NALP3）
（ダメージ関連分子パターン）

AS04
（GSK：2005）

MPL, Al（OH）3 B型肝炎
子宮頸がん

自然免疫活性化
（TLR4, NALP3）
（ダメージ関連分子パターン）

MF59
（Novartis：1997）

Squalene，Tween 80，
Span 86

（脂質、界面活性剤）

インフルエンザ 抗原の取込み促進
（オイルエマルジョン）

AS03 
（GSK：2009）

Squalene，Tween 80，
α-tocopherol

（脂質，界面活性剤）

インフルエンザ 抗原の取込み促進
（オイルエマルジョン）

Virosomes
（Berna Biotech：2000）

Lipids
hemagglutinin

インフルエンザ
A型肝炎

抗原の取込み促進
（ウィルス用粒子）

AS01B
（GSK：2017）

MPL, QS-21（saponin 
from soap bark tree）
liposomal formulation

帯状疱疹 自然免疫活性化
（TLR4, NALP3）

CpG 1018
（Dynavax
Technologies：2017）

CpG motif（DNA） B型肝炎 自然免疫活性化
（TLR9）

表1 認可されているアジュバント
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化する。
化学合成自己アジュバント化ワクチンにお

いても、合成の容易さからアジュバントとし
てTLR2リガンド［38-40］が汎用されている。
TLR4リガンドを用いた例として、Guoらは
髄膜炎菌由来リピドAの1位リン酸基を除い
たMPLと、髄膜炎菌抗原であるα‑2,9-オリゴ
シアル酸の複合体［41］、腫瘍関連糖鎖抗原
であるGM3糖鎖［42］やSTn［43］との複合
体を合成した。いずれの場合においても強力
な抗体産生増強作用を確認している。その他
にも、CD1dリガンド［44-46］を利用した自
己アジュバント化ワクチンが開発されている。

　
５. STn抗原を利用した自己アジュバント化が
んワクチン候補の合成

細胞表面に存在する糖鎖は、がんをはじ
めとする様々な疾病において、特異的なパ
ターンを発現する。そのため、がん関連糖鎖
抗原（TACA）を中心に、糖鎖は多くの疾
病、感染症のワクチン開発におけるターゲッ
トとして注目を集めている。一方で、変質し
た自己であるがん抗原の低い抗原性ががんワ
クチン開発の問題点であった。従来は、低分
子抗原に対する免疫応答を促進するために
は、Keyhole limpet hemocyanin（KLH）や
Bovine Serum albumin（BSA）などのキャ
リアタンパク質に抗原を連結させる手法が汎
用されてきた。この方法では、キャリアタン
パク質に対する免疫応答が惹起される場合が
あり、その結果として抗原に対する免疫応答
に影響を与えることがある。そこで近年、糖
鎖ワクチンの開発において自己アジュバント
化戦略が精力的に検討されている［38-46］。

Sialyl-Tn（STn）抗原はムチンタンパク質
由来のTACAであり、乳がん、肺がん、大
腸がん、胃がん、卵巣がんなどに高発現して
いるが、正常細胞にはほとんど発現していな
い。 そ こ でSTn-KLH複 合 体（Theratope）
が転移性乳がんのワクチンとして開発された

が、第III相臨床試験において十分な効果が
認められなかった。Theratope投与患者には、
STnを認識する抗体や、KLHを認識する抗体
は多量に誘導されたが、ムチンを認識する抗
体はわずかであった。

我々は、TLR2リガンドであるリポペプチ
ドをアジュバントとして利用したSTnがんワ
クチンの開発に取り組んだ ［47］。STn構造
が3残基連続して配列したTriSTnは膵がんや
卵巣がんに高発現しているので、TriSTnに、
リポペプチドアジュバント（Pam3CSK4）
とTセルエピトープ（IgGへのクラススイッ
チを促進）を複合化したがんワクチン候補23
を合成した（図7）。シアル酸の5位アセチル
基をプロピオニル基に変換することでSTnの
抗原性が向上することが見出されていたので 
［48］、プロピオニル修飾体24も合成した。

アジドシアル酸チオグリコシド16と糖アミ
ノ酸誘導体17のグリコシル化について、我々
の開発した一塩化ヨウ素とIn（OTf）3の組み
合わせを活性化剤に用い、プロピオニトリル
中－78℃で反応を行うことにより、高い選択
性で目的のαシアロシド18を得た。これを、
アジド含有TriSTn 18, 19に導き、これらに
銅触媒存在下でのクリックケミストリーによ
り、アルキニル化Tセルエピトープ（21）を
カップリングさせ、さらにチオエステル形成
反応を利用したPam3CSK4（22）との複合化
を行って、23, 24に導いた。

得られた23, 24をマウスに接種したとこ
ろ、天然型のTriSTnを認識するIgG抗体な
らびにIgM抗体が顕著に誘導された。また誘
導された抗体はSTnモノマーも認識したが、
TriSTnをより強力に認識し、非天然型のN-
プロピオニルTriSTnを有する24の免疫で得
られたIgGの方がTriSTnに対する選択性が顕
著に高かった。また23, 24から得られたIgG
抗体（抗血清）は、STnを高発現したがん細
胞を強く認識した 。以上のように、triSTn
ワクチン23, 24は、クラスター化STnを発現
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するがん細胞を効率的に認識する抗triSTn 
IgG抗体を誘導し、Theratopeの弱点を回避
することに成功した。 

以上のように、ワクチン開発における自己
アジュバント化戦略の有効性が示されつつあ
る。実用化に向けて、有効性、安全性の確認
とともに、複合化ワクチンの効率的な合成法
の開発に向けた検討を行っている。
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糖鎖科学の臨床応用
Clinical Investigation of Glyco-Science

大阪大学大学院医学系研究科機能診断科学講座　分子生化学研究室　　三善　英知
　Eiji MIYOSHI

はじめに
野口研究所時報をお読みの皆さま、初めま

して大阪大学の三善と申します。このたび貴
研究所から「最近の糖鎖と医療応用に関する
総説」というご依頼があり、伝統ある本時報
に研究紹介をさせていただけることを大変光
栄に存じます。現在の三善研究室は教授以
外に准教授1名と学生が28名在室しています。
博士前期課程の学生が中心に、糖鎖解析技術
を使った疾患バイオマーカーの開発とその機
能解析という全体テーマで、研究を行ってい
ます。研究以外には年間150-180コマの講義
/実習があり、学生教育にも非常に力を入れ
ています。本総説の原稿締め切りと期末試験
などが重なった関係で、本当は糖鎖科学の臨
床応用について俯瞰的に書くつもりでしたが、
最近書きました3つの和文総説をまとめる形
で紹介させていただきます。ご承知のように、
糖鎖解析技術の急速な進歩によって、糖鎖科
学は様々な臨床医学分野との融合研究が進展
しています。

1．コアフコースの多彩な生物学的機能
コアフコースとは、N型糖鎖の還元末端の

GlcNAcにα1-6結合でフコースが付いた糖鎖
である。この糖鎖構造は、α1-6フコース転
移酵素（Fut8）の作用によって生合成される
（図1A）。ほとんどのIgGの糖鎖にはコアフ
コースが結合するが、肝臓で産生される多く
の糖タンパク質にはこの糖鎖構造がない。肝

臓がんの腫瘍マーカーとして知られるAFP
（αフェトプロテイン）は、肝硬変では上昇
することが多い。これに対してAFPの糖鎖
にコアフコースが結合したAFP-L3は極めて
特異性の高い肝がんのバイオマーカーである
（図1B）。なぜAFP-L3が肝がんのみで産生
されるのかという臨床的な疑問に答えるため、
私たちはFut8のタンパク精製と遺伝子ク
ローニングを行った。ところが実際に肝がん
組織でFut8の遺伝子発現を検討すると、肝
がんよりもむしろ周囲の肝硬変組織で高発現
していた。細胞株の実験でもコアフコースの
量を増加させるためには、Fut8の遺伝子発
現よりもそのドナー基質であるGDP-フコー
ス量やGDP-フコーストランスポーターの発
現量を増加させた方が顕著であった。これら
の実験結果からは、Fut8の遺伝子クローニ
ングまでに5年以上の歳月をかけた私たちの
努力に対して、コアフコースに対するFut8
の役割は大きくないのではという印象を受け
た。ところが、Fut8 KOマウスの劇的な表
現型は、その不安を一掃した。生後3日以内
にほとんどのマウスが死亡し、生存したマウ
スも肺気腫様の病理組織をもつ著明な成長障
害をきたした（図1C）。フコース転移酵素は
9種類存在する中で、マウスの致死という表
現をもったフコース転移酵素のノックアウト
マウスはFut8 KOマウス以外にはいない。こ
れに対して、フコース転移酵素の基質GDP-
フコースを作るFX という酵素のノックアウ
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トマウスは、糖鎖不全症によく似た表現型を
示す。80%以上のFut8 KOマウスは生後すぐ
に死亡し、生き残ったマウスも著しい成長障
害をきたした。そして病理学的な解析から肺
胞の成長障害を伴う肺気腫様の病変を認めた。
Fut8 KOマウスとともに、コアフコースの生
物学的機能が続々と発見された。

Fut8 KOマウスに認められた肺気腫様の病
変の原因は、TGFβ受容体のシグナル異常
に起因する。細胞膜表面に存在する多くの膜
受容体や接着分子には、コアフコースが存在
する。コアフコースの欠損によって、EGF
受容体やインテグリンの機能低下が認められ
ることがわかった。コアフコースの欠損に
よって、リガンドとの結合が低下することが
機能低下のメカニズムと考えたが、EGF受
容体やインテグリンには非常に多くのN型糖
鎖が結合し、どのような理由で（どこの糖鎖
が重要で）リガンドとの結合が低下するのか
は未解明であった。N型糖鎖の部位特異的糖
鎖mutantを作成しても、単にタンパク質の
立体構造やfoldingを変化されるだけで、コ
アフコースの本質的な生物機能の解明にはつ
ながらない。Fut8 KOマウスの樹立ととも
に、私たちは一度試してみたいことがあっ
た。CEAやCA19-9など多くのがんバイオマー
カーは、本来血中に分泌されることがない物
質ががん化に伴って細胞極性が失われること
によって血中に放出される。正常の肝細胞で
は、Apicalが胆管側でBasolateralが血液側に
当たる。肝臓由来の血清タンパクがほとんど
フコシル化されていないにもかかわらず、ヒ
ト胆汁中には多くのフコシル化タンパクが存
在する。糖鎖研究を始めた当初から、肝細胞
を含む極性の保たれた上皮細胞には糖鎖を介
した選別輸送があるのではないかと考えた
（図1D）。肝細胞に発現するフコース転移酵
素としてはFut6とFut8が存在するが、マウ
スではFut6がpseudo-geneとなる。このため
正常肝細胞ではFut8が主要なフコース転移

酵素となる。マウスの胆汁を調べてみると、
wild-typeマウスの胆汁に存在するα1酸性タ
ンパクやα1アンチトリプシンがFut8 KOマ
ウスの胆汁では存在しない。これに対して、
肝細胞で作られる糖タンパクでないアルブミ
ンは両者のマウスに同量存在する。肝細胞
の中に、フコースを認識するレクチン様のタ
ンパクが存在し、肝細胞のフコシル化タンパ
クの選別輸送を制御するのではないかと考え、
その探索に数年間の労力を投入したが残念な
がら同定には至っていない。比較的極性が保
たれた肝がん細胞HepG2と肝がんモデル動物
を用いた研究から、肝臓の選別輸送にはタン
パク質側にも選別輸送があること、肝細胞の
極性破綻がAFP-L3の産生機序に関わること
がわかった。正常の肝臓ではフコシル化関連
遺伝子の発現が低く、炎症やがん化に伴いそ
の発現が上昇する。さらにがん化に伴う細胞
極性の消失により、多くのフコシル化タンパ
クが血中に分泌され、様々なバイオマーカー
となる。

炎症性腸疾患は、何らかの免疫学的な異常
により腸に慢性炎症を繰り返す難治性疾患で
ある。最近私たちは炎症性腸疾患患者の炎症
部においてのみT細胞上のコアフコースが発
現上昇していることがわかった。非炎症部の
T細胞では、コアフコースの発現が低い。こ
の現象が結果か原因なのかを検証するために
Fut8ノックアウトマウスに腸炎誘導実験を
行った。上述の成長障害に加えて肝切除後の
肝再生も遅延するにもかかわらず、Fut8ノッ
クアウトマウスでは腸炎発症が抑制された。
詳細は原著論文をお読みいただきたいが、腸
炎発症抑制のメカニズムとして、T細胞受容
体のコアフコースが結合しないとラフトに移
行できないことがわかった。つまりT細胞が
活性化されにくいため、T細胞から炎症性サ
イトカインが分泌されず、腸炎が発症しにく
い。糖鎖は本質的に細胞や個体の生存に重要
なことが多く、ブロードな糖鎖合成阻害薬は
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副作用や過剰反応のため治療薬としては、使
用しにくい。ただ炎症性腸疾患の場合は、内
視鏡を用いた局所療法が期待できる。コアフ
コースの多彩な生物機能は、どこから生まれ
てくるのであろうか。Fut8は糖転移酵素と
しては比較的発現量の多い酵素だが、肝臓で
作られる糖タンパクにはほとんどコアフコー
スが結合せず、血中IgGの90%以上にコアフ

コースが結合する。これまでの研究から推定
されることは、N型糖鎖の根元にフコースが
結合することで、糖鎖のゆらぎが安定し、フ
コースの疎水性によって細胞膜と糖タンパク
質の親和性を調節するのかもしれない。この
仮説は、化学や構造学の専門家によって、正
解を得られたら嬉しく思う。

2．NASHの糖鎖バイオマーカー
フコシル化バイオマーカーの対象疾患と

して、まず患者数の多い脂肪肝に対象を定
めた。肥満人口の増加に伴い、我が国を
含めた世界中でも非アルコール性脂肪性
肝 疾 患（nonalcoholic fatty liver disease: 
NAFLD）患者数は増加している。NAFLD
患者は我が国で約1000-2000万人存在すると
推定され、非進行性の非アルコール性脂肪肝
（nonalcoholic fatty liver: NAFL） と 進 行

性の非アルコール性脂肪肝炎（nonalcoholic 
steatohepatitis: NASH）に大別される（図
2A）。NASHは現時点では肝生検による病理
組織診断によってのみ診断可能な疾患であり、
食事/運動療法による体重コントロール以外
に、未だ確立された治療法がない。一般的に
病理組織診断において脂肪滴を伴う肝細胞が
30%以上認められる場合、画像診断でも脂肪
肝が強く疑われる。脂肪滴を伴う肝細胞が
5%以上認められるものを脂肪変性と定義し

図1 コアフコースとその周辺
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ている。脂肪性肝疾患の病因は様々で、過剰
飲酒、肥満、内分泌疾患、極度の低栄養、薬
物などが挙げられるが、一般臨床で遭遇する
主な脂肪性肝疾患はアルコール性と非アル
コール性に大別される。NAFLDは肝障害を
惹起する程度の飲酒歴がなく、ウイルス肝炎
や自己免疫性肝炎等原因の明らかなものを除
外した肝への脂肪沈着を認める疾患の総称
である。NASHはNAFLDの重症型で、アル
コール性肝炎に類似した炎症、風船様肝細胞
腫大（ballooning hepatocyte）、線維化を認め，
肝硬変から肝細胞癌へ進展し得る。肝生検は
その侵襲性以外にも様々な問題点を抱えてい
る。そのため非侵襲的にNASHを診断する試
みが血液検査データ、画像検査を用いて検討
されている。NASHの病態進展には肝細胞の
アポトーシスが促進的に作用しており、アポ
トーシスマーカーであるサイトケラチン18断
片は単一マーカーとしては有用性が高く、近
年最も注目されているバイオマーカーである。
大規模試験でもその有用性が確認されている
が、必ずしも感度/特異度は満足がいくもの
ではない。一般的に、NAFLD/NASHは健
診を契機にして肝機能異常、脂肪肝を指摘さ
れることが多い。注意すべき点は『肝臓から
の逸脱酵素である血中トランスアミナーゼ
値（AST/ALT値）はNAFLDの重症度判定
に有用でない』という点である。NASH症例
の中には、肝機能検査値（AST、ALT、γ
GTP）が基準値内の症例もある。特に線維化
の進展した症例では見かけ上肝機能検査値が
基準値内となっている症例も多い。

NASHに お い て は 肝 臓 に 風 船 様 肝 細 胞
（Ballooning hepatocyte）という特徴的な
肝細胞が出現する。NASHの病理診断におい
て、風船様肝細胞の存在と線維化が重要な
要素である。風船様肝細胞では細胞骨格が
破壊されているため細胞極性が失われてい
ることが古くから知られている。そこで第1
項（図1D）で説明した細胞極性とフコシル

化選別輸送の理論に従い、NASHにおいて肝
臓での風船様肝細胞増加により本来胆管側
へと分泌されるフコシル化タンパクが血中
へと分泌され、血中フコシル化タンパクが
NASHで上昇するのではないかと仮説を立て
た。そしてフコシル化関連タンパクがヒト
NASH血液バイオマーカーとなることを見い
だした（フコシル化ハプトグロビン、Mac-2 
binding protein）。フコシル化ハプトグロビ
ン（Fuc-Hpt）は私たちの研究室が開発した
レクチン抗体ELISAにより測定した。この
キットはハプトグロビンに対するIgG抗体の
Fab部分を固相化し、フコース全般を認識す
るレクチンAAL（Aleuria aurantia Lectin）
とのサンドイッチアッセイにより検出する
ユニークなELISAである（図2B）。我々の仮
説どおりFuc-HptはNASH患者で上昇してお
り、なかでも肝組織の風船様肝細胞出現頻
度増加に伴い有意な上昇を示し、風船様肝
細胞の血液バイオマーカーとなりうること
がわかった。一方、Mac-2 binding protein
（Mac-2bp）はNASH患者で上昇していた
が、なかでも肝線維化進展の程度との関連が
強く、NASHの肝線維化マーカーとなること
がわかった。この2つの糖鎖バイオマーカー
はそれぞれNASHの風船様肝細胞、肝線維化
というNASHの肝組織診断に重要な因子を予
測可能であることから我々はこの2つの糖鎖
バイオマーカーの組み合わせにより非侵襲
的にNASH診断が可能となるのではないか
と考えた。そこで、肝組織診断をした506名、
健診受診803名のNAFLD患者の解析を行い、
Fuc-HptとMac-2bpの組み合わせが極めて有
用な非侵襲的NASH診断法となることを発見
した。この方法は、海外で提唱されているい
くつかのスコアリングシステム（FIB4 index、
BARD score、NAFLD fibrosis score）より
もNASH鑑別能に優れた方法であることがわ
かった（図2C）。NASHを正しく評価できる
バイオマーカーができれば、肝生検は不要と
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なり、疾患概念そのものが変わる可能性があ
る。本論文の公表とともに、いくつかの製薬

会社、臨床検査関連企業から共同研究の申し
込みがあった。

図2 NASH糖鎖バイオマーカー

3．膵臓がん糖鎖バイオマーカーとしてのフ
コシル化ハプトグロビン

フコシル化は上述のように、がんや炎症
と最も関係が深い糖鎖修飾の1つである。フ
コ シ ル 化 に は、α1-2/α1-3/α1-4/α1-6結
合様式が存在し、それぞれの糖鎖に生物
学的機能のあることが知られている。ま
た、フコシル化糖鎖を認識するレクチンと
してAAL（Aleuria aurantia Lectin）、AOL
（Aspergillus oryzae Lectin）、LCA（Lens 
culinaris  Agglutinin）、PhoSL（Pholiota 
squarrosa Lectin）、UEA1（Ulex europaeus  
Agglutinin-1）などが知られている。紙面の
都合で、それぞれのレクチンがどのようなフ
コシル化を認識するのかについては、成書を
参考にしていただきたい。私たちの研究室で
は、膵臓がんの患者血清中にAALと強く結

合する分子量40Kのタンパク質を見つけ、N
末端シークエンスの結果ハプトグロビンのβ
鎖であることがわかった（図3A）。質量分析
を使った糖鎖解析により、このフコシル化の
多様性は複数の結合様式であると考えられた
ため、フコシル化を広く認識するAALとハ
プトグロビンのポリクローナル抗体を使って、
血中のフコシル化ハプトグロビンを定量でき
る測定系を開発した（図2B）。このレクチン
-抗体ELISAを使って多数の膵臓がん患者と
健常者の血中フコシル化ハプトグロビンを測
定したところ、膵臓がん患者で有意に上昇し
ROC解析の結果AUC値は0.9以上で従来の膵
臓がんのマーカーとして知られるCA19-9に
匹敵する腫瘍マーカーであることがわかった
（図3B）。しかし、その後の検討で血中フコ
シル化ハプトグロビンは、大腸がん、肺がん、
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肝臓がんなど多くのがん患者で上昇するだけ
でなく、上述のように非アルコール性脂肪肝
炎のバイオマーカーとなることもわかってき
た。元来ハプトグロビンは99%以上が肝臓で
産生される急性期タンパクの1つである。溶
血した赤血球から遊離されたヘムと結合し脾
臓で処理することが主な生物的機能であるが、
正常の肝臓ではフコシル化制御因子の発現が
極めて低く、血中ハプトグロビンのほとんど
がフコシル化されていないことが知られてい
る。がんに伴って増加するフコシル化ハプト
グロビンがいったいどの細胞で産生されるの
か、まだ解明されていない。私たちは、より
膵臓がんに特異性を高いフコシル化ハプトグ
ロビンの測定系を開発するために、様々な検
討を行ってきた。

