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１ 研究実施の概要 

 

（目的） 

 

生物の発生過程や細胞の癌化において、細胞表面の糖鎖構造は顕著な変化を示す。合成された

タンパク質や脂質はゴルジ装置で糖転移酵素により順次糖を付加される。糖鎖修飾は翻訳後修飾

の主となるものであり、糖鎖修飾を考慮せずにタンパク質の機能を論ずることはできない。本研究

は、ポストゲノムの重要課題である「個体レベルでの糖鎖機能の解明」を目的とした。糖鎖の種を越

えて保存されている機能に着目して、ショウジョウバエをモデルとした網羅的解析システムからその

全容を明らかにし、糖鎖の基本機能の全体像解明への方法論と技術開発を行った。 

 

(実施方法) 

 

本研究では糖鎖の複雑性の基礎となる糖転移酵素をまず取り上げた。多くの高等動物では糖転

移酵素遺伝子が 200 種以上と予想され、すべてに対するターゲットマウスの作成は困難である。

我々は、糖転移酵素の分子進化学的な解析から、ショウジョウバエではそのうち 92 種が保存され、

大部分は基本的な糖鎖構造を作るために必要なものであることを確認した。つまり、ハエをモデル

系にしてヒトの基本的な糖鎖機能を解析できると考えられた。 

 

ハエでは、上田により GAL4-UAS 遺伝子強制発現法を利用した「誘導型 RNAi 変異体システム」

が新規に開発されており、多数の遺伝子を短時間に解析する方法が確立していた。我々は、ヒト、

及び、哺乳類糖鎖関連遺伝子に対応する 257 個のハエ候補遺伝子を選出し、(1)それらに対する

RNAi 変異体の網羅的作成と解析を、本システムを用いて行った。さらに、(2)網羅的解析の過程で

見出された注目すべき遺伝子に対するより詳しい解析、(3)コアタンパク質を固定した糖修飾機構

の解析、(4)各種糖鎖機能解析関連技術の開発も、併せて行った。また、ハエの網羅的解析結果

のヒトや哺乳類への還元を目的として、(5)ヒト培養細胞における RNAi 技術の開発、(6)注目すべき

遺伝子に対する胚性幹細胞(ES 細胞)を用いた解析、及び、(7)注目すべき遺伝子に対するノックア

ウトマウスの作成も行った。 

 

(研究成果) 

 

(1) ショウジョウバエにおける糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の網羅的作成と解析 

 

(1-1) 糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の網羅的作成と解析 

 

ショウジョウバエゲノム配列から推定される糖鎖関連遺伝子について、GAL4-UAS 遺伝子強制発

現法を利用した「誘導型 RNAi 法」を用いて変異体作成を行った。14,141 個の遺伝子より糖鎖関連

遺伝子と推定される遺伝子、糖転移酵素、糖ヌクレオチド輸送体、レクチン、コアタンパク質、糖鎖

分解酵素などの候補遺伝子を選択した。257 個の候補遺伝子より、202 個（79％）について RNAi

用のベクターを構築し、ハエに形質転換して 362 系統の RNAi 変異体ハエを樹立した。これらのハ

エを利用して全細胞、全発生ステージで RNAi を誘導したところ、62％で発生致死となり、糖鎖が

種々の生体機能に関与して生命維持に重要な働きをしていることが明らかになった。なお、RNAi

法の確実性を担保するため、Off-target 検索データの検討を行い、注目すべき重要な遺伝子に対

しては、遺伝子配列の異なった部分をターゲットする変異体も重複して作成した。 

 

(1-2) 糖鎖合成関連遺伝子 RNAi 変異体の形態形成を指標とした網羅的機能解析 

 

糖転移酵素、及び、糖ヌクレオチド輸送体を中心とした糖鎖合成関連遺伝子に対して、形態形成

を指標とした網羅的機能解析を行った。これに先立ち、全細胞、全発生ステージで RNAi を誘導し



たところ、76％で発生致死となり、(1-1)に記したレクチンや糖鎖分解酵素を含む糖鎖関連遺伝子

全体の 62％に比較して高い致死性を示した。この結果は、糖転移酵素の欠損に由来する遺伝病

が糖鎖分解酵素に由来するものに比較して少ない事実と符合するものであり、ショウジョウバエのよ

うなモデル生物を用いた解析が遺伝病の病因論へも適用できる可能性を示すものであった。 

 