AAL、PhoSLのどちらのレクチンを使っ
たレクチン-抗体ELISA系でも、膵臓がんの
一部の患者でフコシル化ハプトグロビン値が
感度以下で測定できないことがわかってい
た。ハプトグロビンには、そのα鎖の遺伝子
型からHpt1-1, Hpt2-1, Hpt2-2の表現型に分
類され、各タイプで臨床検査としての正常値
も異なることが知られている。その理由とし
ては、Hpt1-1, Hpt2-1, Hpt2-2の立体構造が
大きく異なり、ELISAで測定した場合の抗
体の反応性が異なるためと考えられる。そ
こでフコシル化ハプトグロビン値をハプトグ
ロビンの表現形ごとに分けて、膵臓がん患者
と健常者で比較検討した。図3Cに示すよう
に、Hpt2-1と Hpt2-2では、これまでの結果
と同様に血中フコシル化ハプトグロビン値は、
膵臓がん患者で有意に上昇していた。しかし、
Hpt1-1においては、膵臓がん患者と健常者共
に感度以下で、測定できなかった。Hpt1-1の
β鎖にフコシル化した糖鎖が実際に存在しな
いのか、それともHpt1-1の立体構造の問題で
レクチンが結合しにくいのかは、今後の検討
課題と言える。膵臓がんとしての糖鎖バイオ
マーカーの観点から見ると、Hpt1-1を除くこ

とによってAUC値が改善される点も興味深
い。この現象は膵臓がんの腫瘍マーカーであ
るCA19-9が、ルイス酵素遺伝子（Fut3）欠
損者で測定できない現象に似ている。レクチ
ンは天然物由来のため、ワインのように毎年
その品質を一定に保つことは困難である。ま
た上述のように、ハプトグロビンに結合する
何らかの糖タンパク質が血中に存在した場合、
その糖鎖構造をレクチンが認識してしまう可
能性がある。この2つの問題を解決し、より
精度の高いフコシル化ハプトグロビンの測定
系を確立するため、フコシル化ハプトグロビ
ンそのものを認識する次世代型糖鎖抗体の
作成を試みた。大腸がん細胞HCT116は、フ
コース転移酵素に必要なドナー基質GDP-フ
コースを合成する酵素GMDSを欠損している。
従って、この細胞にハプトグロビンを過剰発
現させると、非フコシル化ハプトグロビンを
得ることができる。この細胞の培養上清にL-
フコースを添加すると、サルベージ経路が働
きフコシル化ハプトグロビンを作る。そこで、
マウスをフコシル化ハプトグロビンで免疫し、
フコシル化ハプトグロビンと膵臓がん患者由
来のハプトグロビンに反応し、非フコシル化
ハプトグロビンと健常人由来のハプトグロビ
ンに反応しない抗体10-7G mAbの作成に成
功した。10-7G mAbを使ったELISAで患者
血清を測定すると、健常者、慢性膵炎患者に
比較して、大腸がん、膵臓がん患者で有意に
血中10-7G値は増加していた。臨床病期から
見ると、大腸がんの場合Stage IIIまでは血中
10-7G値は増加せず、Stage IVで増加してい
た。検討した症例では、特に肝転移があるも
のは全て高値を示した。次に10-7G mAbを
用いて免疫染色を行うと、正常の肝臓では染
色されないが、膵臓がんが肝臓に転移した周
囲の肝臓で陽性像を示した（図3D）。従って
10-7G mAbが認識するフコシル化ハプトグ
ロビンは、肝転移の周囲肝臓組織で産生され
ていることが示唆された。同一のコホートを
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用いてAALのレクチン-抗体ELISAで測定し
たフコシル化ハプトグロビンと10-7G mAb 
ELISAで測定したフコシル化ハプトグロビ
ン（10-7G値）を比較すると、前者の方が
ややAUC値が高かった。しかし特異度では

10-7G値が上回り、バイオマーカーとしての
評価はどちらが上とは言いにくい。一般的に
測定系の精度を上げた場合、感度が下がるこ
とは珍しくないようである。

図3 膵臓がんのバイオマーカーとしてのフコシル化ハプトグロビン

おわりに
本総説は、原稿締め切りまでの時間と紙面

の関係で全体を通してまとまりに欠けた感が
ありますが、もしご興味のある方がいらっ
しゃれば、原著論文もしくは参考文献をお読
みください。最後に本研究内容に関して、大
阪大学大学院医学系研究科保健学専攻の多く
の大学院生、鎌田佳宏准教授、高松真二研究
員、大阪国際がんセンター研究所の谷口直之
先生に深謝いたします。
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癌疾患におけるガレクチン-4の役割と制御
Regulation and physiological functions of galectin-4 in cancer disease

糖鎖生物研究室　　井手尾　浩子
Hiroko IDEO

はじめに
生体内で糖鎖は発生、分化、感染、免疫、

細胞の接着、増殖、アポトーシス等、様々な
場面で重要な役割を果たす。それゆえ、糖鎖
を認識するレクチンの機能も様々な生命現象
に及び、哺乳動物には多くのレクチン様蛋白
質が存在する。ガレクチンファミリー蛋白質
は、ガラクトースに親和性をもち、配列上保
存された糖鎖結合ドメインを有し、多くの生
物種に存在する。哺乳類においては現在14種
類が知られ、それぞれ糖結合特異性、発現組
織が異なり、多様な生物学的機能を有している。

ガレクチン-4は、消化器官に特異的に発現
し2つの糖結合ドメインを有するが、その詳
細な糖結合特異性は筆者らによってはじめて
明らかにされた［1］。ガレクチン-1, -3等に
比べてlactosamineに対する結合は弱く、Gal
β1-3GalNAcを有するO型糖鎖や糖脂質に結
合が強く、特に末端に硫酸が付加すると大幅
に結合力は増加する。細胞膜上のCEAや硫
酸化糖脂質、コレステロール硫酸等にガレク
チン- ４は結合し［2, 3］、各種シグナル伝達
分子群のプラットフォームであるラフト画分
に存在している［4］。その他、ガレクチン-4
に関する様々な機能、疾患との関わりに関し
て総説［5］に詳しい。本稿では筆者らが報
告したガレクチン-4の分泌機構［6］と乳癌
診断への応用［7］を中心に、近年報告され
たと癌の転移とガレクチン-4の関連について
紹介する。

1. ガレクチン-4の細胞外分泌機構
ガレクチンの結合する糖鎖は細胞外に存在

するのにも関わらず、ガレクチン自体は分泌
蛋白質が持つようなシグナル配列をもたず、
その分泌メカニズムは殆ど解明されてこな
かった。ガレクチン-4が主に存在する消化管
上皮細胞は、生体外からの様々な刺激や病原
性細菌やウィルスなどの攻撃にさらされ、そ
れによりシグナル伝達系が活性化されている。
ガレクチン-4が細胞外に分泌される機構にシ
グナル伝達系の活性化が関与しているのでは
ないかと考えた。そこでガレクチン-4の高発
現細胞であるNUGC-4細胞の細胞内のチロシ
ンリン酸化レベルをチロシンフォスファター
ゼ阻害剤であるPervanadate（PV）を添加
することにより亢進させ、抗ガレクチン-4抗
体で免疫沈降を行った。その結果、ガレクチ
ン-4がチロシンリン酸化されること、このリ
ン酸化がSrcキナーゼファミリー（SKF）阻
害剤によって阻害されることから、SKFがガ
レクチン-4のリン酸化に関わっていることが
見出された（図1）。

ガレクチン-4のリン酸化におけるSKFの関
与が示唆されたことから、常に活性型の状態
を保つSrcキナーゼ（Act-Src）を使って細
胞のチロシンリン酸化レベルの亢進を試みた。
Act-Src のプラスミドの導入で、抗リン酸化
Src（Y416）抗体で検出される活性型Srcが、
Act-Src導入細胞及び、PV処理NUGC4細胞
の細胞画分及び、ガレクチン-4抗体免疫沈降
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物に検出された（図2, ［6］）
ガレクチン-4C末端のYVQIを欠失した変

異体の導入実験によって、ガレクチン-4C末
端ペプチドYVQIがガレクチン-4のチロシン
リン酸化に重要であることがわかり（図3A）、
このC末端リン酸化ペプチドは、Srcキナー
ゼ及びSHP-2のSH2ドメインにより認識され
うることがわかった（図3B）。

図1.	NUGC4細胞におけるガレクチン-4のチロシン
リン酸化。 
PVの濃度及び処理時間依存的にガレクチン
-4のチロシンリン酸化が亢進する。 
ガレクチン-4のチロシンリン酸化は
Herbimycin A（1μM）, PP2（10μM）, 
genistein（50μM）で阻害される。 
チロシンリン酸化は抗pY抗体（4G10）で染色

図2.	ガレクチン-4はAct-Srcと相互作用している。
A.	各プラスミド（Mock:Srcを含まない, Act-Src:

常時活性型Src, KD-Src:キナーゼ部位を不
活化したSrc）導入時の細胞溶解物のチロシ
ンリン酸化レベル（IB:pY）と活性型Src（IB:a-
pSrc（416））

B.	各プラスミド導入時のガレクチン-4抗体免疫
沈降物中のチロシンリン酸化物（pY）及び活
性型Src（IB:a-pSrc（416））

図3.	ガレクチン-4C末端ペプチドYVQIがガレクチン-４のチロシンリン酸化に重要である.
A.	C末端ペプチドYVQIを欠損したガレクチン-4はリン酸化されない。
B.	ガレクチン-4C末端リン酸化ペプチドはSrcのSH2ドメイン、SHP-2のN側SH2ドメインに認識される。
（合成ガレクチン-4C末端リン酸化ペプチドDVTLS（P）YVQIに対する各GST-SH2ドメインの結合を、
HRP標識抗GST抗体を使い検出）

A B
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また、NUGC-4細胞培養上清中にガレクチ
ン-4は通常状態では極めてわずかしか分泌さ
れていないが、添加するPVの濃度、時間依
存的に分泌量が増える（図4A）。C末端ペプ

チドYVQIを欠損したガレクチン-4変異体が
培養上清中に見られないこと（図4B）から、
ガレクチン-4のチロシンリン酸化がその分泌
に重要であることが示唆された。

内在性のガレクチン-4は細胞膜近傍に強く
染色されるが、一過性に導入したFLAGガレ
クチン-4は細胞内に強く染まり（図5A）、PV
処理により細胞膜近傍部位へと染色がシフ
トする（図5B）。しかしC末端欠失変異体
ではそのような変化はみられない（図5C）。
FLAGガレクチン-4は、PV処理或いはAct-

図4.チロシンリン酸化が亢進するとガレクチン-4の細胞外分泌が亢進する。
A.	PV添加による細胞外ガレクチン-4濃度の変化。
B.	ガレクチン-4 C末端欠失変異体はPV処理時細胞外に放出されない。（細胞溶解液及びメディウム
（免疫沈降で濃縮）はFLAG抗体によって染色）

図5.	ガレクチン-4のNUGC4細胞での局在
A.	FLAGガレクチン-4.
B.	PV処理後
C.	PV処理後のFLAGガレクチン-4（変異体）
D.	Act-Srcを導入した細胞のガレクチン-4（G4）

及びリン酸化蛋白質（pY）の染色 図6. ガレクチン-4と相互作用する分子群
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Src導入で、チロシンリン酸化蛋白質と共に
膜近傍部に局在が変化することから（図5D）、
ガレクチン-4の膜への局在に、活性型Srcキ
ナーゼ等によるガレクチン-4のリン酸化が関
与することが示唆された。

Srcキナーゼはがんの進行に伴ってその量
や活性が増大し、転移等がん悪性化形質の
獲得に関わることから、ガレクチン-4がSrc
キナーゼ等の分子と相互作用することによ
り、がん細胞の悪性度に関わる可能性が強い。
また、本稿では詳述しないが、NUGC4細胞
の分泌するMUC1にガレクチン-4は結合し、
PV処理でその細胞外分泌は亢進する。過去
に大腸癌細胞を使用した系でガレクチン-4が

MUC1をはじめとして各種糖蛋白質のアピ
カル側の輸送に関わるという報告がある［8, 
9］。それゆえガレクチン-4の細胞内局在はそ
れらの分子の局在、分泌にも影響を与える可
能性が高い。

2. 乳癌患者血清中のガレクチン-4結合性
MUC1の分析

近年日本人女性の乳癌の罹患率は増えてお
り、30 ～ 65歳の女性の癌の罹患部位におい
て、もっとも頻度が高い。乳癌の診断マーカー
としてCA15-3が使用されているが、その陽
性率は全乳癌患者中15%と低く、主に予後の
追跡に使用されている。CA15-3のターゲッ

図7. YMB-S培養上清中のMUC1に含まれる糖鎖構造［10］
a）推定された酸性糖鎖構造　b）3’-硫酸化ガラクトース含有糖鎖構造

表1. ガレクチン-4の糖結合特異性
a）数値は文献［1］の値から引用　b）相対値はGalβ1-3GalNAcのKd値を各糖鎖のKd値で割ることにより算出。

SO3
--3Galβ1-3GalNAc-O-Bn	 >3.4×10－6	 100.0

（SO3
--3core1-O-Bn）

SO3
--3Galβ1-3（GlcNAcβ1-6）GalNAc-O-Bn	 >1.1×10－4	 3.0

（SO3
--3core2-O-Bn）

Galβ1-3GalNAc（core1）	 >3.4×10－4	 1.0

SO3
--3Gaβ1-4Glc-O-PNP（SO3

--3Lac-O-PNP）	 >7.5×10－5	 4.5

NeuAcα2-6Galβ1-4Glc（NeuAcα2-6Lac）	 >1.0×10－3	 <0.3

NeuAcα2-3Gaβ1-4Glc（NeuAcα2-3Lac）	 >1.0×10－3	 <0.3

SO3
--6Galβ1-4（SO3--6）GlcNAc	 >1.0×10－3	 <0.3

Galβ1-4Glc（Lactose）	 >8.7×10－4	 0.4

糖　鎖　　　　　　　　　　Kd（M）at25℃ a）　　　相対値 b）
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ト蛋白であるMUC1は呼吸器，消化器，乳腺
等の組織の上皮細胞に存在し、癌疾患との関
連が多く報告されている。

筆者らは乳癌細胞（YMB-S）培養上清の
MUC1を精製し分析した結果、図7aに示す
様な糖鎖構造を持つことを明らかにしてき
た［10］。中でも3’-硫酸化ガラクトース含有
糖鎖（図7b）が全酸性糖鎖の約36%存在する。
また、Galβ1-3GalNAc(core1)-認識レクチン
PNAが、乳癌細胞YMBS培養上清や乳癌患
者由来のMUC1には殆ど結合せず、シアリ
ダーゼ消化後に初めて結合したことから、こ
れらのMUC1は大部分がシアル酸あるいは硫
酸で修飾されていると考えられた（図8a）。

表1に示すように、ガレクチン-4は3-O-硫
酸化core1に対して結合は強いが、還元末端
core1の置換、C-6部位へのシアル酸、硫酸付
加、 ま た、LacやLacNAcのGalのC-6位 が シ
アル酸、硫酸付加された糖鎖に対しては著し
く結合が減弱する。前述の様に乳癌細胞由来
MUC1中に多くの硫酸化糖鎖が存在すること
から、硫酸化糖鎖を認識するガレクチン-4を
プローブとして、乳癌患者血清中のガレクチ
ン-4結合性MUC1(Gal4/MUC1)の測定を考え
イムノアッセイ系を構築した。YMBS細胞培
養上清及び乳癌患者血清由来のMUC1へガレ
クチン-4は結合し、シアリダーゼ処理で増加
したことから、乳癌由来MUC1はシアル酸及
び硫酸で修飾されていることが示唆された
（図8b, c）。

280例の原発乳癌及び43例の再発乳癌患
者血清中のガレクチン-4結合性MUC1(Gal4/
MUC1)を 測 定 し た 結 果、 そ の 陽 性 率 は
CA15-3に比べて高く、特に再発転移患者
の 平 均 は 839 ± 618 U/mL で350 U/mL
をcutoff値 と し た 陽 性 率 は86%と、47%の
CA15-3に比べて有意に高かった（図9A）。
同一検体群のGal4/MUC1及びCA15-3測定値
をもとに、ROCカーブを作成し比較した結
果、Gal4/MUC1アッセイはCA15-3アッセイ

図8.	レクチンELISAによる乳癌MUC1糖鎖のキャ
ラクタリゼーション

a）	PNA/MUC1（PNA結合性MUC1）の測定
値。YMBS細胞上清由来MUC1（●）、シアリ
ダーゼ処理YMBS-MUC1（○）、乳癌患者血
清由来MUC1: 患者１（■）、患者2（□）。 

b）	Gal4/MUC1測定値。YMBS細胞上清由来
MUC1のシアリダーゼ処理前（●）、処理後（○） 

c）	シアリダーゼ処理前後の乳癌患者血清由来
Gal4/MUC1測定値。
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に比べ、感度、特異度ともに勝っていた（図
9B）。原発乳癌患者での陽性率は再発転移患
者に比べ低かったが、ステージ毎の陽性率は
stages I, II, III, and IVではそれぞれ21.2%, 
27.9%, 37.9%, 60.0%で あ り、CA15-3の 陽 性
率より高値であった。 

乳癌の中で最も一般的な組織型である浸潤
性乳管癌は、乳頭腺管癌、充実腺管癌、硬癌
（スキルス）の3つのサブタイプに分類され、 

図9
A.	健常人（a）、再発/転移乳癌患者（b）、原発乳

癌患者（c）血清のGal4/MUC1測定値
B.	Gal4/MUC1アッセイのROCカーブ。再発/転

移乳癌患者血清（a）、原発乳癌患者血清（c）
CA15-3アッセイのROCカーブ。再発/転移乳
癌患者血清（b）、原発乳癌患者血清（d）

A

B

これらサブタイプと予後には密接な関係があ
る。硬癌はリンパ節転移の割合が高く、乳癌
患者の50%の割合を占め、予後は一般的に悪
い。Gal4/MUC1の陽性率はCA15-3に比べ乳
癌の全ての組織型で高かったが、硬癌とその
他のタイプの複合例でその差が一番顕著で
あった。乳癌の悪性度及びサブタイプにガ
レクチン-4が具体的にどう関与しているか興
味深いところである。予備的な実験で乳癌
以外の各種癌患者血清を測定した所、Gal4/
MUC1値は、肝癌、胃癌、前立腺癌以外はあ
まり高くないことから、臓器特異性はあるよ
うだ。NUGC-4細胞を用いた実験でチロシン
リン酸化の亢進でメディウム中のMUC1が増
えることを明らかにしたが［6］、多くの乳癌
細胞においてチロシンキナーゼの活性化が報
告されていることから、乳癌細胞においても
Gal4/MUC1の細胞外放出にシグナル分子が
関与しているか興味深い。

3. ガレクチン-4と癌の転移
細胞間コミュニケーションの異常により細

胞は癌化して異常増殖能や転移性を獲得する
が、この時糖タンパク質や細胞表面糖鎖の変
化がしばしば観察される［11］。糖鎖を認識
するガレクチンも様々な組織の癌での発現の
変化が報告されているが、ガレクチンの種類
や発現組織により癌の進展に促進的にあるい
は抑制的働くかが異なっている［12］。癌の
中でも悪性度の高い癌は転移性が高く、しば
しば線維化をともなうスキルスタイプを示す
が、細胞の最外表面に存在する糖鎖が、どの
ように線維化、転移メカニズムに関与してい
るのかよくわかっていない。近年、人の前立
腺癌細胞をマウスに移植し、その転移巣を繰
り返し移植することにより高転移性細胞株が
樹立され、樹立された高転移細胞で特異的に
発現が上昇する遺伝子の一つとしてガレクチ
ン-4が見出された［13］。続報でC1GALT1（O
型糖鎖の合成酵素）及びST3GAL1の発現上
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昇により増加するNeuAcα2-3Core1へのガレ
クチン-4の結合が前立腺癌の悪性化に寄与す
る［14］と報告されたが、Core1糖鎖のシア
リル化はガレクチン-4への結合を抑制すると
いう筆者らの結果と矛盾する点もあり、糖鎖
生物学の側面からのさらなる解明が必要と思
われる。また、過去に胃癌細胞で腹膜転移を
おこす細胞に共通して発現の上昇する遺伝子
の一つとして、ガレクチン-4が同定されたが
［15］、認識分子の同定やメカニズムの解明等、
その後詳しい研究はなされていない。ガレク
チン- ４の場合もその発現によって悪性度が亢
進する組織［16, 17］と低下する組織［18, 19］
とがあって一様ではなく、ガレクチン-4を取
り巻く微小環境、認識リガンド、糖鎖、相互
作用する分子等を総合的に解析しないと癌の
転移や悪性化に関わるメカニズムの解明につ
ながらないと考えらえる。現在、癌の転移に
関わる糖鎖変化と、それを認識するガレクチ
ンの関与という側面から再びガレクチン-4に
焦点をあてて研究を進めている所である。
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グレーゾーンレベル前立腺がん患者血清PSAの糖ペプチドの
LC-MS/MS解析法の開発

LC-MS/MS-based strategy for the analysis of glycosylation of prostate-specific 
antigen (PSA) at low level in human serum

糖鎖有機化学研究室　　八須　和子
Kazuko HACHISU

1．はじめに
前立腺がんは欧米では男性が罹患するがん

の1位になっており、日本においても2014年
の統計で胃がん、肺がん、大腸がんに次いで
4位であり、今後さらに罹患率が上がること
が予測されている［1,2］。

前立腺がんのスクリーニングには血中の
前立腺特異抗原 （Prostate Specific Antigen, 
PSA）量の測定すなわちPSA検査が有効で
あり、1991年にCatalonaらにより有用性が
報告されて以来現在に至るまで行われている
［3,4］。しかし、近年PSA検査における擬陽
性の多さや過剰診断及び治療が問題になって
いる［4,5］。

PSAはセリンプロテアーゼに分類されるタ
ンパク質分解酵素であり、健常人の前立腺に
おいても分泌される糖タンパク質である。前
立腺がん患者で血中のPSA値が上昇する傾向
にあることが知られるが、前立腺炎および良
性前立腺肥大症の患者でも血中PSA値が上昇
する傾向にある。よってPSA検査は前立腺
がんスクリーニング検査としてその感度およ
び特異度は不十分であることが言える。実際、
血中PSA値が10 ng/mL以上では、前立腺が
んである可能性が高く（>50%）、4 ng/mL
以下ではその可能性は低い（<15%）。それら
の中間である4-10 ng/mLは”グレーゾーン”
と呼ばれ、うち20-30%程度で前立腺がんが
見つかる。グレーゾーンの診断では針を穿刺

する侵襲的検査（前立腺生検）が必要となる
が、上述の通り、70-80%は結果的に不要な
検査となる。入院や麻酔を伴う不必要な生検
を避けるため、特にグレーゾーンにおけるよ
り精度の高い前立腺がんのスクリーニングが
求められる。そこで、本研究所ではPSAの量
だけでなくその質、すなわちPSAの糖鎖変化
に着目した解析を行うことを考えた。

近年、がん化に伴うタンパク質や脂質の糖
鎖構造変化が報告されており、糖鎖はがんを
特定するマーカーとして期待されている。既
に臨床検査において用いられている糖鎖関連
マーカーとしては、CA19-9、SLX、CA125、
AFP-L3などが知られる［6］。

前立腺がんにおけるPSAの糖鎖変化につ
いても本研究所や他の研究機関において解析
が行われており、N-結合型糖鎖のLacdiNAc
構造の増加やα2,3シアリル化の増加、コア
フコシル化の減少、α1,2フコシル化の増加、
高分岐化などの報告がある［7-17］。前立腺
がん特異的なPSA糖鎖マーカーを発見できれ
ば、より精度の高いスクリーニング法の開発
につながる。

現在までに本研究所で、MALDI-TOFMS
解析によりLacdiNAc含有糖ペプチドが前立
腺がん患者血清（>PSA 30 ng/mL）で増加傾
向にあるという結果が出ており、LacdiNAc
含有糖鎖増減の解析が新規な前立腺がんスク
リーニング法となり得ることが期待されるが、
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MALDI-MSを用いた手法では、グレーゾー
ンの微量なPSAを解析するのは困難であっ
た。またMS解析では、高精度のスクリーニ
ングが求められるPSAグレーゾーンレベルで
の解析例がほとんどなかったことから、本研
究では、微量で高感度に測定可能なLC-MS/
MS（Selected Reaction Monitoring, SRM）
法を用いて、特にグレーゾーンレベルのPSA
のLacdiNAc含有糖鎖に着目しそのグライコ
フォームを解析することを目指した。

2．実験概要
本研究ではヒト血清中のグレーゾーン濃度

PSAの糖ペプチドを定量解析するためのLC-
MS/MSを用いた方法を開発した。実験概要
を図1に示す。

本方法は免疫沈降（IP）、サーモリシン消化、
HILIC精製およびLC-MS/MS解析からなる。
先ず血清中のtotal PSA（PSA-ACT & free 
PSA）をanti-PSA抗体マグネティックセファ
ロースビーズを用いたIPにより捕捉した後、
サーモリシン消化により43IRNKS47糖ペプチ
ド断片に切断し、HILIC（sepharose4B）によ
り糖ペプチドを精製し、negative modeにて
LC-MS/MS SRM解析を行った。また、LC-
MS/MS解析の際に内部標準として、安定同
位体標識PSA糖ペプチド[13C]A2-IRNKS （非
還元末端のGalactoseを安定同位体標識した
[13C]NA2-IRNKSにシアル酸を結合させた合
成糖ペプチド）を用いることでMS/MSクロ
マトグラムエリア数値の補正を行った。

3. 合成PSA糖ペプチド[13C]A2-IRNKSを用
いたLC-MS/MS解析検量線の作成

2で開発した方法を用いたPSA糖ペプチド
のLC-MS/MSの解析可能範囲を確認するた
め に、 合 成PSA糖 ペ プ チ ド[13C]A2-IRNKS
（0, 7.8125, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 
1000 fmol, 各n=3）を用いてLC-MS/MS解析
（negative mode）を行い、そのクロマトグ
ラムエリア数値の検量線を作成したところ、
7.8125-1000 fmol（0.23−30 ng PSA換算）の
範囲で直線性を持った検量線を作成すること
ができた（図2）。それらの変動係数（CV）
は 3-12.7%（7.8125 fmol は CV 7.8%, 15.625 

fmolはCV 12.7%, 31.25 fmolはCV 6.4%, 62.5 
fmol は CV 4.1%, 125 fmol は CV 4.5%, 250 
fmolはCV 3.0%, 500 fmolはCV 4.3%, 1000 
fmolはCV 4.2%）であった。検出限界に近づ
くとCVが高くなり、MS/MSクロマトグラム
エリア数値のばらつきが大きくなる。

4. 前立腺がん患者PSA濃度グレーゾーンモデ
ル血清を用いた糖ペプチドLC-MS/MS解析

前立腺がん患者血清のモデルとして、PSA
を含まない標準血清1 mL中にグレーゾーン
濃度でPSA標準品（PSA-ACT STD）を添加
した。このモデル血清を用いてPSA糖ペプチ

図1 血清PSA糖ペプチドLC-MS/MS解析概要
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図2 LC-MS/MSを用いた合成PSA糖ペプチド[13C]A2-IRNKSの検量線

ドのLC-MS/MS解析（negative mode）を行
なった。

初めに、解析の再現性を確認するために、
PSA標準品5 ng/mL血清のPSA糖ペプチド
のLC−MS/MS解析を行い、CVを算出した
（n=4）。解析時には内部標準（IS）として
[13C]A2-IRNKSを1解析あたり50 fmol添加し、
MS/MSクロマトグラムエリア数値の補正に
用いた。

そ の 結 果、 検 出 上 位6糖 ペ プ チ ドA2F,  
A2FLacdiNAc（LDN）, A2, A2LDN, A1FSLDN, 
A1F（ペプチド：IRNKSの表記は省略） はA2F 

（54.6±10.4 fmol）でCV 19.0%、A2FLDN （14.9 
±2.5 fmol）でCV16.5%、A2（9.3±2.0 fmol）
でCV 21.5%、A2LDN（4.2±1.4 fmol） でCV  
33.3%、A1FSLDN（1.2±0.3 fmol）でCV 25.2%、 
A1F（0.7±0.6 fmol）でCV 86.8%であった。
PSA糖ペプチドが10 fmol以上であればCVは
約20%であり、5 fmol程度ではCVは約30%で
あった。1 fmol以下ではCVは80%を超え、定
量は難しい。検出限界に近づくほどCVが高く
なった（図3）。

次に、解析の定量性を確認するために、
PSA標 準 品0, 2.5, 5, 10, 20 ng/mL血 清 の

図3 PSA標準品5 ng/mL血清の糖ペプチドLC-MS/MS解析
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図4 PSA標準品0, 2.5, 5, 10, 20 ng/mL血清の糖ペプチドLC-MS/MS解析
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PSA糖ペプチドのLC−MS/MS解析を行っ
た。解析時にはISとして[13C]A2-IRNKSを1
解析あたり50 fmol添加し、MS/MSクロマト
グラムエリア数値の補正に用いた。検出上
位6糖鎖A1F, A1FSLDN, A2, A2LDN, A2F, 
A2FLDNの定量性を確認したところ、A2F 

（y = 11.941x － 5.3982）でR² = 0.99523, A2FLDN 
（y = 2.7763x + 0.6951）でR² = 0.9472, A2（y 
= 2.7826x－2.3035）で R² = 0.99381, A2LDN 

（y = 1.0866x－1.1465）でR² = 0.98633, A1FSLDN 
（y = 0.5133x－0.4672）でR² = 0.98339, A1F（y  
= 0.3323x－0.5784）でR² = 0.85126と上位5糖
鎖に関してはPSA 0-20 ng/mLの範囲で相関
係数R2が0.94以上であり、直線性のある定量
が可能であった。6糖鎖中最小量（PSA20 ng
時に6.8 fmol）であるA1Fに関しては2.5 ngに
おいては不検出であり、5, 10 ngでも検出量
が低くばらつきが見られた（図4）。

これらの結果から、本方法でのPSAの定
量の限界は数fmol（0.1 ng程度）であり、例
えば、PSA濃度がグレーゾーンの血清（4-10 
ng/mL）を解析する場合、全PSA中に数%存
在する糖鎖構造であれば定量解析が可能であ
ると言える。

5．おわりに
本研究で開発した方法を用いて、PSA濃度

がグレーゾーンの血清（4-10 ng/mL）中に数%
存在するPSA糖鎖構造の解析が可能になった。
そこでテストスタディとして本方法を用い
て、前立腺がん患者及び前立腺肥大症患者の
PSA濃度グレーゾーン血清数検体を解析した。
PSA糖鎖構造ではシアリル化2本鎖N-結合
型糖鎖がメジャーであり、LacdiNAc含有糖
鎖に関しても同様であるため［7-17］、特に
A2F及 びLacdiNAc含 有 糖 鎖A2FLacdiNAc
付加ペプチドの比を算出したが、LacdiNAc
含有糖鎖が前立腺がん特異的に増加するとい
う傾向は認められなかった。以前、本研究所
において前立腺がんではPSAのN-結合型糖

鎖の分岐が増え、LacdiNAc含有3本鎖N-結
合型糖鎖が特異的に検出されると報告したが
［9］、その量は検体中全PSA糖鎖の数%以下
であるため、本方法ではPSA濃度グレーゾー
ンレベルの検体でLacdiNAc含有3本鎖N-結
合型糖鎖を検出するのは難しいと考えられる。

本研究をまとめていた際に、芳賀らにより
「Identification of Multisialylated LacdiNAc 
Structures as Highly Prostate Cancer Specific 
Glycan Signatures on PSA」というタイトル
の論文が公開された［18］。この論文では最
新のLC-MS機器（LCMS-8060超高速トリプ
ル四重極型LC/MS/MSシステム, 島津製作
所）とEreximという糖鎖構造解析手法を用
いて、PSA中に0.03%存在する糖鎖構造の解
析が可能とのことであった。芳賀らの方法は、
本方法の約100倍の感度での解析が可能とい
うことであり、本方法では見えてこない数%
以下の糖鎖構造も確認されていた。芳賀らの
方法においても前立腺がん患者及び前立腺肥
大症患者の血清PSAの全LacdiNAc含有糖鎖
量を比較した場合、前立腺がんで特異的に増
加しているという傾向は認められていなかっ
た。これは本研究でのテストスタディ結果と
一致していた。しかし、芳賀らの方法では、
ごく微量しか存在しないLacdiNAc含有3本
鎖糖鎖及び4本鎖糖鎖が検出できており、こ
の糖鎖構造を用いて前立腺がんと前立腺肥大
症を見分けることが可能であると報告してい
る。

本 方 法 で は グ レ ー ゾ ー ン レ ベ ル で の
LacdiNAc含有3,4本鎖糖鎖を検出する感度を
実現できなかったが、PSAの糖鎖構造につい
て多くの知見を得ることができた。前立腺が
んにおけるPSAのLacdiNAc糖鎖のマーカー
としての可能性及び臨床検査への展開は、今
後の高性能分析装置の低価格化、サンプル処
理の簡便化等によって実現されるものと期待
したい。
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酸感受性保護基を有する糖アミノ酸の開発と
糖ペプチド合成への応用

Development of Glycosylated Amino Acid Protected with Acid Labile Group 
and Its Application for Glycopeptide Synthesis

糖鎖有機化学研究室　田中　智博＊

Tomohiro TANAKA

1. はじめに
たんぱく質のグリコシル化は主要な翻訳後

修飾の一つであり、生体が発現する多くのた
んぱく質は糖たんぱく質として存在すること
が明らかになっている。それらの糖たんぱく
質における糖鎖の機能を明らかにするための
ツールとして、その部分構造である糖ペプチ
ドが用いられている。糖ペプチドは化学分野
においては、糖タンパク質の化学合成のビル
ディングブロックとして用いられており、生
物分野では特定の構造を有する糖鎖に特異的
な酵素、レクチンや抗体を探索するための基
質として用いられている［1］。

現在、糖ペプチドの調製は生体試料からの
単離または化学合成によって行われている。
生体中の様々な酵素によって糖鎖構造が編集
されているため、均一な糖鎖構造を有する糖
ペプチドの生体試料からの取得は困難である。

更に、生体試料の調製においては収量が低い
ため、より多くの試料を必要とする構造解析
などに用いるための十分な量の確保ができな
いという問題が生じる。そのため、均一な糖
鎖を有する糖ペプチドを大量に調製する手法
としてその化学合成法が重要となる。

2．糖ペプチドの化学的調製法
糖ペプチドの化学合成には固相担体を用い

た固相合成法が用いられる。ペプチド固相合
成と同じく、アミノ酸のアミノ基の保護基
によって、Boc法およびFmoc法の二種類の
合成法が知られている。中でも、フッ化水
素（HF）のような腐食性の高い酸を用いな
いことから、Fmoc法を採用した糖ペプチド
合成が主流となっている。糖ペプチド合成の
ためのビルディングブロックとして、糖水酸
基が保護された糖アミノ酸が汎用されてい

図1 糖鎖科学研究における糖ペプチドの役割 図2 市販の糖アミノ酸の構造

＊現職：東京理科大学 薬学部 助教



野口研究所時報　第62号（2019）

─  37  ─

な合成法を考えた場合、上記の副反応の全て
に留意しなくてはならない。更に、一部のO
結合型糖ペプチドの合成では上記の副反応に
加えNaOMe存在下にβ脱離を介した糖分子
の脱離が報告されている。これらの点から、
汎用されているO-アセチル保護糖アミノ酸を
ビルディングブロックとした糖ペプチド合成
にはいまだ改善の余地があると考えられる。

3．酸感受性保護基を有する新規ビルディン
グブロックの開発

上記の問題を解決するためのアプローチの
一つとして、糖水酸基を酸感受性の高い官能
基で保護したビルディングブロックを使用す
る手法が報告されている。本手法では図4の
ように、固相合成後に酸による単工程の脱保
護を行うだけで目的とする糖ペプチドが得ら
れることから、作業の煩雑さや副反応による
収率の低下を回避できると期待される。そこ
で、これまでに合成されたビルディングブ
ロックについて紹介する。

朝比奈、北条らはベンジル系保護基で糖水
酸基を保護した糖アミノ酸４を報告している
（図5、上部左）。［2］これまで、ベンジル（Bn）
基は高い堅牢性とペプチドやチオエステルに
損傷を与えることなく除去できる保護基と
して糖アミノ酸の糖水酸基保護基として用い

る。市販の糖アミノ酸の多くは糖水酸基がア
セチル（Ac）基で保護された糖アミノ酸（図
2）である。これらの糖アミノ酸を用いた場合、
下記のような工程を経る（図3）。

縮合剤を用いて固相担体に逐次的にアミノ
酸または糖アミノ酸を導入し、ペプチド鎖を
伸長する。目的の配列まで保護された糖ペプ
チドを伸長した後に、脱樹脂およびペプチド
側鎖の脱保護を行うため、強酸（TFA）を
用いた反応を行う。この時、糖水酸基の保護
基であるアセチル基はTFA耐性であるため、
脱保護は進行しない。そのため、目的の糖ペ
プチドを得るためには別途糖水酸基を脱保護
しなくてはならない。アセチル基の脱保護に
は通常ナトリウムメトキシドやヒドラジンな
どの求核性の高い塩基を用いる。このように
多段階の脱保護過程を経て、ようやく目的の
糖ペプチドが得られる。

しかしながら、この脱保護過程において、
糖ペプチド合成のジレンマともいえる問題が
生じる。糖鎖合成において、フコースやシア
ル酸残基を有する糖鎖は酸感受性が高く、強
酸によってグリコシル結合の開裂などの副反
応を起こすことが知られている。一方で、ペ
プチド合成においては塩基によるエピメリ化
などの副反応がしばしば問題になる。そのた
め、両者の性質を有する糖ペプチドの効率的

図3 糖水酸基をAc基で保護した糖アミノ酸を用いた糖ペプチド合成
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図5 糖水酸基を酸感受性保護基で保護した糖
アミノ酸の構造

している。
また、後述のように酸感受性保護基として

シリル系保護基を用いた糖アミノ酸も開発さ
れている。（図5）

4. 酸感受性保護基を有する糖アミノ酸を利
用した糖ペプチドの化学酵素合成法の開発

Wangらのグループはヒト免疫不全ウイル
ス（HIV）の外被タンパク質gp120 （ZM109 
strain）の可変領域であるV1V2ループに由
来する糖ペプチドを標的とした化学酵素的合
成を報告している。［4］　この糖ペプチドは
HIVの広域中和抗体として知られる2G12の

図4 糖水酸基を酸感受性保護基で保護した糖アミノ酸を用いた糖ペプチド合成

られていた。しかしながら、Bn基は堅牢で
あるがゆえに通常のTFAによる脱保護では
除去できず、Low-TfOH試薬による多段階の
脱保護を必要とし、操作が煩雑になるという
問題点があった。そこで、北条らはより効率
的に糖ペプチドセグメントを供給するために
Bn基よりも酸感受性の高いベンジル系保護
基であるメトキシベンジル（MPM）基やベ
ンジリデンアセタールに注目し、糖水酸基を
それらの保護基で保護したN-グリコシル化ア
スパラギン誘導体を合成した。また、合成し
た糖アミノ酸を実際に用いて、N結合型糖た
んぱく質であるemmprin 1st Igドメイン（22-
104）の合成を行っている。同様に、北条ら
はO結合型糖ペプチドの合成のためのO-グリ
コシル化スレオニン誘導体５についても報告
している。（図5、上部右）［3］ O-グリコシル
化スレオニンの合成に際し、O-グリコシル化
はN-グリコシル化とは異なり、比較的強い
酸性条件を要することから、酸感受性の高い
MPM基の使用は困難である。そのため、彼
らはMPM基よりも酸に安定かつBn基よりも
酸感受性の高いメチルベンジル（MBn）基
を糖水酸基の保護基として選択している。実
際に、彼らの合成したMBn保護Core-1糖鎖
を有する糖アミノ酸誘導体（５）はグリコシ
ル化を含む各工程で収率60％以上と比較的高
い収率で得られている。合成した糖アミノ酸
を用いて、インターロイキン-2（IL-2）由来
のペプチドチオエステルの効率的合成に成功 
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エピトープとして知られており、新たな広
域中和抗体を得るための抗原として有用で
ある。また、標的とする糖ペプチドはその
配列中に高マンノース型糖鎖およびA2糖鎖
の２種類の異なる糖鎖を保有していることが
知られている。そこで、Wangらはまず２か
所にGlcNAc残基を有する糖ペプチドを合成
し、その後に２段階のENGase （N-アセチル
グルコサミニダーゼ）による糖転移反応を行
うことで上記の糖ペプチドの化学酵素合成を
達成している。しかしながら、この手法では

複数あるGlcNAc残基のどこに転移が起こる
かを制御できず、生成物の生成や同定が困難
であるという問題があった。そこで、Wang
らは酵素による糖転移反応が起こる二ヶ所の
GlcNAc残基のうち、片方だけに糖水酸基保
護基を残すことで糖転移する箇所を制御する
手法を開発している。［5］ 具体的には、糖水
酸基が酸感受性保護基で保護された糖アミノ
酸と塩基感受性保護基で保護された糖アミノ
酸を使い分けることで、酸による脱保護後に
一方のGlcNAc残基だけが保護された糖ペプ

図6 直交性保護基を用いた複数糖鎖を有する糖ペプチドの化学酵素合成

チドを合成する事ができるため、これに段階
的な糖転移反応を行うことで目的のグライコ
フォームを有する糖ペプチドを合成する事が
できる。（図6）

Wangらは塩基感受性保護基であるアセチ
ル基と直交する保護基としてシリル系保護
基（DEIPS, TES, TBDMS）に着目し、3種
類のシリル系保護基で糖水酸基を保護した
糖アミノ酸6a-cを合成した。（図5、下部）
Wangらはこれらの糖アミノ酸を用いて、合

成標的となる24残基の糖ペプチドを合成し
た。Fmoc固相合成法に従い合成した保護糖
ペプチド樹脂７の脱樹脂脱保護を行ったとこ
ろ、糖水酸基がTBDMS基で保護されている
場合では糖水酸基に保護基が残った８が生成
した。TEIPSおよびTES基で保護されてい
る場合では酸による脱樹脂脱保護により目的
の糖ペプチド９を与えた。一方で、 （図7）こ
のようにして合成した糖ペプチドをアクセプ
ターにして、糖オキサゾリンをドナーとした
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ENGaseによる糖転移反応を連続的に行うこ
とでWangらは目的のグライコフォームの糖
ペプチドを合成することに成功している。

5. 既存の酸感受性保護基の問題点
上記のように、ベンジル系およびシリル系

保護基のような酸感受性保護基を有する糖ア
ミノ酸は糖ペプチド合成の効率化や新たな合
成手法の開発に貢献している。しかしながら、

これらの誘導体にも欠点は存在する。
フコース残基は免疫グロブリンGのADCC

（抗体依存性細胞障害活性）やNotchシグナ
ル伝達系といった様々な生理現象にも関与し
ていることから生物学的に非常に重要な標的
である。一方で、その化学的性質は他の単糖
とは異なり、酸に対するグリコシル結合の安
定性が低いという特徴を有している。糖ペプ
チド合成の観点からみれば、脱保護に用いる
酸によるフコース残基の遊離が懸念されるた
め、フコシル化ペプチドの合成は困難である
と考えられる。Kunzらはフコース残基を有
する糖ペプチドの合成を報告しているが、糖
水酸基をベンジル基で保護したフコース残基
を有する保護ペプチドを脱保護する際にフ
コシル結合の開裂を観測している。［6］ 更に、
Kunzらはこのフコシル結合の開裂は糖水酸
基を電子吸引性のアセチル基で保護した場合
に進行しないことを明らかとしている。（図
8）これらの結果は、フコシル結合の安定性
は保護基によって大きく左右されることを示
唆している。この結果から、フコース残基を
有する糖ペプチドを合成するための糖水酸基
保護基の条件として、酸感受性が高く、電子
吸引性であることが重要であることが示唆さ
れる。上記で紹介したベンジル系およびシリ
ル系保護基は電子供与基であるため、フコシ

図8 酸によるフコシル結合開裂の糖水酸基保護基依存性

図7 TFAによるフコシル結合の切断と糖水酸
基保護基の影響
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ル化ペプチドの合成への適用は困難である可
能性が考えられる。したがって、今後はフコー
ス残基にも適用可能なジェネラルな酸感受性
保護基を有する糖アミノ酸の開発が期待され
る。

6. 最後に
近年の糖鎖科学において、糖鎖機能の解明

のためのツールの一つである糖ペプチドの需
要は確実に高まっている。このような背景の
基で、これまで以上に効率的な糖ペプチド合
成技術が求められている。本稿で紹介した酸
感受性保護基で糖水酸基を保護したビルディ
ングブロックの創製とそれを利用した糖ペプ
チド合成法の開発はそのような需要に答える
技術の一つであると著者は考えている。糖鎖
もペプチド鎖も非常に高い多様性を有する生
体高分子である。そのため、一つのビルディ
ングブロックからそれらの多様性に対応可能
な合成法の開発がますます重要になってくる
のではないかと期待している。

本稿では詳細は延べないが、著者らも現在
多様な糖ペプチドの合成に適用可能な酸感受
性保護基を有するビルディングブロックの開

発研究を行っている。糖水酸基の保護基を用
いた新たな糖アミノ酸を合成し、N-および
O-結合型の糖ペプチドや合成困難とされるフ
コシル化糖ペプチドの合成へと応用している。
今後、これらの技術を多様な構造の糖ペプチ
ドに対しても適用していきたいと考えている。
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高速原子間力顕微鏡によるナノディスクを用いた膜タンパク質の
リアルタイム動態観察

Real-time observation of membrane protein-embedded nanodiscs
by high-speed atomic force microscopy.