組織特異的、あるいは、発生段階特異的に RNAi を誘導したところ、54%で形態形成異常を示した。

N-結合型糖鎖の合成に関与する糖転移酵素群は、中程度の致死性と中程度の形態形成異常の

出現を示した。一方、O-結合型糖鎖のうち、プロテオグリカン型（グリコサミノグリカン鎖）、O-Fuc、

O-GlcNAc、O-Man などのムチン型糖鎖以外の糖鎖合成に関与する糖転移酵素群では、高い致

死性と高い形態形成異常の出現が観察された。しかし、ムチン型糖鎖の合成に関与する糖転移酵

素群では、致死性は高かったが、形態形成異常の出現率は低く、糖鎖の種類による機能分担が

示唆された。 

 

さらに、各々の遺伝子における翅や複眼の形態形成異常を詳細に観察した。各遺伝子は、その表

現型により 3 種のグループにクラスタリングされた。各酵素遺伝子を同定したところ、グループ 1 に

は、グリコサミノグリカン鎖の合成に関わる糖転移酵素、グループ 2 には、Notch 関連の糖鎖合成に

関わる糖転移酵素、グループ 3 には、一部の N-結合型糖鎖合成に関わる糖転移酵素が集まって

いた。各クラスターは、各糖鎖の生合成経路と形態形成における機能を反映していた。また、グル

ープ 1 からは、コンドロイチン硫酸の形態形成における機能が、グループ 3 からは、N-結合型糖鎖

の形態形成における機能が、新たに示された。さらに、同じ糖鎖を生成する酵素でも、糖鎖の根元

側（還元末端側）の合成に関与する酵素では重篤な表現型が得られ、糖鎖の末端側（非還元末端

側）の合成に関与する酵素では多様で軽微な表現型が得られた。この事実は、糖鎖の末端側には

多様性があり、機能が分化している可能性を示していた。 

 

以上の網羅的解析により、糖鎖の形態形成における機能の全体像を、初めて、示すことができた。

糖鎖機能の網羅的な解析はほとんど行われておらず、本研究は、糖鎖研究に重要な知見を提供

し、糖鎖の基本機能の全体像解明へ大きく寄与するものと考える。 

 

(2) 網羅的解析の過程で見出された注目すべき遺伝子に対するより詳しい解析 

 

(1)に示した網羅的解析の過程で見出された注目すべき遺伝子に対して、個々のより詳しい解析を

行うことにより、各糖鎖関連遺伝子が関わる糖鎖の生理機能をより詳細に検討した。 

 

(2-1) O-マンノース転移酵素（POMT: protein O-mannosyltransferase） 

 

先天性筋ジストロフィーの原因の１つとして、αジストログリカンへの O-結合型糖鎖修飾の異常、す

なわち、O-Man 型糖鎖構造の異常が報告されている。本糖鎖構造の機能を明らかにするために、

２種のショウジョウバエ O-マンノース転移酵素、 dPOMT1 と dPOMT2 を新規に同定し、RNAi ノッ

クダウン体と変異体を用いて解析を行った。 

 

dPOMT1、dPOMT2 それぞれの RNAi ノックダウン体は、共に腹部が時計周りに回転する rt
（rotated abdomen）の表現型を示し、両者には遺伝学的相互作用が認められた。さらに、両変異体

の幼虫で、筋肉の欠失が高頻度に観察された。また、dPOMT1 と dPOMT2 の組み換えタンパク質

の POMT 活性を測定したところ、それぞれ単独の発現では活性は検出されなかったが、共発現し

た場合においてのみ POMT 活性が認められた。これらの結果から、dPOMT1、dPOMT2 はヘテロ

重合体を形成し、筋発生に関与している可能性が示された。筋肉の欠失を指標とした遺伝学的相

互作用解析により、本遺伝子の機能に関わる遺伝子ネットワークを明らかにできるものと期待され

る。 

 



(2-2) O-GlcNAc 転移酵素（OGT: polypeptide O- -N-acetylglucosaminyltransferase） 

 