奈良先端科学技術大学院大学　　春山　隆充
Takamitsu HARUYAMA

塚崎　智也
Tomoya TSUKAZAKI

１. はじめに
生命活動においてタンパク質はさまざまな

役割を果たす。タンパク質は大きく分けて可
溶性タンパク質と膜タンパク質がある。可溶
性タンパク質は細胞質など溶液中に存在して
おり、膜タンパク質は脂質二重膜に埋め込
まれている。膜タンパク質は、膜を超えた物
質輸送・シグナル伝達・エネルギー変換など
細胞内で重要な働きを担っている。多くの場
合、膜タンパク質は膜に埋め込まれたままで
構造変化を伴いながら機能する。そのため、
膜タンパク質の分子メカニズムを理解するに
は、膜に埋め込まれた状態で1分子観察する
必要がある。タンパク質の1分子観察には蛍
光分子を用いた手法や光ピンセットを用いた
手法などがある。本研究では、1分子動態観
察の手法として高速原子間力顕微鏡（高速
AFM*1）を用いて、制御された2つの方向か
ら膜タンパク質の分子動態をリアルタイムで
直接観測することに成功した［1］。本稿では、
その詳細を紹介する。

２. ナノディスクの利用
これまでの高速AFMによる解析にて、膜

タンパク質の動態観察には生体から抽出した
膜や、膜タンパク質を再構成したリポソーム
が用いられてきた。しかしながら、これらは
膜の流動性が詳細な解析の妨げになったり、

膜の片側からしか測定できなかったりするな
ど問題点があった。そこで本研究では、ナノ
ディスクと呼ばれる粒子に注目した。ナノ
ディスクは脂質と膜骨格タンパク質（MSP: 
membrane scaffold protein）から構成され
るナノ粒子である。ナノディスク構成時に膜
タンパク質が存在している場合に、膜タンパ
ク質がナノディスク内に取り込まれ、膜タン
パク質含有ナノディスクが構築される（図
１）。これを用いることで膜の流動性を最小

図1 膜タンパク質含有ナノディスクの模式
図。膜タンパク質、膜骨格タンパク質
（MSP）、脂質（灰色）から構成される
ナノ粒子である。この形で、膜タンパク
質は水溶液中で安定に存在することが可
能である。
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限に膜の両側を一度に観察することができる
と考えた。MSPのサイズを変更することで、
ナノディスクのサイズは直径約70Åから500
Åまで変化し、さまざまな大きさの膜タンパ
ク質の測定に利用できる［2,3］。

本研究では次のようにして膜タンパク質含
有ナノディスクを準備した。界面活性剤で抽
出し精製した膜タンパク質溶液、脂質およ
びMSP（MSP1D1）を特定の比率で混ぜ合
わせ、SM2バイオビーズ（Bio-Rad）を用い
て界面活性剤を除去する。続いて、ゲルろ過
カラムクロマトグラフィーによって分離する。
界面活性剤を除去するときに、多くのアグリ
ゲーションが生じるため、ゲルろ過カラムク
ロマトグラフィーによる分離は均一なナノ
ディスクを得るためには欠かせない。本研究
では膜タンパク質として、タンパク質膜透過
チャネルとなるSecYEG複合体［4］とマグ
ネシウムイオントランスポーター MgtE［5］
を用いた。それらを再構成させた時の条件
は、SecYEGのときが、10 mg/mL SecYEG
複合体、8 mg/mL MSP、8 mg/mL 大腸菌
リン脂質であり、MgtEのときが、6 mg/mL 
MgtE、8 mg/mL MSP、8 mg/mL 大腸菌リ
ン脂質であった。この手法により純度の高い
膜タンパク質含有ナノディスクの調製が可能
であり、本研究を遂行することができた。し
かしながら、タンパク質溶液の濃度がmg/
mLオーダー必要であることはこの手法の欠
点である。今後は、より効率のよいナノディ
スク再構成法の確立が望まれる。

３. タンパク質膜透過チャネルSecYEGの観察
バクテリアのSecYEG複合体は、SecY、

SecE、SecGからなる複合体で細胞質膜に存
在し、新規に合成されたタンパク質が膜を越
えるためのチャネルを形成する必須の因子で
ある。真核細胞では、SecYEGはSec61複合
体として保存されている［6,7］。SecYEGチャ
ネルは、それ自身単独で働くことができな

い。生体内でタンパク質膜透過に関わるとき
には、タンパク質膜透過駆動モータータンパ
ク質SecA ATPaseと相互作用して機能する
（図2A）。生体内ではこの反応を膜タンパク
質SecDFが促進する［8］。タンパク質の膜透
過反応では、基質タンパク質という比較的大
きな物体が膜の片側から反対側へと輸送され
る。そのため、in vitroでタンパク質膜透過
反応を起こすためには、膜の両側に十分な空
間を確保することが必要である。タンパク質
の膜透過反応の解析に、膜の両側に空間を保
持できるナノディスクを用いることは、将来
的に有用であると考えた。よって、本研究で
はモデル膜タンパク質としてSecYEGを系の
構築に利用した。

高速AFM観察において、測定基板上のそ
れぞれの粒子の向きを揃えることは観察を
容易にする。そのため、SecYEGのペリプ
ラズム側の2箇所にシステイン残基を導入
し、そこをビオチンマレイミド修飾後ナノ
ディスクに再構成させ、ストレプトアビジン
2次元結晶基板*2に特異的に結合させた。高
速AFM観察により、高さ約7.7 nmの球状の
粒子が確認された（図2B）。次に、SecAの
N末端とSecYのC末端を融合させて作成した
SecYAEG複合体を用いた。この融合タンパ
ク質がタンパク質膜透過活性を持つことは
確かめている［9］。高速AFMによる観察の
結果、高さ約10.9 nmの粒子を観察すること
ができ（図2C）、SecAの増加分だけ高さも
高くなったと考えられる。また、そのAFM
画像はSecAのX線結晶構造解析から予測さ
れる形と一致していた。これらの結果から、
SecYEGを含むナノディスクはナノディスク
の膜表面が測定基板に対して水平な「上向
き」に固定されていることが示された。

次に、基板をマイカ（雲母*2）に変更し測
定を行なった（図2D）。雲母基板上への吸着
は非特異的に起こるため、ランダムな配向に
なる可能性もあったが、バッファーの条件を
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図2 高速AFMによるSecYEG含有ナノディスクの解析。
A.	タンパク質の膜透過。タンパク質膜透過チャネルSecYEGを経由するタンパク質の膜透過は

モータータンパク質SecA ATPaseによって駆動される。
B.	SecYEG含有ナノディスクの観察。SecYEG含有ナノディスクをストレプトアビジン二次元結

晶基板上に「上向き」に固定し（左）、高速AFMで観察した（右）。
C.	ストレプトアビジン二次元結晶基板上でのSecYAEG含有ナノディスクの観察。SecYAEG含

有ナノディスクを「上向き」に固定し（左）、高速AFMで観察した（右）。
D.	雲母基板上でのSecYAEG含有ナノディスクの観察。SecYAEG含有ナノディスクを「横向き」

に固定し高速AFMで観察した（上）。ストレプトアビジンをSecYに結合させることで、ナノディ
スクが「横向き」に結合していることを確かめた（下）。

検討した結果、均一な雪だるま状の粒子が確
認できた。この粒子はナノディスクの膜表面
が基板に対して垂直となりSecYEGが「横向
き」であると考えられた。さらに、ストレプ
トアビジン溶液を添加して調製したナノディ
スクを同様に観察したところ、雪だるま状
の粒子に2つのタンパク質が結合しているこ
とが認識できた。ストレプトアビジンが結合
している領域がペリプラズム側に相当するの
で、間違いなくナノディスクを「横向き」に

固定できたと考えられる。これらの実験によ
り、膜タンパク質含有ナノディスクを「上向
き」と「横向き」に固定できる系を確立した。

Secタンパク質の解析においては次の段階
として、タンパク質膜透過をリアルタイムで
観察する必要がある。現在、シグナル結合が
切断される前の基質タンパク質を尿素でアン
フォールドさせたものを加えてタンパク質の
膜透過反応を測定しており、タンパク質の膜
透過中間体のような構造が見られている。し
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丸い形状をした粒子が観察された。これらは、
MgtEを細胞質側から観察していることとな
る。マグネシウムイオン存在下では安定な粒
子として存在し、測定時間内において高さは
ほぼ一定値を示した。一方で、マグネシウム
イオン非存在下においては、粒子の高さが大
きく揺らいでいることが確認された。このこ
とはNドメインとCBSドメインが安定な構造
体をとらず、揺らいでいることを意味する。
次に、MgtE含有ナノディスクを雲母基板の
表面に直接非特異的に結合させて観察を行っ
た。測定バッファーの条件を調節することで、
SecYEGの場合と同様にナノディスクを横向
きに配置することに成功した（図3B）。マグ
ネシウムイオン存在下では、細胞質領域に相
当する部分は安定な構造をとっていた。また、
マグネシウムイオン非存在下では、この領域
がふらついており、NドメインとCBSドメイ
ンの揺らぎを明確に可視化することに成功し
た。本研究によって初めて、リアルタイムで
ナノディスクに埋め込まれた膜タンパク質の
ドメインの動態を詳細に捉えることができた。

５. 今後の展開について
近年、タンパク質が活きて働く姿を解析す

るためには、平均像や平均シグナルに基づく
測定方法では不十分であり、機能している
タンパク質を1つ1つ測定する1分子解析が必
要な段階になっている。本研究では、高速
AFMを用いて、膜タンパク質含有ナノディ
スクを2方向からリアルタイム動態観察する
ことに成功した［1］。今回紹介した2つの膜
タンパク質の測定の成功例から、本手法はさ
まざまな膜タンパク質に適応可能な手法であ
ると考えている。たとえば、次のような膜タ
ンパク質の動態観察に有用であると考えられ
る。膜を隔ててシグナルを伝達する膜タンパ
ク質では、本手法を用いることで膜の両側の
構造変化を一度に確認することができ、リア
ルタイムでシグナル伝達の詳細を構造生物学

かし、基質領域のAFM画像が不鮮明であり、
さらなる測定条件や基質の最適化を進めてい
る。アイデアの一つとしては、基質のC末端
側に大きなドメインを付加して基質を見やす
くさせることである。また、基質の変異体を
用いることで、基板へ基質をやや強く相互作
用させることで基質の動きを制限し、より見
やすくする方法も模索している。タンパク質
膜透過反応のリアルタイム観察への準備はほ
ぼ整ってきた。引き続き、研究を進めていき
たい。

４. 膜タンパク質含有ナノディスク観察系の
応用

3.で述べたように、Secタンパク質を用い
て高速AFMによるナノディスク解析系を組
むことができた。次にこの系の有用性を確か
めるべく、別の膜タンパク質マグネシウムイ
オントランスポーター MgtEの解析を行った。
MgtEは5回の膜貫通領域を持ち2量体で働く
膜タンパク質であり、マグネシウムイオン濃
度によって構造変化を起こす［5］。MgtEに
は膜貫通領域だけでなく、NドメインとCBS
ドメインと呼ばれる細胞質領域がある。マグ
ネシウムイオン濃度が高いときにはこれらの
ドメインが強固な構造体をとり、マグネシウ
ムイオン濃度が低いときにはこれらの領域が
乖離してMgtEの膜貫通領域にマグネシウム
イオンを透過させるチャネルが開き、マグネ
シウムイオンを輸送させることが示唆されて
いる。しかしながら、リアルタイムでNドメ
インとCBSドメインの動きを追跡した例はな
かった。

そこで、MgtEのペリプラズム領域にシス
テイン残基を導入し、ビオチンマレイミドで
修飾した。SecYEGのときと同様にナノディ
スクに再構成し、ストレプトアビジン2次元
結晶基板にMgtE含有ナノディスクを結合さ
せ、高速AFMによりリアルタイム観察を行っ
た（図3A）。その結果、高さ約9.6 nm程度の
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的に理解できる。また、大きな構造変化を伴っ
て物質を輸送するABCトランスポーターの
脂質中での動態解析に適切な手法であると考
えられる。

私たちは、3.の項目で紹介したようにSec
タンパク質によるタンパク質の膜透過をリア
ルタイムで解析することをひとつの目標と
している。Secタンパク質の膜透過について

は、Ｘ線結晶構造解析によってタンパク質の
膜透過中間状態のSecYEG-SecAの構造が3.5
Å分解能で報告され［10］、クライオ電子顕
微鏡観察においても同様の報告がなされた
［11］。しかし、この構造は静止状態である
ため具体的な作動メカニズムは解明されてお
らず、作用機構に関してパワーストロークモ
デル［12］やブラウニアンラチェットモデル

図3 高速AFMによるMgtE含有ナノディスクの解析。
A.	「上向き」に固定したMgtE含有ナノディスクの解析。MgtEの可溶性領域はNドメインとCBS

ドメインから構成される。MgtE含有ナノディスクをストレプトアビジン二次元結晶基板上に
固定し（左）、高速AFMによってマグネシウムイオン存在下（中）と非存在下（右）の条件で
観察した。高さの変化はMgtEの可溶性領域の揺らぎの大きさを示す。

B.	「横向き」に固定したMgtE含有ナノディスクの解析。MgtE含有ナノディスクを雲母基板上に
固定し（左）、高速AFMによってマグネシウムイオン存在下（中上）と非存在下（右上）の条
件で観察した。マグネシウムイオン非存在下での観察ではリアルタイムでNドメインとCBSド
メインの揺らぎか観測できた（右下）。
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などのリアルタイム1分子イメージングを
次々と可能にし、生体分子の分子動態の解明
の強力なツールとなっている。また、高速
AFMは可溶性タンパク質ばかりでなくイオ
ンチャネルといった膜タンパク質の分子動態
の可視化にも用いられている［24,25］。本稿
で述べたナノディスク技術と高速AFM法を
組み合わせた手法は、膜タンパク質の高速
AFMによるリアルタイム1分子イメージング
の裾野を広げると期待される。

*2補足　雲母基板とストレプトアビジン２次
元結晶基板

高速AFMの観察において最も利用される
のが雲母基板である。雲母のへき開によって
不純物が吸着しておらず原子レベルで平らな
表面が露出する。この表面をサンプルの測定
基板としている。雲母表面は負電荷を帯びて
いるため、正電荷を持ったタンパク質表面が
吸着しやすい。負電荷を持つタンパク質を吸
着させるために、雲母表面を二価金属イオン
で処理をして、基板表面の電荷を調節するこ
とがある。本研究でリアルタイムでの動態観
察に成功したMgtEの細胞質ドメインは負電
荷を帯びているため、雲母表面との反発が
あった。そこで、雲母表面を二価金属イオン
で処理することにより、細胞質ドメインを雲
母基板上で追跡するのに適切な電荷状態にす
ることができた。また、本研究ではストレプ
トアビジン2次元結晶も基板として用いてい
る［26］。ストレプトアビジン2次元結晶の
調製には、ビオチンが親水性の頭部に付加し
たリン脂質を用いる。このリン脂質を含む平
面脂質二重膜を雲母基板上に形成させ、スト
レプトアビジン溶液とインキュベートするこ
とで2次元結晶を作成した。ストレプトアビ
ジンが雲母基板上で格子状に結晶化すること
により、タンパク質レベルで均一な面が構成
される。ストレプトアビジン2次元結晶基板
を用いる利点としては、タンパク質の非特異

［13］が提唱されているものの、議論の余地
がある。これらを明らかとすべく蛍光1分子
観察や高速でない通常のAFMを用いた解析
の報告もされているが、断片的なデータでは
タンパク質膜透過を完全に理解できていない
［14］。詳細な理解のためには高分解能リア
ルタイム観察が欠かせない。SecYEGは膜タ
ンパク質SecDF［15］やYidC［16］とも複
合体を形成し機能していると考えられており
［17］、これらを同時にナノディスクに再構
成することで、これらのタンパク質がどのよ
うに協力してタンパク質の輸送を行っている
のか情報を得られるであろう。今回紹介した
膜タンパク質の動態観察は、さまざまな膜タ
ンパク質の機能解明に非常に有用であると期
待されるため、今後は本技術を他の膜タンパ
ク質の解析に次々と応用させたい。

*1補足　高速AFM
原子間力顕微鏡（AFM）は、カンチレバー

の先端に付加した探針で測定基板上の試料表
面を走査する走査型プローブ顕微鏡の一種で
ある。探針と試料間に働く原子間力を検出す
ることで試料表面の凹凸を計測し、試料表面
の3次元画像をナノメータースケールで得る
ことができる。AFMは水溶液中で試料を直
接観察することを可能にし、タンパク質や核
酸といった生体分子の測定に幅広く用いられ
ている。しかしながら、従来のAFMは一枚
の画像を取得するのに数分を要するため、生
体分子の分子動態を可視化することが困難
であった。そこで、金沢大学 安藤敏夫 特任
教授らのグループは、低侵襲性を維持した
状態でのAFMの走査速度の劇的な向上に努
め、高い時間分解能（30 ms程度）と空間分
解 能（XY方 向 で1-2 nm, Z方 向 で0.1 nm）
を持つ高速AFMを開発した［18-20］。高速
AFMは、ミオシンVの歩行運動［21］、セル
ラーゼによる結晶性セルロースの分解［22］、
CRISPR-Cas9がDNAを 切 断 す る 瞬 間［23］
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的な吸着を防ぎ、ビオチンラベルタンパク質
を選択的に吸着させることができることであ
る。本研究で進めたナノディスクの「上向き」
解析では、非特異的な不純物の結合を排除
できたため、目的粒子のみを測定できた。ま
た、ビオチンラベルタンパク質を用いての測
定基板への結合は、ストレプトアビジンとナ
ノディスクの膜表面の間に隙間が生じる。こ
のことは膜タンパク質が関わる反応で、ある
程度空間が必要な場合において有効に働くと
期待される。
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スピンペルチェ効果
Spin Peltier effect

物質・材料研究機構／東北大学金属材料研究所
内田　健一

Ken-ichi UCHIDA

１．まえがき
スピンと熱の相互作用により、磁性体にお

いて様々な物理現象や新機能が発現する。特
に、磁性体に温度勾配を与えることにより
スピン流（スピン角運動量の流れ）［1,2］が
生成されるスピンゼーベック効果［3-6］の
発見以来、「スピンカロリトロニクス」［7,8］
と呼ばれるスピントロニクスと熱エネルギー
工学の融合研究が急速な進展を見せている。

これまでのスピンカロリトロニクス研究は、
熱電発電技術への将来展開を念頭に置いて、
スピンゼーベック効果を中心とした熱流から
スピン流・電流を生成する現象に焦点が当て
られてきた［9-11］。一方で、スピン流やス
ピン偏極電流を入力とした熱応答現象も多く
存在する。例えば、スピン流による熱流生成

現象であるスピンペルチェ効果（スピンゼー
ベック効果の相反現象；図1）［12-19］、磁性
体において電流と磁化の両方に直交した方向
に熱流が発生する異常エッチングスハウゼン
効果［20-22］、磁化と電流の相対角に依存し
てペルチェ係数が変化する異方性磁気ペル
チェ効果［23-25］などが挙げられる。著者
らは近年、ロックインサーモグラフィ（Lock-
In Thermography：LIT） 法［26-28］ と 呼
ばれる動的赤外線解析技術を用いて、これら
の現象による熱応答をイメージング計測する
ことに成功した。その結果、スピン流には空
間的に局在した特異な温度変化が伴うことな
ど、「磁性材料やスピントロニクスを使わな
ければ実現できない熱制御機能」が見出され
てきた。本稿ではスピンペルチェ効果に焦点
を絞り、LIT法により明らかになったスピン
流-熱流変換特性と最新の実験結果について
概説する。

２．ロックインサーモグラフィ法
LIT法は、半導体産業における集積回路の

動作・欠陥解析を主用途として近年導入が進
んでいる。通常のサーモグラフィ法とは異な
り、LIT法では測定対象への熱的励起を周期
的に行いながら赤外線カメラにより熱画像を
測定し、励起に追従する温度変化成分のみを
リアルタイムにフーリエ解析することにより
取り出す。通常のサーモグラフィ計測で現実図1 スピン流－熱流－電流変換現象［19］
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的に達成できる温度分解能は20-30 mK程度
であるが、LIT法を用いればサブmKオーダー
の高感度温度分布計測を比較的容易に実現で
きる。著者らは、電流やスピン流を入力とし
て熱流や温度変化を発生させる熱電・熱スピ
ン変換現象にLIT法を適用し、その高い温度
分解能・空間情報・制御性を駆使することで、
これまで知られてこなかった特性や機能を明
らかにしてきた。

例として、熱電・熱スピン効果のLIT計測
を図2に模式的に示した。多くの場合、スピ
ン流はスピン軌道相互作用（スピンホール効
果［29-31］）を介して電流から生成されるた
め（図1）、いずれの場合も入力は電流、出力
は熱流（に伴う温度変化）となる。入力として、
オフセットゼロ・周波数ｆの矩形波電流を与
えた場合を考える。熱電・熱スピン効果は入
力電流に対して線形応答するため、撮影した
熱画像をフーリエ解析して電流と同周波数で
変動する温度変化のみを抽出することで、熱
電・熱スピン効果に由来する信号のみを観測
することができる。フーリエ解析の結果、熱

画像は温度変化の基本振動成分の強度分布を
表す振幅像、入力信号に対する温度変化の位
相遅延分布を表す位相像の2つに分割される
（図2）。位相像は、温度変化の符号情報と、
熱拡散に伴う時間遅れ情報を含む。熱拡散の
影響が無視できる場合、入力電流と出力温度
変化が同位相（位相=0°）であれば電流が正
の時に発熱、逆位相（位相=180°）であれば
吸熱となる。ここで重要なことは、オフセッ
トゼロの矩形波電流に伴うジュール熱は時間
的に一定であるため、フーリエ解析で基本振
動成分のみを抽出することによって除去され
る点である。よって、熱電・熱スピン効果の
信号が小さく、通常のサーモグラフィ測定で
はバックグラウンド信号に埋もれてしまうよ
うな場合であっても、LIT法を用いれば高感
度かつ純粋に線形応答成分のみを検出するこ
とができる。なお、入力電流にオフセットを
与えれば、ジュール熱による発熱分布を測定
することができる。

重複する点もあるが、LIT法のメリットを
以下にまとめた。

図2 LIT法による熱電・熱スピン効果計測の概念図
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Ａ）環境温度の変動など、入力信号の周波数
に同期しないバックグラウンドを除去
可能

Ｂ）入力信号の種類や印加条件を適切に選択
することで、様々な熱応答現象を純粋
に測定・評価可能

Ｃ）位相遅延から時間情報（熱拡散情報）を
取得可能

Ｄ）ロックイン周波数を上げることで熱源の
位置を特定可能

一般的にLIT熱画像は低ロックイン周波数に
するほど定常状態における温度分布に近くな
り、高ロックイン周波数にするほど熱拡散に
よる影響が抑制された過渡状態における温度
分布となるため、上記Ｄ）のメリットが得ら
れる。集積回路の欠陥解析においては、電流
印加に伴うジュール熱を高ロックイン周波数
下で測定することによって、異常発熱箇所の
特定を行っている。熱拡散による位相遅延か
ら（熱拡散率が既知であれば）深さ情報も取
得可能であることから、電極面を露出させる
ことなく、積層デバイスなどの非破壊解析を
実現できる。逆に、熱拡散率・熱伝導率の測
定に用いられるケースもある［32,33］。

著者らのグループに設置されているLIT装
置は、通常の構成である赤外線カメラ、ロッ
クイン入力源（電流源）、解析部（PC）に加
えて、熱画像の磁場依存性を測定するための
電磁石を備えている。以下に示すスピンペル
チェ効果のイメージング計測実験は、すべて
室温・大気圧下で行った。

３．スピンペルチェ効果のイメージング計測
３－１．スピンペルチェ効果

スピンペルチェ効果はスピンゼーベック効
果の相反現象であり、磁性体/伝導体界面に
スピン流が流れた際に熱流が生成される現
象である。スピンペルチェ効果の実験的観
測は、2014年にオランダのFlipseらによって
初めて報告された［12］。彼らは、フェリ磁

性絶縁体であるイットリウム鉄ガーネット
（Yttrium Iron Garnet：YIG） とPt薄 膜 の
接合構造において生じたスピン注入に伴う温
度変化を、微細加工で作製した薄膜サーモパ
イル型熱電対を用いて電気的に検出した。ス
ピンペルチェ効果が発現する典型的な試料構
造は、磁性絶縁体上にスピン軌道相互作用の
大きな常磁性金属薄膜が成膜されたものであ
る。金属薄膜に電流 JCを印加するとスピン
ホール効果によって膜厚方向に伝導電子スピ
ン流 JSが生成され、接合界面近傍に以下の関
係を満たす方向に偏極したスピン蓄積が生成
される［29-31］：

  		
　　　　　　　　　　（1）

ここで、e (>0)、θSH、σはそれぞれ素電荷、
スピンホール角、スピン偏極ベクトルを表す。
生成されたスピン蓄積は、界面交換相互作用
を介して磁性絶縁体中の磁化ダイナミクス
（マグノン）が運ぶスピン流に変換される（図
1）。このスピン流輸送・変換の結果、図3に
模式的に示すように、スピン移行トルク［34］
によって磁性絶縁体中の磁気モーメントの歳
差運動振幅の抑制（マグノン数の減少）また
は増強（マグノン数の増加）が生じる。前者
はマグノン系が低温になった状態、後者はマ
グノン系が高温になった状態であり、マグノ
ン系と格子系は相互作用しているため、磁性
絶縁体/金属界面近傍の温度がスピン流の強
度・方向に依存して変化するのである。スピ
ン移行トルクの性質により、注入されるスピ
ン流の偏極方向σが磁性絶縁体の磁化Mと平
行か反平行かによって誘起される熱流方向が
変化し、σとMが直交している場合には熱流
は生じない。以上より、スピンペルチェ効果
によって生成された熱流JQが満たす対称性は

　　　　　　　　　　　　　（2）
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と表される（ｎ：磁性絶縁体/金属界面の法
線ベクトル）［13］。

スピンペルチェ効果による温度変化は、ス
ピンホール効果を介することで電流に応答し
て生じるため、原理的には従来のペルチェ効
果と同様に電子冷却として機能する。この現
象が従来の熱電効果と決定的に異なるのは、
スピンゼーベック効果と同様に磁性絶縁体に
おいても発現する点である。

３－２．スピン流に伴う温度変化の検出
著者らはLIT法を用いてスピン偏極に依存

した温度変化成分のみを抽出し、その電流
（スピン流）・磁化方向依存性を調べること
で、スピンペルチェ効果の高感度なイメージ
ング計測を実現した［13-15,17-19］。図3中央
に本研究で用いた試料構造の模式図を示した。
単結晶YIG基板の表面に“コの字”形状にパ
ターニングされたPt薄膜が成膜されている。

このような構造とイメージング計測がもたら
す空間情報を組み合わせることで、スピンペ
ルチェ効果が示す対称性（（2）式）を一度に
検証することができる。YIG層がｘ方向に磁
化している場合、スピンホール効果によって
生成されたスピン偏極方向は領域L、Rでは
磁化と平行または反平行になるためスピンペ
ルチェ効果による温度変化が生じるが、領域
Cでは両者が直交するため温度変化は生じな
い（図3）。重要な点は、領域LとRでは電流
およびスピン偏極が逆向きであるため、熱流
方向が反転することである。

LIT法を用いてPt/YIG接合の表面温度分
布を測定した結果を図4に示した。図4（a）
は振幅像であり、電流と磁場が直交している
領域L、Rにおいて明瞭な温度変化が生じて
いることがわかる。磁場と電流が平行になる
領域Cには温度変化は生じておらず、（2）式
と整合する結果が得られている。領域L、R
の温度変化信号は位相が180°異なることから、
温度変化の符号が電流印加方向に依存して反
転していることがわかる（図4（b））。さらに、
温度変化の符号は磁場反転によっても反転す
ることが確かめられた（図4（b））。熱画像の
磁場依存性は、外部磁場強度ではなくYIG層
の磁化過程と対応している［13］。これらの
振る舞いは、電流や磁場の向きによらず一定
の発熱信号を示すジュール熱とは明らかに異
なる。

観測された信号がスピンペルチェ効果に由
来していることを裏付けるために、温度変化
の電流依存性を測定した。図4（c）,（d）はそ
れぞれPt/YIG界面上の振幅・位相値を電流
強度に対してプロットした結果であり、領域
L、R間の位相差が180°のまま温度変化の大
きさが電流に比例して増大していることがわ
かる。この結果は、YIG層に注入されたスピ
ン流強度に対する線形応答現象であるスピン
ペルチェ効果が示す振る舞いと整合する。さ
らに、Ptと逆符号のθSHを有するW薄膜を

図3 スピンホール効果によって誘起されたス
ピンペルチェ効果の概念図とLIT計測に用いた
試料の模式（図15）。∇Tはスピンペルチェ効
果によって生成された温度勾配を表す。
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YIG上に成膜した試料においては逆符号の温
度変化が生じること、PtとYIGの間にスピ
ン蓄積－マグノン間相互作用を妨げるAl2O3

絶縁膜を厚さ僅か１nm挿入しただけで温度
変化信号が消失することも確認されている
［13］。以上の結果は、いずれも（1）、（2）式
と整合するものであり、観測された温度変化
信号がスピンペルチェ効果に由来することを
示している。このように、LIT法を用いると、
微細加工を用いることなくスピン流による温
度変調を非接触かつ高感度に可視化すること
ができるのである。

３－３．温度変化の空間分布と双極子型熱源
スピンペルチェ効果によって生成された温

度変化の空間分布を検証した結果を図5（a）,
（b）に示した。驚くべきことに、スピンペ
ルチェ効果によって生じた温度変化は、スピ
ン流が注入されるPt薄膜とYIG基板の接合部
に局在していることが明らかになった。この
結果は、ジュール熱など通常の熱源による温
度変化が、熱拡散によって熱源位置から周囲

に拡がっていくのとは対照的である（図5（c）,
（d））。ジュール熱による温度変化の空間分
布は強いロックイン周波数依存性を有し、2
節で述べた直感的な振る舞いに従い、低ロッ
クイン周波数では熱拡散により定常状態に近
い温度分布を示す一方、高ロックイン周波数
では熱源位置付近にのみ温度変化が生じる
（図5（d））。しかし、スピンペルチェ効果に
伴う温度変化は全く異なる振る舞いを示し、
高周波数領域までロックイン周波数に依存し
ないことが確認されている［17］。この実験
結果は、スピンペルチェ効果に伴う温度変化
は定常状態においても熱源位置に局在してい
ること、および非常に短い時間スケールで定
常状態に達することの2点を示している。こ
れらの振る舞いはジュール熱のような熱生成
現象では説明できず、スピン流によって生成
される熱源は通常の熱源とは質的に異なるこ
とが明らかになった。

本研究では、スピンペルチェ効果に伴う独
特な温度分布が、スピン流によって磁性体/
伝導体界面近傍に生成される「双極子型熱

図4 Pt/YIG接合におけるスピンペルチェ効果の熱イメージング［13］。(a),(b) 電流振幅Ｊｃ= 4.0 
mA，磁場強度Ｈ= ±16 kA/mにおける温度変化の振幅像および位相像。(c),(d) 振幅および位相
のＪｃ依存性。ロックイン周波数はｆ= 5.0 Hzに固定した。
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源」に由来することを示した［13］。双極子
型熱源は、等量の発熱源・吸熱源のペアで構
成され、通常の単一熱源とは異なり、異方的
な温度変化を示す（図6（a）,（b））。著者らは、
実験に用いた試料を模した磁性体/伝導体複
合構造に双極子型熱源を設置した系において
熱伝導シミュレーションを行い、スピン流に
伴う局所的な温度変化が良く再現されること
を確認した（図6（c）,（d））。局所的な温度変
化が生じるためには、発熱源と吸熱源が厳密
に等量である必要があり、この場合には巨視
的にみると正味の熱量がゼロになるため、熱
源から離れた位置には温度変化が生じないの
である。スピン流による双極子型熱源生成は、
磁性体/伝導体界面におけるスピン蓄積－マ
グノン変換がエネルギー保存しているという
ことの帰結であると定性的に解釈されている
［35］。

スピンペルチェ効果に伴う局所加熱・冷
却効果はLIT法に基づくイメージング計測に
よって初めて見出されたものである。空間分
布情報を得ることができない従来研究では、
この特異な温度分布は解析においても考慮さ
れておらず、温度変化の大きさが一桁以上も
過小評価されていたことが明らかになった
［12,13］。これまでスピンペルチェ効果はそ
の測定手法すら十分に確立されていなかった
が、局所的な温度分布を考慮して実験を再設
計することにより、現在では市販の熱電対ワ
イヤーでもスピン流によって誘起された温度
変化を観測可能になっている［16］。スピン
ペルチェ効果の系統的な測定や原理解明は今
まさに急速に進展しているところであり、最
近では現象論［36,37］のみならず微視的な
理論［38］も構築されている。

図5 スピンペルチェ効果とジュール熱に伴う温度変化の空間分布［13］。(a),(b) スピンペルチェ
効果によって生成された温度変化の振幅像・位相像および表面プロファイルのｆ依存性。(c),(d) 
ジュール熱によって生成された振幅像・位相像および表面温度プロファイルのｆ依存性。



野口研究所時報　第62号（2019）

─  56  ─

４．熱スピン変換の高出力化に向けて
４－１．多層膜におけるスピンペルチェ効果の
増大

以上の研究によりスピン流がもたらす熱制
御特性が明らかになった。しかし、スピンペ
ルチェ素子の熱電変換能は従来素子よりも
劣っているのが現状であり、スピン流が有す
るポテンシャルを最大限に発揮させるための
物理原理・材料・素子構造が希求されている。
このような状況の中、2015年に著者らは、強
磁性体と常磁性体により構成される交互積層
多層膜において、スピンゼーベック効果が飛
躍的に増大する現象を見出した。ゆえに、ス
ピンゼーベック効果の相反現象であるスピン
ペルチェ効果も多層化によって増大すること
が期待される。

そこで本研究では、すでにスピンゼーベッ
ク効果の増大が確認されている［Pt/Fe3O4］ 
×n多層膜を用いて、スピンペルチェ効果の
積層数n依存性を調べた。電流密度当たりの

温度変化はn=12の積層によって40倍以上増
大しており（図7）、多層化はスピン流による
熱制御性能を向上させるための有用な手法で
あることが確認された。

４－２．LIT法を用いた熱スピン効果の材料探索
単層当たりの熱スピン変換能が高い材料の探

図6 有限要素法により熱拡散方程式を数値計算することによって求めた温度分布［13］。 (a),(b) 
双極子型熱源（発熱源+Qと吸熱源－Qのペア）および単一熱源+qの概念図. (c),(d) Pt/YIG接合界
面に設置した双極子型熱源および単一熱源に伴う温度変化ΔTの断面分布。

図7［Pt/Fe3O4］×n多層膜におけるスピンペ
ルチェ効果の積層数n 依存性［14］。
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図8 コンビナトリアルスパッタリング法によ
りYIG上に作製したPt-W組成傾斜膜における
スピンペルチェ効果［18］。 (a) 温度変化のW
含有量依存性。 (b) LIT法により観測された熱
画像の例。

索・開発も重要な課題である。著者らは、材
料探索のスループットを向上させるために、
LIT法に基づくイメージング計測とコンビナ
トリアル材料技術を組み合わせた手法の導入
も進めている［18］。LIT法を用いると熱画
像の撮影範囲内の熱電・熱スピン変換特性の
空間分布を取得できるため、コンビナトリア
ル薄膜作製技術により組成傾斜した試料を作
製して計測すると、スピンホール効果ないし
はスピンペルチェ効果の物質依存性を１つの
試料から、計測にかかる時間的なコストを増
やすことなく一挙に得ることができるのであ
る。文献［18］では、YIG上にPtとWの組成
傾斜膜を作製して用いてスピンペルチェ効果
を測定し、この手法の有用性を実証した（図
8）。このように、LIT法は高性能な熱電・熱
スピン変換材料の探索・開発にも貢献するこ
とが期待される。

５．おわりに
本稿では、スピンペルチェ効果を中心に、

近年著者らが進めてきたLIT法を用いたスピ
ンカロリトロニクス研究について紹介した。
本手法は非接触でありながら、温度分布をサ
ブmKオーダーの温度分解能、μmスケール
の空間分解能で測定できる上、外部入力に対
するスピンカロリトロニクス現象の応答を従
来手法よりも効率的・系統的・定量的に評価
することができる。

スピンペルチェ効果のイメージング計測に
よって明らかになった応用面における重要な
点は、スピン流によってスピントロニクスデ
バイスの局所温度変調を実現できる可能性を
示したことにある。双極子型熱源を用いれば
対象の温度のみを（周りの温度に影響を与え
ずに）変調することが可能になるため、新し
い熱制御技術に繋がる可能性がある。今後、
本稿で紹介した手法が、スピンカロリトロニ
クス現象の更なる原理解明・材料探索や新た
な応用技術の創出に繋がることを期待したい。
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2. 興味を持った演題について
本シンポジウムでは合成化学に限らず、非

常に広い分野の演題が集まっている。そのな
かで、著者が特に印象に残った演題を下記に
挙げる。
演題1）A. Schepartz, Imaging organelle 
Interactions at Super-resolution for Almost 
Forever and in Multiple Colors.
演題2）L.L. Kiessling, Carbohydrates as 
Microbial IDs.
演題3）L. Wang, Chemoenzymatic 
Synthesis of Homogenous Glycoproteins.