O-GlcNAc 転移酵素(OGT)は、細胞質に存在する唯一の糖転移酵素であり、細胞質や核に存在

するタンパク質の糖鎖修飾を担っている。O-GlcNAc 修飾の機能について、ショウジョウバエの精

子形成過程に着目して解析を行い、精子形成過程で核膜孔複合体上の O-GlcNAc 修飾がダイナ

ミックに変化することを見出した。OGT のノックダウン、あるいは、O-GlcNAc 加水分解酵素を過剰

発現させて解析したところ、O-GlcNAc 修飾が核膜孔の安定性に関与している可能性が示された。 

 

(2-3) プロテオグリカンガラクトース転移酵素II ( 3GalTII: proteoglycan galactosyltransferase II) 

 

グリコサミノグリカン鎖のリンケージ領域の合成に関わるショウジョウバエプロテオグリカンガラクトー

ス転移酵素 II (d 3GalTII) を同定した。RNAi 変異体のヘパラン硫酸プロテオグリカンは減少して

おり、d 3GalTII は、生体内でヘパラン硫酸の合成を通じて、翅、及び、複眼の形成に関わってい

ることがわかった。さらに、ノックダウン領域で細胞外 Wingless の減少が観察され、d 3GalTII が

Wingless の安定性に寄与している可能性が示唆された。 

 

(2-4 ∼ 8) その他の転移酵素 

 

その他、糖転移酵素に関しては、(2-4)グルクロン酸転移酵素群、(2-5) 1,3 フコース転移酵素 A、

(2-6) 1,4-N-アセチルガラクトザミン転移酵-A、(2-7)コア 1 1,3 ガラクトース転移酵素群、また、

(2-8)硫酸転移酵素群についても、個別に解析を行った。 

 

(2-9) 糖ヌクレオチド輸送体群 

 

糖ヌクレオチド輸送体は、細胞質、あるいは、核で合成された糖ヌクレオチドをゴルジ体や小胞体

内腔に輸送し、糖転移酵素のドナー基質を供給している多重膜貫通タンパク質である。糖ヌクレオ

チド輸送体群の網羅的機能解析の過程で、2 種の新規ショウジョウバエ PAPS 輸送体遺伝子、

dPAPST1（slalom）と dPAPST2 を同定した。真核生物における膜タンパク質および分泌タンパク質

の硫酸化には、高エネルギー型硫酸ヌクレオチドである PAPS が硫酸転移酵素のドナー基質として

利用される。細胞質又は核で合成された PAPS は、ゴルジ体の膜に存在する PAPS 輸送体を介し

てゴルジ体内腔へ運び込まれる。生化学的解析、及び、RNAi 変異体を用いた解析から、

dPAPST1 と dPAPST2 はゴルジ体内腔に PAPS を輸送することにより、プロテオグリカンの硫酸化に

必要な基質を供給していることが、明らかになった。なお、本研究は、PAPS 輸送体の単離同定の

初めての例となった。 

 

(3) コアタンパク質を固定した糖修飾機構の解析 

 

糖修飾機構を詳細に解析するために、コアタンパク質を含めた解析を行った。まず、ショウジョウバ

エの視神経の発生に必要な糖タンパク質 chaoptin を同定し、その糖鎖構造を詳細に解析した。次

に、同定した糖鎖付加位置に変異を導入し、糖鎖が付加できない変異タンパク質を作成した。

chaoptin は細胞接着因子なので、変異タンパク質の接着活性を調べたところ、その活性を失って

いることがわかった。さらに、chaoptin の糖修飾に必要な遺伝子の検索も行い、糖修飾に必要な新

規遺伝子群を発見することができた。 

 

(4) 各種糖鎖機能解析関連技術の開発 

 

ショウジョウバエ RNAi 変異体の網羅的機能解析を円滑に行う目的で、(4-1)糖鎖構造の微量解析

法の開発、(4-2)有用糖鎖合成技術の開発、(4-3)糖鎖チップ、及び、糖鎖固定化金ナノ粒子作成

解析技術の開発を行った。 



 

特に、(4-1)においては、糖鎖分析法全般をセミミクロ化することで高感度化を達成し、ショウジョウ

バエ１匹から様々な糖鎖構造を解析することが可能となった。その結果、ハエのみならず、レーザ

ーマイクロダイセクションを用いて得られる組織切片上の領域特異的糖鎖解析法も確立することが

できた。また、(4-3)においては、グリコサミノグリカン鎖と結合するタンパク質の解析を行い、ヘパリ

ンやコンドロイチン硫酸といった高分子グリコサミノグリカン鎖を固定化したチップを用いて、種々の

成長因子やシグナル伝達に関係するタンパク質との結合挙動を観測した。特に Wnt3a とヘパリンと

は顕著な結合相互作用を示し、解離常数は 26 nM であった。 

 