ACS Fall, 2018 National Meeting & Exposition参加報告
Report on the International Meeting

糖鎖有機化学研究室　　田中　智博＊

Tomohiro TANAKA

1. シンポジウム概要
ACS National Meeting & Expositionはア

メリカ化学会が主催するシンポジウムのひ
とつであり、年間に2回（springとfall）開催
される。今回、著者は2018年8月19~23日に
米国のボストンで開催されたACS Fall 2018 
National Meeting & Expositionに参加した。
（図1）

本 会 に は 毎 回 テ ー マ が あ り、 今 回 は
“Nanoscience, Nanotechnology & Beyond”
というテーマでの開催となった。シンポジ
ウ ム は 第 一 会 場 で あ るBoston Convention 
& Exibition Centerを 中 心 に4 ヶ 所 の 会 場
(Sheraton Boston Hotel, Westin Boston 
Waterfront, Aloft, Boston Seaport)で行われた。

図1 シンポジウム会場

図2 Boston Convention & Exibition Center
の外観とエントランス

＊現職：東京理科大学 薬学部 助教
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1つ目の演題はこれまでに様々な蛍光プ
ローブを開発し、ケミカルバイオロジー研究
を牽引してきたSchepartz教授らの報告であ
る。Schepartzらは様々なオルガネラ（細胞
膜、ミトコンドリア、小胞体）の脂質膜に特
異的に局在する蛍光プローブを種々開発し、
それらを用いて長時間のマルチカラーイメー
ジングに成功した。講演の中で、単位面積当
たり（1 nm四方）の分子数で考えれば、た
んぱく質(2 ～ 3分子程度)を標識するよりも脂
質（100分子以上）を標識する方が感度およ
び蛍光寿命の点で優れているとの話があった。
当たり前の話ではあるが、著者はこれまでそ
のような観点で考えたことがなかったので非
常に印象に残る講演となった。

2つ目の演題はKiessling教授のマイクロバ
イオームに関わる研究である。近年、マイク
ロバイオームは人の健康に大きく関わってい
ることが示唆されているが、それを構成する
菌種の検出法としてKiesslingらは菌の表面
の糖鎖構造に注目した。特定の菌種に存在す
る糖鎖パターンを認識するレクチンを開発す
ることでマイクロバイオーム研究のための
ツールにする試みについて報告していた。

3つ目の演題はWang教授らによる変異型
ENGase (エンド-β-N-アセチルグルコサミニ
ダーゼ)による糖転移反応を利用した均一糖
鎖を有する糖たんぱく質の化学―酵素合成の
報告である。今回は、エリスロポエチン(EPO)
を合成標的とした研究を主に報告していた。

3. 著者の発表について
今回、著者は“Facile Glycopeptide Syntheis 

Using Glycoamino acid with O-Boc Protection.”
という演題で開催4日目の朝のセッションに
て口頭発表させて頂いた。その日は朝からひ
どい雨が降っており、会場にもあまり人が来
ていなかった。英語で30分の口頭発表だった
ので、著者も会場に入るまでは非常に緊張し
ていたが、こちらの会場も他の会場と同様に
数えるほどしか人がいなかったので、リラッ
クスして発表する事ができた。今回の発表で
は糖ペプチド合成の化学を中心に発表したが、
座長のReinhold教授をはじめとしてグライコ
バイオロジーの方が多かったので、あまりケ
ミストリーの部分には触れられなかった。し
かし、「この手法で合成した糖ペプチドを用
いて、具体的にどのような糖タンパク質を標
的として機能解析を進めるのか？」などバイ
オロジーならではの質問を頂いた。その点に
ついては、著者も今後研究を進めていくにあ
たり留意しなくてはいけないと考えていたと
ころだったので非常に参考になった。

4. 最後に
今 回 のACS Fall, 2018 National Meeting 

& Expositionに参加したことで、様々な分野
の研究における世界の動向を知ることができ、
自分の研究テーマの課題も見出すことができ
た。この経験を基に今後の研究を進めていき
たいと考えている。
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2018年度活動概要
The Activities of the Institute

常務理事　　松田　昭生
Akio MATSUDA

－　事業概要　－

研究開発事業では、糖鎖バイオロジー分野
の研究および機能性材料の研究に取り組んだ。
2018年度は当研究所の原資のおよそ85%を糖
鎖研究、15%を機能性材料研究にあてた。

活動の中心である糖鎖研究においては、重
点テーマとして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（糖鎖リモデリン
グ技術）の構築を進めてきた。これまで主要
糖鎖に加えてバイセクティング糖鎖や多分岐
糖鎖等を含むマイナー糖鎖についてもリモデ
リングによる均一化と構造活性の評価を実施
してきたが、当初の目的を達成できたので成
果を論文化して研究に一区切りをつけること
とした。今後、本研究で蓄積した技術の応用
展開を図ってゆく。また本技術に着目した国
立医薬品食品衛生研究所と共同研究を実施し
た。

上記の合成系の研究のほか、疾患と糖鎖修
飾の関わりに関する研究や糖構造を有する生
理活性物質の探索研究にも継続して力を入れ、
疾病克服の一翼を担うことを目指している。
また、糖鎖研究を支援するため、競争的資金
を活用したデータベース開発プロジェクトに
参画し、糖タンパク質データベースの構築に
も注力している。

機能性材料研究では、企業との共同研究に
より、環境・エネルギーに資する研究を行った。

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。

研究助成事業は、挑戦的な若手研究者を支
援するために野口遵研究助成事業を継続して
いる。本年度は「ライフサイエンス」、「エネ
ルギー・資源・環境」及び「豊かな生活」の
3課題で募集し、146名の応募の中から13名に
助成金を授与した。本年度の野口遵賞は2015
年度の助成者である大阪大学の関谷毅氏に贈
呈した。受賞テーマ名は「シート型センサシ
ステムによる長時間脳活動・血圧計測への挑
戦と介護分野への貢献」であった。

また過去の助成金採択者に対してアンケー
トを実施した。90名から回答があり、研究費
が不足しがちな萌芽期の研究や実績の少ない
若手研究者を支援するユニークな助成制度と
して大変高い評価を得ていることを改めて確
認した。

人材の養成については大学への講師派遣、
卒業研究生（1名）受け入れを継続して実施
した。

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
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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
来た。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。先ず我々はもともと
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、これらの成果
をBioTech2015, 第34回日本糖質学会年会等
にて発表、PLOS ONE誌に報告した。さら
に、トラスツズマブ製剤中の主要糖鎖に関し
てはコアフコースを有し、かつ均一な糖鎖構
造を持つ高純度糖鎖均一抗体の調製技術も確
立した。そしてコアフコースの有無以外同一
の構造を有する数種の均一糖鎖抗体間での活
性比較を行い、コアフコースの存在が生物活
性をほぼベーサルレベルにまで低下させる事
を明らかにした。即ち、製剤中10～15%しか
含まれないコアフコース非含有トラスツズマ
ブが活性本体である事をつきとめた（本結果
はBiosci Biotech Biochem誌に報告）。同技
術を他の抗体医薬であるリツキサンにも適用
して各種均一糖鎖搭載抗体を作成後、国立医
薬品衛生研究所と共同でADCC、CDC活性、
物性等、種々の相関データを取得し、興味
ある知見を得た（mABsに投稿、受理）。更
に、酵素・ドナーのラインアップ拡充検討を
推し進め、高マンノース糖鎖、バイセクティ
ング糖鎖、多分岐糖鎖等を含めた製剤中のマ
イナー糖鎖構造に関してもリモデリングによ
る均一化に目途を付けた。そして活性比較に
より、高マンノース糖鎖搭載抗体は複合型糖
鎖搭載抗体に比して著しく活性が低い事、少
なくともFcγRIIIaとの結合、ADCC活性発
現に関しては複合型２本鎖のうちα1-6側糖
鎖のみがあれば十分である事等の重要な知見
を取得した。尚、3本鎖、4本鎖等多分岐糖鎖
搭載抗体作成に関しては現存酵素を用いるド
ナー、アクセプターの連結が困難を極めた為、
別ルートとして2本鎖搭載HGP抗体を出発材
料として試験管内で糖転移させる方法を検討
採用して目的物を取得した。当初計画してい
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た代表的なドナー糖鎖群による抗体タンパク
質のリモデリングがほぼ達成できたので、論
文化を残しプロジェクトとしての研究は終了
とする。

尚、本プロジェクト遂行過程で我々は天然
型糖鎖のみならず非天然型糖鎖であるPEG
化糖鎖、アジドPEG化糖鎖も同様のアプロー
チにより抗体の糖付加部位に連結可能である
事を見出しており、今後アジドPEG化糖鎖
搭載抗体とクリックケミストリーを活用し、
ADCC活性向上、抗体のADC化等有用抗体
創製の可能性を探索する。また上記方法では
困難である複数個所のリモデリング、更には
O型糖鎖のリモデリングを可能とする事が期
待される非天然糖アミノ酸の蛋白質への導入
検討に関しても、共同研究にて着手する。

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。

（2018年度の年初計画）
①各種糖鎖オキサゾリン（ドナー）の合成、 

及び糖タンパク質の構造解析を行う。
（HGP project）

②α-ジストログリカン糖鎖関連化合物の合
成を行う。

③生化学的知見に有用な糖質誘導体の合成を
行う。

④Acid-labileな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。

⑤JST・統合化推進プログラムとして実施
している「糖鎖科学ポータルの構築」
において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「Web3.0 
Unique Representation of Carbohydrate 
Structure（WURCS）」の開発および複合
糖質構造の整理・データベース化を行う。

⑥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”
のコンテンツを拡充するため、糖タンパク
質データベースの開発を行う。

⑦ENGaseの糖鎖転移活性を利用した位置選
択的なタンパク質のPEG化法の開発を行う。

⑧糖鎖抗体作成用新規糖鎖プローブの開発を
行う。

⑨ボロン酸誘導体を用いた質量分析法による
新規糖鎖構造解析法の開発を行う。

⑩LC-SRM（MS/MS）による定量法を用い
てグライコフォームの解析を行う。

（今期の成果）
HGPプロジェクトで抗体の糖鎖リモデリ

ングのための種々の糖鎖オキサゾリンドナー
の合成・供給を行った。また、本年度は卵黄
よ り 得 ら れ るSialylglycopeptide（SGP） を
出発原料とし、多分岐糖鎖ドナーの合成を
行った。

α-ジストログリカンは筋細胞表面に存在
する糖タンパク質で、基底膜と筋細胞を結合
させ筋細胞構造の安定化に寄与している。こ
のα-ジストログリカン上の糖鎖構造が不完
全だと筋組織の維持が困難になり福山型先天
性筋ジストロフィーの原因になることが明ら
かになっている。このようなα-ジストログ
リカン関連疾患の研究や治療法の開発として
α-ジストログリカン糖鎖が注目されている。
本研究では、立体構造に基づいたα-ジスト
ログリカン糖鎖合成酵素の分子機構の解明を
目的とし、α-ジストログリカン糖鎖合成酵
素のX線構造解析を高エネルギー加速器研究
機構、及び東京都健康長寿医療センター研究
所との共同研究として行った。当研究室では
X線構造解析ための共結晶用基質となるマン
ノシルペプチドの化学合成を行った。また
AMED「難治性疾患実用化研究事業」の一
環としてcoreM3-ペプチドの合成も行った。

牛乳からチーズを製造する際の生じる乳清
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は有効な価値のある資源ではないために主に
廃棄処分されているが、Ｏ-結合型糖タンパ
ク質が含まれていることが知られている。本
研究では乳清中に含まれるプロテオースペプ
トンから、構造明確なＯ-結合型糖ペプチド
の量的調製法の開発に成功した。

糖タンパク質の機能や構造の解析には、そ
の部分構造である糖ペプチド標品が必要であ
る。糖ペプチドの一般的な合成法として、糖
水酸基保護基にはアセチル（Ac）基やベン
ジル（Bn）基が用いられる。しかし、糖水
酸基をAc基で保護した場合、脱保護が二段
階反応になる上、塩基処理によるペプチドの
ラセミ化が懸念される。また、糖水酸基を
Bn基で保護した場合、最終脱保護の酸処理
において酸に感受性の高いフコシル結合が開
裂してしまうことが報告されている。そこで、
本研究では糖水酸基をtert-ブトキシカルボニ
ル（Boc）基で保護した、簡便かつ高収率な
糖ペプチド合成法の開発を行っている。本年
度は、従来法では合成が困難であった1分子
内に2種類の異なる構造のFuc含有糖鎖を有
する糖ペプチドを本手法を用いることで効率
的に合成できることを明らかにした。

グライコナビの拡充として糖タンパク質
データベースの開発を行っている。本年度は
糖タンパク質糖鎖のデータを論文から抽出し
整理し、可視化ツールの開発を行った。また、
糖タンパク質データを解析するツール、国際
糖鎖標準表記法（WURCS：Web3.0 Unique 
Representation Carbohydrate Structures）
や複合糖質表記法の開発も実施した。

タンパク質の位置選択的なPEG化法とし
て、PEG化糖オキサゾリンをドナーとして用
い、エンド-β-N-アセチルグルコサミニダー
ゼによる糖鎖転移反応を利用したタンパク質
の位置選択的なPEG化法の開発を行っている。
本年度は、転移反応におけるPEG鎖と糖との
間の結合様式の影響について検討した。これ
までは低分子量PEG（分子量300 ～ 600程度）

をエーテル結合により糖へ導入してきたが、
分子量1万以上の高分子PEGをエーテル結合
で糖へ導入することは非常に困難であること
が予想される。一般的分子量1万以上の高分
子PEGはスクシンイミド体で市販されており、
タンパク質のアミノ基と反応してアミド結合
を介してPEG鎖が導入されている。そこで本
研究でも高分子PEG導入には市販のスクシン
イミドを用いることを想定し、その際に生じ
るPEG鎖と糖との間のアミド結合が転移反応
において及ぼす影響について検討した。その
結果従来のエーテル結合の場合とほぼ同様の
転移効率を示し、PEGドナーとして機能する
ことが明らかとなった。

有機ボロン酸のジオールと結合する性質を
利用した、通常の質量分析法によるでは識別
が困難な糖異性体を識別できる、高感度かつ
特異性の高い質量分析法の開発を行っている。
本年度は有機ボロン酸を用いた植物由来配糖
体の糖鎖構造の解析を行った。その結果、分
子量は同じであるが糖水酸基のエピマーであ
るグルコースとガラクトースを末端に有する
糖鎖構造も識別できることが明らかとなった。

グレーゾーン（4-10ng/ml）前立腺がん患
者血清中のPSAグライコフォーム解析を目
指して、血清より調製したPSA糖ペプチドの 
LC-MS/MSによる解析法の開発を行ってい
る。今年度グレーゾーンレベル血清中のPSA
の数%のグライコフォーム（糖鎖構造）まで
解析可能な手法を確立し、患者血清解析に着
手した。

糖鎖生物研究室
癌などの疾患や加齢に伴う糖鎖構造変化を

捉え、その構造変化の果たす役割並びに分子
機構の解明により、有用なバイオマーカーの
発見、更には疾患の予防・治療に関する新た
な情報を提供する。
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（2018年度の年初計画）
①LDN糖鎖による乳癌進行抑制メカニズム

を解析する。
②LDN含有PSAの診断マーカーとしての有

用性を検証すべくLDN抗体を取得し、EIA 
系を構築する。

③患者癌細胞CTOS由来、癌細胞株由来およ
び精漿由来PSAのグライコフォームの比
較解析により見出されたし、癌性変化に関
連する可能性のあるグライコフォームに関
し、構造解析を行うとともに新たな癌マー
カーの可能性を検証する。

④GalNAc-DSLc4及びその合成酵素と腎癌悪
性化との関連を解明するため、エクソソー
ムの役割に着目しその関与を調べる。

⑤組織の癌転移・線維化にガレクチンが関与
するかどうかの予備検討を行う。

⑥HGPプロジェクトにおいて、ターゲットと
する糖タンパク質や付加させる糖鎖の種類
を拡充し、均一な糖鎖構造を持つ糖タンパ
ク質の調製を行う。また、取得した糖鎖改
変体に関して生物活性測定を実施し、各種
糖鎖間での比較を通してその機能を解明す
る。

⑦骨格筋の機能変化における糖鎖の役割に関
する仮説を証明するために、細胞ならびに
動物を用いた解析を進める。

（今期の成果）
LDN（LacdiNAc）糖鎖による乳癌進行抑

制メカニズムに関する研究は、LDN生合成
酵 素 の β4-N-acetylgalactosaminyltransfera
se4遺伝子強制発現乳癌細胞株を用いること
で対照株に比して悪性形質が抑制されること
を明らかにしてきた。今年度は、上記細胞に
おける形態変化に着目し、LDN糖鎖の発現
増大が細胞に及ぼす影響について細胞の遊走
能や細胞表面の受容体を介したシグナル伝達
経路に関する解析などを進めた。

LDN抗体を取得してEIA系を構築する研究

は、ファージディスプレイなどの技術を利用
して抗体の取得を目指したが目的の抗体を得
ることが出来なかったため、本研究は今年度
で終了することとした。

癌性変化に関連するグライコフォームに関
する研究は、前立腺癌患者由来CTOS（Cancer 
tissue-originated spheroid）および前立腺癌
細胞株LNCaP由来PSAに共通に見出された
グライコフォームに関し、レクチンカラムで
の分離、免疫沈降による精製、サーモリシン
消 化、MALDI/MS解 析 を 行 い、MS/MSに
より糖鎖構造を確定した。今年度は、原発性
癌由来細胞株22Rv1由来PSAについて解析し、
同様のグライコフォームが存在することを明
らかとした。また、見出されたグライコフォー
ムの一つに対する特異的な抗体の取得を目指
して合成した抗原によるウサギへの免疫を
行ったが、目的とする抗体は得られなかった。

GalNAc-DSLc4と腎癌悪性化に関する研究
は、樹立したGalANc-DSLc4安定発現株を用
いて癌悪性化や転移性へのGalNAc-DSLc4糖
鎖抗原の関与について検討を進めてきた。今
年度は、癌細胞が分泌するエクソソームに着
目してGalNAc-DSLc4発現株から分泌される
エクソソームの「がん微小環境」構築につい
て検討を行った。腎癌細胞株由来エクソソー
ムの調製方法を確立して最適化を行った後、
GalNAc-DSLc4発現株由来エクソソームが血
管内皮細胞および肺線維芽細胞に与える影響
について調べた結果、エクソソームの添加に
より一部の関連遺伝子が増加することが明ら
かとなったが、GalANc-DSLc4発現株由来エ
クソソームとコントロール株由来エクソソー
ム間に顕著な差は認められなかった。その一
方で、受容細胞による蛍光標識エクソソーム
の取り込みについて調べ、コントロールに比
べてGalNAc-DSLc4発現株由来エクソソーム
の方が取り込まれやすい傾向が認められた。

癌転移・線維化とガレクチンに関する研究
は、腹膜播種能を有し悪性度の高い胃癌細胞
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に高発現するガレクチン-4の悪性形質への関
与を検討している。今年度は、CRISPR-Cas9
システムによってガレクチン-4ノックアウト
（KO）細胞の作製およびクローニングを行
い、ターゲット部位の異なる2種類のcrRNA
から作製した細胞株をそれぞれ3クローンず
つ取得した。取得したガレクチン-4KO細胞
について配列解析により遺伝子の欠失や変異
を確認し、ガレクチン-4が悪性形質にどう関
与するかを様々な側面から解析を進めている。

HGPプロジェクトでは均一糖鎖抗体の創
製と生物活性評価を行ってきたが、今年度は
新たに多分岐糖鎖を有する均一糖鎖抗体の調
製と評価を進めた。コアフコースを有さない
G0型糖鎖をもつ抗HER2抗体（トラスツズマ
ブ）に対して各種の糖転移酵素を作用させ、
3 〜 5本鎖糖鎖を有する抗体を調製できるこ
とを確認し、このうち3本鎖糖鎖を搭載する
抗体4種ならびに4本鎖糖鎖を搭載する抗体1
種について高純度での大量調製を行った。ま
た、ENGase（EndoS2、EndoF3）およびそ
の変異体と多分岐糖鎖オキサゾリンを用いた
糖転移反応により、コアフコースを有する抗
CD20抗体（リツキシマブ）アクセプターに
対して多分岐糖鎖を転移させることにも成功
した。新たに調製した多分岐糖鎖を有するト
ラスツズマブは、HER2高発現株のSK-BR-3
細胞をターゲットとした抗体依存性細胞障害
（ADCC）活性測定および表面プラズモン共
鳴法によるFcγレセプターとの相互作用解
析により2本鎖糖鎖を有するトラスツズマブ
との活性比較を実施した。また、新たに調製
した糖鎖改変リツキシマブは、CD20発現株
のRaji細胞あるいはWIL2-S細胞をターゲッ
トとしたADCC活性と補体依存性細胞障害
（CDC）活性の評価を、表面プラズモン共鳴
法と共に行った。一方、多分岐糖鎖の切断活
性を有する新規ENGaseとして、Bacteroides
属細菌由来のEndo-Bno1263（複合型糖鎖切
断酵素）と、Tannerella属細菌由来のEndo-

Tsp1603（ハイマンノース型糖鎖切断酵素）
の解析を行った。また糖ペプチド基質を用
いた解析により、Tannerella属細菌由来の
Endo-Tsp1006は複合型糖鎖のうち糖鎖末端
がガラクトースかα2,6シアル酸である糖鎖
を好んで切断する酵素、Endo-Tsp1263は複
合型糖鎖のうち糖鎖末端がN-アセチルグルコ
サミンである糖鎖を好んで切断する酵素であ
ることを明らかにした。

骨格筋の機能変化と糖鎖の役割に関する研
究は、加齢により進行性かつ全身性に筋肉量
および筋力が低下するサルコペニアなどの骨
格筋領域の疾患について、その発症や進展に
おける糖鎖の役割を明らかとし、その予防
や治療に関する情報を提供することを目的と
して進めている。今年度は、共同研究先の動
物飼育施設で作製した各種疾患モデルマウス
より抽出した筋肉組織を用いて取得した疾患
特異的な糖鎖構造の変化を裏付けるための検
討を行ったが、確定することはできなかった。
また、新たな視点からのアプローチとして培
養細胞を用いて筋管へ分化する系を構築し、
糖鎖の関与についての解析を開始した。

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

（2018年度年初計画）
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。今
年度は
①3本鎖、4本鎖の均一糖鎖抗体の創製技術を

確立し、調製抗体の特性を評価する。
②バイセクティングGlcNAc含有糖鎖を含め

た抗体医薬製剤中にマイナー成分として検
出される糖鎖を有する一連の均一糖鎖抗体
を作成し、構造、活性相関を調べる。特に
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複合型2本鎖に関しては一連の分岐異性体
を創製し、活性比較を行う事によりマン
ノースα1-6、α1-3側鎖の役割解明を目指す。

③一連のPEG化糖鎖を有する均一抗体の創製
検討と機能評価。

（今期の成果）
3本鎖、4本鎖の均一糖鎖抗体の創製に関し

てはオキサゾリン化ドナー糖鎖を抗体アクセ
プターに連結する従来法では現状リモデリン
グ困難と判断されたので、生合成酵素であ
るGnT IV, GnT Vを活用し、2本鎖均一抗体
（G0-HGP）を出発原料として3、4本鎖に伸
長させる方法を小スケールで検討し、先年度
までに目的とする産物の生成を確認した。今
年度はスケールアップして反応を行い、純化
を試みた。3本鎖a体の創製フローはG0-HGP
とUDP-GlcNAcをGnT5orGnT4で反応させ、
GN3a or GN3bを生成させた後、endoS処理
を行い、未反応G0糖鎖を切断後に陽イオン
クロマトにて両3本鎖フル体を精製した。収
率 は 低 い（～ 15%） が、a体、b体 と も に
GN3型糖鎖付加率98%の高純度標品を取得で
きた。ついで両標品それぞれにUDP-Gal存在
下でβ4GalTを作用させた後、プロテインA
による精製を経て、G3GN3a、G3GN3bを取
得した。MS解析の結果、G3GN3型糖鎖付加
率はそれぞれ97、98%以上と算出され良好で
あった。これらの高純度3本鎖均一糖鎖抗体
群並びに対照としてG0、G2抗体を用いて活
性評価を実施し、以下の知見を得た。
・3本鎖GN3シリーズにおいては、GN3ｂ

（1,3鎖側GlcNAcがβ1-4結合した分岐構
造を有する）が分岐のないG0より高い
ADCC活性を示し、その強度は末端にGal
を持つG2と同等であった。一方、活性変
動が予想されたGN3a（1,６鎖側マンノー
スにGlcNAcがβ1-6結合した分岐構造を
有する）はG0とほぼ同等の活性を示した。
SPRによるFcRγIIIaとの結合親和性評価

も同様の結果となり相関性が確認された。
・3本鎖G3GN3シリーズに関しては両分岐タ

イプ（G3GN3a/b）ともに分岐なしのG2よ
り高いFcγRIIIaとの結合親和性を示した。
しかしながらADCC活性評価ではいずれも
G2と同等以下の活性しか示さず、相関が
取れていない、今後再試験を行いデータ
フィックス並び考察を行う。
一方、4本鎖搭載抗体は、G0-HGPとUDP-

GlcNAcを用いて先ずGnT5でGN3aの生成、
endoSによる未反応G0の切断、ついでGnT4
による4本鎖GN4の生成、endoS2による未反
応GN3aの消化というプロセスを経て陽イオ
ンクロマトで分離精製を実施した。その結果、
GN4型糖鎖付加率～ 98%の4本鎖均一糖鎖抗
体を取得できた。

先 年 度 ま で に 調 製 し た 分 岐 異 性 体 ペ
アG1GN1a/b、 の 活 性 評 価 を 実 施 し た。
G1GN1a/bペアに関しては予想通り、α1-3
鎖側が還元末端より2残基欠失したG1GN1a
は非欠失型であるG2とほぼ同等のFcγRIIIa 
親和性を示し、α1-6側の2残基欠失体であ
るG1GN1bは親和性の低下が確認された。尚、
本結果はADCC活性とも良く相関した。これ
までのG1a/b、GN1a/bの結果と合わせ、α
1-6側鎖の重要性を支持するとともに、少な
く と もFcγRIIIaと の 結 合、ADCC活 性 発
現に関しては複合型2本鎖のうちα1-6側糖
鎖のみで十分である事を強く示唆する。現
在調製検討中であるコアM3の3位側のマン
ノースまで欠失させた1本鎖搭載抗体（HGP-
G1GN1M1a）の評価結果が出次第、論文化す
る予定である。尚、1本鎖搭載抗体創製に関
しては、先ずG1GN1M1aオキサゾリン体を
合成し、手持ちのENGasesによるアクセプ
ターへの転移を試みたが、全く転移産物の生
成が確認されなかったので、HGP-G1GN1aか
らマンノシダーゼによるトリミング法を検討
中である。

一方、国立食品衛生研究所との共同研究（リ
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ツキサン糖鎖構造と物性及び生物活性の関連
解析）に関しては以下の知見を得、共著論文
として投稿中である。

これまで糖鎖末端のGalの量がリツキサン
のCDC活性と関連する事が報告されていた
が、均一糖鎖抗体を用いた今回の解析により
末端Galのうちα1-6Man側鎖に付加するGal
がCDC活性、C1qの結合に重要である事が始
めて明らかとなった。また上記ハーセプチン
の場合と同様、ADCC活性、FcγIIIaとの結
合にもα1-6側の同Galが重要との結果を得た。

HDX解析により本GalによるCH2ドメイン
の構造安定性の変化が両活性に影響を及ぼす
事を示唆するデータを得た。

PEG化糖鎖に関してはハーセプチンアクセ
プ タ ー（HerB,Fuc-） へ のendoS（WT） に
よるPEG5糖鎖オキサゾリンの転移が不調で
あったため（原因不明）しばらく棚上げにし
ていたが、今回材料を一新し、ハーセプチン
アクセプター（HerC,Fuc-）、リツキサンア
クセプター（Fuc-）への同オキサゾリンの
endoS（WT）,endo-S2（WT）による転移を
試みた。その結果、効率良く転移する事が確
認された。また新たに合成したPEG10糖鎖
オキサゾリンに関してもリツキサンアクセプ
ター（Fuc-）へendo-S2（WT）による転移
が確認された。更に、今後、クリックケミス
トリーをADCC活性の向上、ADC創製への
適用するための当面の足場として設計合成し
たアジド化PEG5糖鎖オキサゾリンもリツキ
サンアクセプター（Fuc-）にendoS2（WT）で、
（Fuc+）にendoS2（WT）及びendoF3（WT）
でそれぞれ転移可能である事が確認された。

1-2　機能性材料研究
（2018年度年初計画）

従来培ってきたナノ・メソポーラス材料技
術および機能性材料技術の切り口から、次世
代電池材料の創出を目指して、電極技術、電
解液技術の探索研究を引き続き推進する。

その後、研究テーマ見直しを行い、光触媒
金属酸化物、ガス分離膜用高分子などの合成
技術の探索研究を推進することに変更した。

（今期の成果） 
種々の合成法を駆使することにより多岐に

わたる複合酸化物を合成し、有機物分解活性
が高い光触媒金属酸化物のスクリーニングを
実施した。これにより数種類の高性能な複合
酸化物を見出すことができた。有望なガス
分離素材として選定されたポリマーについ
て、再現性のある合成条件確立に向けた検討
を行った。その過程で副反応の存在を見出し、
それを回避・コントロールすることで安定な
合成条件を確立した。

1-3　その他
当研究所はフルオラス科学の研究振興を継

続して支援している。2018年度は、フルオラ
ス科学研究会第11回シンポジウムを広島国際
大学池田潔教授にご尽力いただき、9月21日
広島市立大学サテライトキャンパスにて開催
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
（競争的委託研究事業）
・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

・国立研究開発法人日本医療研究開発機構
（AMED）「難治性疾患実用化研究事業」
研究開発課題名： 新規修飾体リビトール
リン酸の病態生理機能に着目した福山型筋
ジストロフィーの発症機序の解明と治療法
の開発

（共同研究）
・旭化成株式会社
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・旭化成ファーマ株式会社
・大阪府立病院機構（井上正宏部長）
・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）
・慶応義塾大学医学部（工藤純教授）
・国立精神・神経医療研究センター（武田伸

一理事）
・国立医薬品食品衛生研究所（橋井則貴室

長）
・東京大学医科学研究所（山梨裕司教授）
・北陸先端科学技術大学院大学（芳坂貴弘教

授）
・高エネルギー加速器研究機構（加藤龍一准

教授）

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、エネルギー・資
源・環境、新材料・デバイスの3分野で募集し、
2018年度は146件の応募の中から13件に第10
回助成金を贈呈した。

本助成金の採択者は10年間で延べ137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。

2-2　野口遵賞
2014年度に「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。

2018年度は、2014年度及び2015年度採択
者の中の12名の応募者から、大阪大学の関谷
毅氏に第5回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。
2018年度は1名の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4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

・国内特許出願	 8件（うち共同出願 5件）
・国内特許公開	 3件（うち共同出願 2件）
・国内審査請求	 5件（うち共同出願 2件）
・国内特許登録	 2件（うち共同出願 1件）
・PCT出願	 0件（うち共同出願 0件）
・外国特許出願	 2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	 1件（うち共同出願 0件）

（2）学会発表	 31件（うち国際学会 8件）
（3）誌上発表	 6件
（4）依頼講演 3件

【別添資料1】
フルオラス科学研究会第11回シンポジウムプログラム
2018年9月21日（金）広島市立大学サテライトキャンパス 〒730-0051 広島市中央区大手町

9：30 ～ 9：40	 会長挨拶 
9：40 〜 9：55	 座長：池田潔（広国大薬）
	 口頭発表O-1「B（C6F5）3 を触媒に用いる立体選択的 Diels-Alder 反応」 
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	  （名古屋大学大学院工学研究科有機・高分子化学専攻）（石原一彰） 
9：55 ～ 10：45	 座長：松儀真人（名城大農） 
	 招待講演1 「フルオラス溶媒を用いたメタン・メタノール変換反応」 
	 （1阪大高等共創研、 2阪大先導的学際研）（大久保敬1,2） 
11：00 ～ 11：50	 座長：轟木堅一郎（静岡県大薬） 
	 招待講演2 「可逆的相互作用を利用した生体関連物質のフルオラス溶媒抽出」
	 （福岡大学薬学部）（巴山忠） 
13：15 ～ 14：05	 座長：矢島知子（お茶の水女子大） 
	 招待講演3「脱フッ素ホウ素化反応によるフルオロアルケン合成法の開発」
	 （理化学研究所  生命機能科学研究センター（BDR））（丹羽節） 
14：05 ～ 14：20	 座長：畑中研一（東大生産研） 
	 口頭発表O-2「フェニル基を有するジアミノシクロヘキサン骨格含フッ素低

分子ゲル剤の合成と物性評価」
	 （お茶の水女子大院）（叶野花菜子） 
14：20 ～ 14：3	 座長：畑中研一（東大生産研） 
	 口頭発表O-3「フルオラスプロリン触媒を用いた高立体選択的不斉アルドー

ル反応」
	 （名城大農）（小林佑基）  
14：50 ～ 15：40	 座長：伊藤彰近（岐阜薬大） 
	 招待講演4「ペルフルオロアルキル基を含む縮合多環芳香族化合物の合成と

その物性」 
	 （東京農工大学  大学院工学研究院応用化学部門）（山崎孝） 
15：50 ～ 16：50	 ポスターセッション

P-1	 直鎖ジアミノアルキル骨格を有する含フッ素低分子ゲル化の合成と物
性評価 

	 （1 お茶大院、2 楠本化）○叶野花菜子、佐藤栄一 2、矢島知子 1 
P-2	 フルオラス有機分子触媒を用いた不斉 direct vinylogous aldol 反応」 
	 （東京薬大薬）○松島恭征、坂井崇亮、平島真一、山下祥史、中野樹、

中島康介、古石裕治、三浦剛
P-3	 計算化学による含フッ素医薬品の設計 
	 （広島市立大学大学院情報科学研究科）○齋藤徹、鷹野優
P-4	 ベンゾイミダゾール scaffold を有する farnesoid X receptor（FXR）

アンタゴニストの構造活性相関 
	 （1 広島国際大学  薬学研究科、2 同大薬学部、3 大阪薬科大学、 

4 関西分子設計研究会）○増田有沙 1、山下ユキコ 2、井口裕介 2、
藤森功 3、合田圭吾 4、手納直規 1

P-5	 Diphenyl Phosphorazidate を用いたテトラゾールの効率的合成：フ
ルオラス溶媒の検討

	 （1 名城大農、2 東北大多元研）○石原稿太朗 1、川島麻友美 1、 
松本高利 2、塩入孝之 1、松儀真人 1
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P-6	 含フッ素デングウイルス感染阻害剤の合成研究（Ⅱ）
	 （広島国際大学）○寺岡文照、向原大貴、佐藤理貴、大坪忠宗、 

池田潔
P-7	 フルオラス・タグを組み込んだ 2-(benzo[d]thiazol-2-yl)phenol 型固体

発光性色素の合成と応用に関する研究 
	 （広島国際大学）○大坪忠宗、寺岡文照、池田潔
P-8	 フルオラス誘導体化を用いたシアン化物分析法の開発 
	 （福岡大薬）〇冨田陵子、巴山忠、藤岡稔大
P-9	 ペルフルオロヘテロ環を用いた蛍光色素の新規合成とその優れた特性 
	 （1 岐阜大院自然科技、2 岐阜大工）○齋藤優生 1、窪田裕大 2、 

船曳一正 2 
P-10	パーフルオロアルキルタグ化による 5-アミノレブリン酸及び ALAS 

活性の簡便、高感度、高精度な誘導体化 LC-MS/MS 分析法の開発   
	 （1 静岡県立大学薬学部、 2 SBIファーマ株式会社）工藤悠翔 1、 

福土南 1、 水野初 1、多田大 2、太田麗 2、石塚昌宏 2、豊岡利正 1、
◯轟木堅一郎 1

P-11	フルオラス分子クラウディング反応の試み   
	 （東海大・工・応化）〇廣瀬貴也、稲津敏行
P-12	フルオラス誘導体化 LC-MS 法による二枚貝中のオカダ酸分析   
	 （福岡大薬）赤穂健太、〇坂口洋平、河村梨那、吉田秀幸、古賀鈴依子、

能田均
P-13	フェイズ・バニシング（PV）法によるアルケンのヒドロホウ素化 
	 （阪府大院理）○曽我寧々、吉木朋、松原浩
P-14	トリフルオロメチル基を有するオキシインドール類の簡便合成 
	 （1 岐阜大院自然科技、2 岐阜大生命科学総合研究支援センター、 

3 岐阜大工）○中島昂哉 1、犬塚俊康 2、船曳一正 3
P-15	不安定化学種の銅（111）面上でのワンショットオリゴマー化反応：9,10-

ビス（トリメチルシリルエチニル）アントラセンの脱シリル化とホモ
カップリング

	 （1 岡山理大工、2 NIMS、3 Aalto Uni. Sch. Sci.、4 WPI-NanoLSI, 
Kanazawa Univ.、5 Grad. Sch. Mater. Sci. Mainz、6 Univ. Basel）
○折田明浩 1、川井茂樹 2、Adam S. Foster 3,4,5、奥田 靖浩 1、
Ernst Meyer 6

【別添資料2】
（１）学生の受け入れ

北里大学から卒業研究生を1名受け入れ、下記のテーマにより研究を行った。

卒業論文研究テーマ
ENGaseの糖鎖転移活性を利用したタンパク質の位置選択的なPEG化法の開発
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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。
黒河内政樹、大隅賢二、山田一作、後藤浩太朗

【別添資料3】
1. 学会発表　31件（うち国際学会　8件）

質量分析インフォマティクス研究会 2018年ワークショップ（2018.4.23）	  1件
第66回質量分析総合討論会（2018.5.15-18）	 2件
GlycoT 2018（2018.6.19-23）	 1件
2018 NIH & FDA Glycoscience Research Day（2018.7.13）	 1件
International Symposium on Zeolites and Microporous Crystals 2018（2018.8.5-9）	 1件
7th Charles Warren Workshop（2018.8.15-20）	 1件
256th ACS National Meeting（2018.8.19-23）	 1件
第37回日本糖質学会年会（2018.8.28-30）	 8件
第91回日本生化学会大会（2018.9.24-26）	 4件
Annual Meeting of Society for Glycobiology 2018, Glyco-Bioinformatics satellite meeting
（2018.11.5）	 1件
Annual Meeting of Society for Glycobiology 2018（2018.11.5-8）	 1件　
第41回日本分子生物学会年会（2018.11.28-30）	 3件
第10回国際ペプチドシンポジウム／第55回ペプチド討論会（2018.12.3-7）	 2件
Antibody Engineering & Therapeutics ASIA（2019.2.26-28）　	 1件
日本薬学会第139年会（2019.3.20-23）	 2件
日本農芸化学会2019年度大会（2019.3.24-27）	 1件

2. 誌上発表　6件
Roles of GalNAc-disialyl Lactotetraosyl Antigens in Renal Cancer Cells
Akiko Tsuchida, Motohiro Senda, Akihiro Ito, Seiichi Saito, Makoto Kiso, Takayuki Ando, 
Anne Harduin-Lepers, Akio Matsuda, Keiko Furukawa, Koichi Furukawa
Scientific Reports, 8, 7017 (2018)

CDP-glycerol inhibits the synthesis of the functional O-mannosyl glycan of α
-dystroglycan 
Rieko Imae, Hiroshi Manya*, Hiroki Tsumoto, Kenji Osumi, Tomohiro Tanaka, Mamoru 
Mizuno, Motoi Kanagawa, Kazuhiro Kobayashi, Tatsushi Toda, Tamao Endo
J. Boil. Chem., 293, 12186 (2018)

Meeting Report of the International Life Science Integration Workshop 2018
Glycobiology, 28, 552 (2018)
Issaku Yamada、他33名
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Binding Assessment of Monosaccharide–Boronic Acid Complexes via Tandem Mass 
Spectrometry
Masaki Kurogochi,* Mamoru Mizuno, and Akio Matsuda
ChemistrySelect, 3, 8193-8198 (2018)

Glycan Remodeling of Glycoproteins Using ENGases
Masaki Kurogochi
Trends in Glycoscience and Glycotechnology
30, E209 (2018)

GlycanFormatConverter: a conversion tool for　translating the complexities of glycans
Shinichiro Tsuchiya, Issaku Yamada and Kiyoko F. Aoki-Kinoshita
Bioinformatics, 2018, 1–7 (2018)

3. 講演　3件
静岡大学グリーン科学研究所グリーン研セミナー（2018.5.15）

“Detection of Copper (II) ion by o-Carborane Based Chemical Probe for 11B NMR/MRI”
田中智博

日本原子力研究開発機構　講演会（2019.2.21）
「糖鎖科学の発展により広がる世界」天野純子

阪大蛋白研セミナー～タンパク質化学合成が切り拓く新潮流～（2019.2.28）
「糖水酸基に酸感受性保護基を用いた糖ペプチド合成およびその応用」田中智博
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研究所の概要
Outline of the Institute

理事　　入江　辰則
Tatsunori IRIE

１．設立と目的
当研究所は、我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企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．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

記し、公益財団法人に移行した。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。

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等の公益目的事業の
費用にあてられる。

現在、次の9社から寄附金をいただいている。
旭化成株式会社	 ＪＮＣ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	 センコーグループホールディングス株式会社
ＫＩＳＣＯ株式会社	 株式会社東京シンクサービス	 千葉ファインケミカル株式会社

４．役員
当研究所の役員は理事11名、評議員6名、監事3名で、次のとおりである。（＊は常勤）
理 事 長	 小林　宏史*
常務理事	 松田　昭生*
理　　事	 入江　辰則*	 白井　博史	 野﨑　貴司	 松崎　　修	 大塚　信之	 内野　正純 
	 小笠　眞男	 川﨑　俊之	 小宮山　眞
評 議 員	 岩澤　康裕	 澤本　光男	 小堀　秀毅	 柴田　　豊	 山田　敬三	 髙下　貞二
監　　事	 中尾　正文	 大沼　亮一	 山本　　宏	
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発明者 発明の名称 登録日登録番号

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 2009.02.204262289

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

５．学術顧問
当研究所の学術顧問は令和元年7月末日現在、次のとおりである。

　木幡　陽（名誉顧問）　 遠藤　玉夫　　古川　　清　　深瀬　浩一　　柴﨑　一郎
　　
６．職員

職員は令和元年7月末日現在、32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。

７．財産
平成31年3月末の正味財産は約134億円である。

８．土地・建物
当研究所は昭和21年1月、横浜より板橋区加賀に移転し研究活動を行ってきた。しかしながら、

老朽化が激しく平成28年9月末に建替え、新研究所にて研究事業に取り組んでいる。新研究棟
は敷地面積2,734.1㎡、延床面積2734.4㎡の地上4階建である。

９．特許および商標
当研究所所有の特許権は56件（国内48件、外国8件）、商標権は2件である（2019年7月末日現在）。

9-1 特許権

古 谷 方 彦
福 岡 陽 平
福 沢 章 吾

シクロオレフィンの製造方法 2010.12.104641615

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

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

天 野 純 子 質量分析法 2012.01.274913656

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

山 ノ 井 孝 トレハロース誘導体とその製造法 2012.03.164950521

山 ノ 井 孝 ｅｘｏ－グリカール誘導体の製造法 2012.08.105060028
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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

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

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 糖ペプチド誘導体及びその製造方法 2013.06.075285022

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

山 ノ 井 孝
小 田 慶 喜

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 糖結合型スピロクラウンエーテル誘導体 2013.10.255394645

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

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

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

水 野 真 盛
戸 治 野 真 美 ペルフルオロ有機物の製造方法 2013.12.205436093

佐 藤 智 典
水 野 真 盛 新規糖鎖プライマーとその利用 2013.12.205438998

天 野 純 子
中 村 紀 夫 前立腺癌を判定する方法 2013.12.275443156

分析方法 2014.02.215478998天 野 純 子

天 野 純 子
西 風 隆 司
奥 村 寿 子

5504282 2014.03.20MALDI質量分析法

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 糖ペプチド被覆シリカ 2014.09.195614897

土 田 明 子
藤 田 雅 也

α－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 2013.12.065425481

平 野 清 子
中 村 紀 夫
天 野 純 子

前立腺癌の判定方法 2013.12.135431360
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塚 本 郁 子
小 西 良 士
窪 田 泰 夫
大 隅 賢 二
水 野 真 盛

血管内皮細胞の管腔形成抑制剤 2014.11.215649358

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

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 11糖シアリルオリゴ糖アスパラギンの製造方法 2015.01.165680576

高 木  睦
戸 澗 一 孔 軟骨細胞培養基材及び培養方法 2015.04.035721319

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 2015.04.245734586

小 西 満 月 男
友 国 敬 三 ロジウム及び金を含む担持触媒 2015.06.125758228

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 糖ペプチド誘導体及びその製造方法 2015.10.025813294

西 風 隆 司
天 野 純 子 質量分析法用測定試料及びその調製方法 2015.11.135837273

藤 田 雅 也
土 田 明 子
正 田 晋 一 郎
田 中 知 成

Ｎ－アセチルグルコサミンがαで結合した糖誘
導体の調製方法 2016.03.045892750

藤 田 雅 也
土 田 明 子
森　 昌 子

糖質関連酵素の改良法 2016.04.155917913

消化管ムチンの糖鎖に特異的に結合するポリペ
プチド 2016.06.175951199

藤 田 雅 也
土 田 明 子
芦 田　 久

天 野 純 子
奥 村 寿 子 5990000 2016.08.19MALDI質量分析法用測定試料調製方法

水 野 真 盛
戸 治 野 真 美
後 藤 浩 太 朗

6001267 2016.09.09炭素－炭素結合型ヘビーフルオラスタグ

後 藤 浩 太 朗
水 野 真 盛 6055293 2016.12.09エーテル化合物製造法

後 藤 浩 太 朗
水 野 真 盛 6066621 2017.01.06アグリコン転位抑制効果を持つ無臭チオール誘

導体

天 野 純 子
後 藤 康 友
稲 垣 伸 二

6108805 2017.03.17レーザー脱離イオン化質量分析法

天 野 純 子
奥 村 寿 子 6125426MALDI質量分析法 2017.04.14
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菅 原 州 一
大 隅 賢 二 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）

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 2014.07.08US 8772044

（米国）

菅 原 州 一
大 隅 賢 二 11糖シアリルオリゴ糖ペプチドの製造方法 2014.08.19US 8809496

（米国）

中 山  淳
白 井  孝
山 ノ 井 孝
藤 田 雅 也
森　 昌 子

ピロリ菌増殖抑制剤 2014.10.14US 8859511
（米国）

白 井　 孝
森　 昌 子
黒 河 内 政 樹
冨 田 正 浩

糖鎖切断抗体の製造方法及び均一糖鎖抗体 2017.01.24US 9550834
（米国）

天 野 純 子
奥 村 寿 子 MALDI質量分析法 2017.10.18EP 2752659

（英、独、仏）

小 西 満 月 男
友 国 敬 三

一級アルコールからカルボキシル基を二つ以上
持つ化合物を製造する方法、およびそれに用い
る触媒

2018.02.166290756

高 羽 洋 充
天 野 純 子

スペクトル予測方法、スペクトル予測装置、お
よびプログラム 2018.04.136319716

黒 河 内 政 樹
天 野 純 子 糖ペプチドの質量分析法 2018.07.136368502

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）

＜以下、外国特許＞

9-2 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

第9類、第42類

第9類、第42類

2008.08.01

2008.08.01

5156473

5156474
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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．2018年度野口遵賞実施報告
　　第10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）2018年度の概要
①応募課題および応募件数

本年度は3課題で2018年9月1日から2ヶ月間募集を受け付け、総計146件の応募があった。
（表1参照）

②選考委員会
2019年2月6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。（表2、表3参照）

③贈呈式
2019年3月13日如水会館（千代田区一ツ橋）にて、来賓、選考委員、その他関係者で総
勢60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

エネルギー・資源・環境の革新に寄与する新プロセスや
新材料に関する研究
蓄エネルギー、創エネルギー、バイオマス、水処理、グ
リーンサスティナブルケミストリー（触媒を含む）など

豊かな生活に寄与する新材料やデバイスに関する研究　　　　　　
電子材料、デバイス、センサーなど

件数計

課題 1 73件 6件

課題 2

課題 3

47件

26件

146件

4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）】

＊所属は応募時のもの

上田（石原） 
奈津実

名古屋大学大学院理学研究科
生命理学専攻

新規認知症治療薬開発を目指した空間弁別機
能亢進を促す物質の探索

弓場　英司
大阪府立大学大学院工学研究科
応用化学分野

アジュバント機能を有するポリカルボン酸誘
導体の合成と免疫誘導システムへの展開

生長幸之助
東京大学大学院薬学系研究科
有機合成化学教室

位置選択的なタンパク質化学修飾法の開発と
応用

武田　行正
京都府立医科大学大学院
医学研究科　

インスリン産生細胞の非遺伝子導入型直接誘
導法の開発

植木　亮介
東京大学大学院工学系研究科
化学生命工学専攻 

ミメティクス核酸技術で実現する増殖因子フ
リーの幹細胞培養

松尾　和哉
北海道大学
電子科学研究所

オプトケミカルサージェリー技術の確立

堀内新之介
長崎大学大学院工学研究科
物質科学部門　

オンデマンドな発光特性を有する錯体内包型
超分子の開発

村上　　慧
名古屋大学 
トランスフォーマティブ
生命分子研究所　

新構造複合カーボン分子の自在合成を可能と
する触媒反応デザイン

正井　　宏
東京大学大学院
総合文化研究科

光機能性相反材料の創成

竹澤　浩気
東京大学大学院工学系研究科
応用化学専攻　

基質の配座固定能をもつ可視光応答性中空錯
体の構築と高歪み化合物の空孔内可視光合成

須田　理行
自然科学研究機構
分子科学研究所　

キラル分子の利用による"磁性体と磁場を必要
としない" 新奇スピントロニクス素子の開発

山田　道夫 東京学芸大学教育学部 鉄原子内包フラーレン合成への挑戦

相川　洋平
沖縄工業高等専門学校
情報通信システム工学科  

光信号処理に基づく全光スイッチ技術の開拓

採択者氏名 所属 研究テーマ名
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【表3 選考委員】

岩澤　康裕

五十嵐泰夫

片岡　一則

川合　知二

小宮山　眞

澤本　光男

柴﨑　一郎

福岡　伸典

増村　正志

山本　憲二

吉野　　彰

電気通信大学特任教授・東京大学名誉教授

中国西南大学教授・東京大学名誉教授

東京大学特任教授・（公財）川崎市産業振興財団ナノ医療イノベーションセンター長

NEDO技術戦略研究センター長・大阪大学特任教授

東京大学名誉教授

中部大学教授・京都大学名誉教授

野口研究所顧問

野口研究所技術アドバイザー

JNC（株）顧問

石川県立大学教授・京都大学名誉教授

旭化成（株）名誉フェロー

選考委員長

選考委員

＊五十音順。所属・職名は選考委員会開催時のもの。

【2016年度（第8回）野口遵研究助成金　研究成果報告（要旨）】

谷口　敦彦

西村　勇哉

大塚 　洋一

アミロイド選択的光酸素化を基盤としたアミロイド病治療への挑戦

放射線増感治療を可能にするナノ粒子の生体内動態と抗腫瘍効果

ナノ液体の物理化学特性を生かした多次元情報イメージング法の研究

研究テーマ名

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

氏名

東京薬科大学　薬学部

神戸大学大学院　科学技術イノベーション研究科

大阪大学大学院　理学研究科化学専攻

所属

所属

所属

アルツハイマー病関連アミロイドβ（Aβ）を始めとするアミロイドタンパク質は、凝集体が毒性を示し、アミ
ロイド病を起こす。本研究では、人工分子を用いた光酸素化によってAβの凝集性・毒性を抑制した。
本分子は、アミロイド高次構造に結合した時にのみ光酸素化活性を発現するスイッチ機能を有するた
め、Aβ選択的酸素化を実現した。また、組織透過性が高く、障害性が低い近赤外光で励起可能であ
り、マウス脳内におけるAβの酸素化に成功した。

放射線増感効果を示すポリアクリル酸修飾過酸化チタンナノ粒子（PAATiOx）の粒径・表面修飾・細
胞種・経時の違いによる体内分布や抗腫瘍効果を評価した。粒径や表面修飾によって肝臓へのトラッ
プを減らし、腫瘍への集積率が向上する条件が示唆された。また、X線併用治療において、X線照射
のみと比較して優位な腫瘍体積の減少が確認された。これらの検討から得られた粒子と治療条件を
総合し、既存の治療法よりも効果的な併用治療法を確立していく。

申請書が発案した抽出イオン化法である、走査型プローブエレクトロスプレーイオン化法に、プローブの振
動情報の概念を導入する「物理・化学・形状情報の同時計測技術」を開発し、①化学成分と形状情報
の同時イメージングと、②抽出イオン化過程におけるナノ体積液体の物理情報と生成イオンの化学情報
の同時計測に成功した。また、異種多次元データの特徴量抽出に必要な解析プログラムも開発した。
以上の研究項目の検討の結果、イメージング質量分析法の限界打破の源流となる成果が得られた。
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竹澤　悠典

DNA酵素合成を活用した金属集積人工DNAワイヤーの合成研究テーマ名

氏名 東京大学大学院　理学系研究科化学専攻所属

DNA鎖を鋳型とした金属集積ワイヤーの構築を目的とし、DNA合成酵素を活用した金属配位子型ヌ
クレオチドオリゴマーの合成と金属錯体形成を検討した。5-ヒドロキシウラシルおよび5-カルボキシウラシ
ルを配位子型核酸塩基として設計し、5–20塩基長のオリゴマーの酵素合成が可能であること、およびオ
リゴマーとの錯体形成によりGd（III）イオンやCu（II）イオンの集積が可能であることを見出した。

藤枝　俊宣

塚越かおり

無線給電にて作動可能なインジェクタブルナノ薄膜状デバイスの開発

アプタマーポリマーの合成に基づく高感度検出法の開発とアルツハイマー病超早期診断への応用

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

東京工業大学生命理工学院

東京農工大学大学院　工学研究院　生命機能科学部門

所属

所属

本研究では、硬いエレクトロニクスと柔らかい生体を繋ぐためのインターフェースとして、高分子ナノ薄膜
に着目した。ナノ薄膜とプリンテッドエレクトロニクスを組み合わせることで、生体に搭載可能なデバイス

「プリンテッドナノ薄膜」を創製し、無線給電技術や神経工学による生体機能の計測・制御手法を構築
した。本研究成果は生体と人工物の融合に向けた基盤技術として、生体融合型デバイスの革新的な
設計指針になると期待される。

アルツハイマー病の診断・治療法開発においてAβオリゴマー（AβO）の分析が重要視されている。そ
こで本研究ではAβO結合アプタマーと酵素結合アプタマーを組み合わせた高感度AβO検出法の開
発を実施し、以下の2つの成果を得た。（１）AβO結合アプタマーの結合に基づき、AβO上に高密度に
核酸を修飾することに成功した。また、この核酸を測ることで高感度なAβO検出に成功した。（２）酵
素結合アプタマーポリマーの合成・評価系を確立した。

内藤　瑞

小野　利和

筋ジストロフィーの治療を目指した骨格筋への薬物送達技術の開発

多成分分子の自己組織化を利用した有機蓄光発光材料の創製

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

東京大学大学院　医学系研究科　疾患生命工学センター　臨床医工学部門

九州大学大学院工学研究院　応用化学部門

所属

所属

本課題研究では、筋ジストロフィー治療を目指した全身投与による骨格筋へのアンチセンス核酸送達を
目指した送達手法の開発を行った。アンチセンス核酸内包ポリイオンコンプレックスミセルを含むアンチ
センス核酸送達システムに対してグルコーストランスポーターを標的とするグルコース改変リガンドを導入
することで骨格筋への送達効率の向上を試みた。

『多孔性有機結晶が形成するナノ空間に分子を閉じ込める技術』を利用した有機燐光発光材料の創
製を目的とし、超分子ホスト分子（EBPDI-TPFB複合体）に芳香族ゲスト分子を包接した固体発光材
料の創製を検討した。結果として、ヨードベンゼン等の重原子を包接した３成分結晶の創製により、室
温大気下でマイクロ秒オーダーの燐光発光材料の創製を達成した。本手法の利用による革新的な光
学材料が次 と々生み出されることが期待できる。
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松本　剛

完全貴金属フリーな常温常圧動作型水素吸蔵材料研究テーマ名

氏名 中央大学所属

本研究では、光エネルギーを駆動力とし、常温常圧で動作する新しい水素吸蔵材料の創出を目的に、
酸化還元活性な有機骨格である芳香族ジアミン類の光反応による化学エネルギー変換反応に関して
検討を行なった。検討を行なった結果、二酸化炭素（CO2）雰囲気下での芳香族ジアミン類の光反応
により、ベンゼン環C－HのCO2を原料とする直接的カルボキシル化反応が常温常圧下で進行すること
を初めて見出した。

砂田　祐輔

松原　正和

高い小分子捕捉・活性化能を示す鉄触媒による窒素固定化

DNAの塩基配列選択的メッキによるプラズモニックメタマテリアルの創製

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

東京大学　生産技術研究所

東北大学大学院　理学研究科

所属

所属

窒素分子変換は、現代科学において極めて重要な反応である。本反応は、工業的にはHaber-Bosch
法により高温・高圧下で達成されている。本研究では、高反応性鉄錯体の構築に基づく、温和な条件
下での窒素固定化法の開発を目的とした研究を行った。その結果、高度に配位不飽和で高い反応性
を示す鉄ケイ素錯体の一段階での簡便な合成法を開発し、この錯体が温和な条件下での窒素分子
の触媒的変換に活性を示すことを見出した。

本研究では、対称性を制御した光メタマテリアルを用い、スピン流の生成・制御を可能とする新原理の
検証を行った。その結果、光の波長よりも小さな3回回転対称構造を持つ光メタマテリアルにおいて、外
場を印加することなく光照射のみにより電流を生成し、その流れる方向を光メタマテリアルの2次元面内
で360°自在に制御することに成功した。これを発展させることで、光によるスピン流制御の新しい原理
の開拓が期待される。

渡邉峻一郎

関　朋宏

凝集誘起型発光特性を基盤とした 固体りん光発性高分子の創出 

メカニカルライティング法を利用した電子材料の構築

研究テーマ名

研究テーマ名

氏名

氏名

東京大学大学院　新領域創成科学研究科

北海道大学大学院　工学研究院

所属

所属

本研究では、有機半導体を用いたスピン機能性を開拓し、既存のエレクトロニクスでは実現できない革
新的なスピントロニクスデバイスの創成を目指して、材料探索・物性理解・デバイス製造を行なった。分
光計測から有機半導体におけるスピン緩和機構を解明することに成功し、スピンの長寿命化に必要な
材料合成指針を確立できた。また、大面積の有機単結晶薄膜の成膜にも成功し、発熱しないスピンデ
バイス製造への基盤技術を確立できた。

発光性メカノクロミズムと単結晶間相転移を示す金錯体群について、電気伝導性のスイッチング挙動
を調査した。メカノクロミズムに起因する相転移がきっかけとなり、電気伝導特性が同時に切り替わ
ることを、電子顕微鏡、時間分解マイクロ波測定によって明らかにした。その他にも、disappearing 
polymorph現象を発見し、この材料についても電気伝導特性の評価に成功した。
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2018年度野口遵賞実施報告

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する。
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す。

２）2018年度の概要
2019年2月6日に野口遵研究助成金の選考に先立って第5回野口遵賞の選考を行った。
選考の結果、大阪大学産業科学研究所　関谷毅教授を受賞者として決定した。
なお、本年度は2014年度、2015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関谷毅教授は2015年度に「装着感のないパッチ式血圧センサシートの
開発」というテーマで野口遵研究助成に採択されている。
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Roles of GalNAc-disialyl Lactotetraosyl Antigens in Renal Cancer Cells

Akiko Tsuchida, Motohiro Senda, Akihiro Ito, Seiichi Saito, Makoto Kiso, Takayuki Ando, 
Anne Harduin-Lepers, Akio Matsuda, Keiko Furukawa, Koichi Furukawa

Scientific Reports, 8, 7017 (2018)

糖転移酵素遺伝子β4GalNAc-T2をGalNAc-DSLc4糖鎖抗原をほとんど発現していない腎癌
細胞株に遺伝子導入し、GalNAc-DSLc4抗原安定発現株を樹立した。得られたGalNAc-DSLc4
安定発現株ではコントロール株に比べて増殖能、浸潤能、接着能の亢進が認められ、細胞内
シグナルについて比較検討した結果、安定発現株のAkt分子のリン酸化が亢進しており、増殖
能・浸潤能亢進にはPI3K-Aktシグナル経路の増強が関与する事が明らかになった。Akt-PI3K
シグナル経路の活性化亢進の要因としてインテグリン分子からの活性化シグナルのクロストー
クが考えられた。共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析からは、牛血清刺激によって安定発現
株の細胞膜表面に集積するラフト様ドメインの肥大化が起こることや、ラフト様ドメインに
caveolin-1分子とインテグリンβ1分子が共局在していることを見出した。これらの結果から、
GalNAc-DSLc4抗原という糖脂質の発現増加に伴いラフト様ドメインに局在するインテグリン
分子が増え、ラフト様ドメイン内でインテグリン分子と成長因子受容体が接近することでタン
パク－脂質間の相互作用が安定化し、ダイナミックなドメイン構造を形成して、より機能的な
プラットフォームとして働くことで悪性化を誘導する細胞内シグナルが増強すると考えられた。
さらに、本論文では細胞膜表面のGalNAc-DSLc4抗原をRM2抗体によってマスクすることで悪
性形質をコントロールできる可能性についても示した。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

CDP-glycerol inhibits the synthesis of the functional O-mannosyl glycan of  
α-dystroglycan

Rieko Imae, Hiroshi Manya*, Hiroki Tsumoto, Kenji Osumi, Tomohiro Tanaka, Mamoru 
Mizuno, Motoi Kanagawa, Kazuhiro Kobayashi, Tatsushi Toda, Tamao Endo

J. Boil. Chem., 293, 12186 (2018)

2018年度誌上発表論文抄録集
Abstracts of Publications
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α－ジストログリカン（α-DG）のO-マンノシルグリカン上のラミニン結合エピトープの
合成にはリン酸リビトール（RboP）が必要である。 RboPおよびグリセロールホスフェート
（GroP） - 置換グリコフォームの両方が最近組換えα-DGにおいて検出された。しかし、GroP
がどのようにO-マンノシルグリカンに変換されるのか、またはGroP置換がO-マンノシルグリ
カンの合成に影響するのかどうかは不明である。本論文では、RboP転写活性を有することに
加えて、FKTNおよびFKRPがドナー基質としてCDP-グリセロール（CDP-Gro）を用いるこ
とによってGroPをO-マンノシルグリカンに転写することができることを報告する。動的実験
は、CDP-GroがCDP-RboよりもFKTNに対する効率の低いドナー基質であることを示した。ま
た、FKTNによって合成されたGroP置換グリコフォームがFKRPのアクセプター基質として機
能しないこと、そしてそれ故にこのグライコフォームでは外側グリカン鎖のさらなる伸長が起
こり得ないことを明らかにした。また、CDP-GroはFKTNとFKRPの両方のRboP伝達活性を阻
害した。これらの結果は、CDP-Groが、グリカン鎖のさらなる伸長を妨げることによって、α
-DGのO-マンノシルグリカンの合成を阻害することを示唆している。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

Meeting Report of the International Life Science Integration Workshop 2018
 

Issaku Yamada、他33名
Glycobiology, 28, 552 (2018)

第1回 国 際 ラ イ フ サ イ エ ン ス 統 合 ワ ー ク シ ョ ッ プ が、2018年3月5日 か ら9日 ま で、
Glycoinformatics Consortium（GLIC）、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）の後援により東京で開催された。このワークショップでは、ライフ
サイエンスの実験家やバイオインフォマティクスの専門家からの招待講演によるシンポジウム
や、さまざまなソフトウェアプロジェクト間のコミュニケーションをさらに発展させ、さまざ
まなライフサイエンス分野の統合をサポートするためにハッカソンが行われた。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

Binding Assessment of Monosaccharide–Boronic Acid Complexes via Tandem 
Mass Spectrometry

 
Masaki Kurogochi, Mamoru Mizuno, Akio Matsuda

Chemistry Select, 3, 8193 (2018)

ベンゾオキサボロールおよびアリールボロン酸は、水中で単糖に結合して、複数のヒドロキ
シル基を有する可逆的ボロン酸エステルを形成する。 ベンゾオキサボロールがジオールと結
合、またはアリールボロン酸が単糖上のトリオールと結合する際に、四面体ホウ素アニオンが
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ホウ素原子で形成される。 これらのホウ素アニオンは、質量分析およびタンデム質量分析に
おいて陰イオンとして検出することができ、そしてそれらのフラグメントアニオンをプロファ
イリングすることで、単糖上のヒドロキシル基の立体配置および位置化学配置に関する情報が
得られる。 ベンゾオキサボロール酸とアリールボロン酸の両方から誘導されるホウ酸フラグ
メントアニオンは、ヒドロキシル基との異なる結合を示し、これは単糖の立体構造を反映する。 
その結果、単糖 - ボロン酸錯体の結合能の違いを用いて、質量分析により単糖を識別すること
ができた。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

Glycan Remodeling of Glycoproteins Using ENGases

Masaki Kurogochi
Trends in Glycoscience and Glycotechnology, 30, E209 (2018)

近年、酵素化学法を用いた均一糖鎖構造を有する糖タンパク質の調製、及び機能解明に関す
る研究が盛んになっている。一般的に、培養細胞によって生産された糖タンパク質は、不均一
な糖鎖構造を持つ為、どの糖鎖構造が糖タンパク質の機能に作用しているかが不明瞭である。
この問題点を解決する方法として、様々な糖鎖の付け替えを可能とするエンドグリコシダーゼ
を用いる酵素化学的手法が開発された。糖タンパク質上の糖鎖構造が機能に関与している例と
して、抗体の細胞障害活性があり、抗体の糖鎖改変が数多く行われている。本論文では、これ
らの研究や技術を紹介する。

～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～～

GlycanFormatConverter: a conversion tool for translating the complexities of 
glycans

Shinichiro Tsuchiya, Issaku Yamada, Kiyoko F. Aoki-Kinoshita
Bioinformatics, 2018, 1 (2018)

 本研究では、GlycanFormatConverterを開発し、WURCSを3種類のIUPACフォーマット
（IUPAC-Extended、IUPAC-Condensed、およびIUPAC-Short）に変換することに成功した。
さらに、IUPAC-Extended、KEGG Chemical Function（KCF）、およびLinearCodeフォーマッ
トをインポートし、WURCSをエクスポートする機能を実装した。この変換ツールのソースコー
ドはオープンソースツールとして公開している。
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