(5 ∼ 7) 注目すべき遺伝子の哺乳類細胞における解析 

 

(1)∼(3)に示したショウジョウバエにおける糖鎖関連遺伝子の網羅的機能解析の結果をヒトや哺乳

類へ還元することを目的とし、(5)ヒト培養細胞における RNAi 技術の開発、(6)注目する遺伝子の胚

性幹細胞(ES 細胞)における解析、(7)注目する遺伝子のノックアウトマウスの作成を行った。 

 

特に(6)では、ヘパラン硫酸の合成に関与する遺伝子群に注目し、マウス ES 細胞で各遺伝子を

RNAi 法によりノックダウンした。細胞表面のヘパラン硫酸の低下が認められ、これに伴って、ES 細

胞の未分化性の低下と多能性の喪失が認められた。さらなる解析を行ったところ、ヘパラン硫酸を

介した Wnt/ -catenin シグナルが ES 細胞の未分化性維持因子である Nanog の発現に必須である

ことが明らかになった。この結果、ヘパラン硫酸は、マウス ES 細胞の未分化性と多能性維持に必

須な因子であることが、初めて、明らかになった。 

 

また、(7)においては、糖鎖の硫酸化の役割を明らかにする目的で、PAPS 輸送体 1 に対するノック

アウトマウスを作成した。 

 

以上、(1)から(7)に示した「ショウジョウバエ RNAi 変異体システムを用いた糖鎖関連遺伝子の網羅

的機能解析」から、「共通する糖鎖機能の哺乳類細胞(ES 細胞)における解析」に至る過程で、当初

の目的である「糖鎖の基本機能の全容の個体レベルでの把握」は、ほぼ達成できた。本研究は、

網羅的糖鎖機能の解析のほとんど初めての例であり、糖鎖研究に重要な知見を与えるものと考え

る。また、本研究過程で明らかになってきた「種を超えて保存されている糖鎖機能」の１つをマウス

ES 細胞で検証し、「ES 細胞の未分化性・多能性維持と糖鎖の関連」を明らかにできたことも意義深

い。現在、研究は、次の段階に入っており、システマティクな遺伝学的相互作用解析とシステムバ

イオロジー、また、糖修飾スククリーニングとシステムバイオロジー、を組み合わせることにより、生化

学的な解析手法からは得られない新たなシグナル伝達カスケードに関わる分子種や糖修飾に関

わる新たな遺伝子群を見出すこともできている。モデル動物ショウジョウバエの特色を生かした新し

い糖鎖研究を基礎にして、ハエと共通なシグナル伝達経路が鍵となる幹細胞系や各種疾病モデ

ルヘ RNAi 法を適用することにより、「糖鎖の種を超えて保存されている生理機能」のさらなる解明と

ヒトへの応用を、今後も行っていきたい。 

 

２ 研究構想及び実施体制 

 

(1) 研究構想  

 

本研究では、「糖鎖の種を越えて保存されている機能」に着目して、ショウジョウバエをモデルにし

た網羅的解析システムからその全容を明らかにし、ヒトをはじめとする哺乳類へ結果の還元を行うこ

とを目的とした。具体的には、（I）ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、（II）糖鎖

関連遺伝子に対するハエ RNAi 変異体の網羅的作成と解析、（III）解析結果の哺乳類細胞での検

討の３つの部分から構成されるが、（II）が研究の中心となっている。 

 



実施にあたっては、ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定は西西原が行い、RNAi 変

異体の作成は上上田、機能解析は西西原と後後藤、糖鎖構造解析は豊豊田、哺乳類細胞への応用は、中中

村と西西原が行った。水水野は合成基質等のサポート、隅隅田は糖鎖チップの方向からのサポートを行

った。 

 

研究は、研究遂行の流れ図に従って遂行した（図 1）。水色で示したものは、研究開始時から含ま

れている項目である。白抜きの項目は、研究のさらなる展開を図るために研究計画の途中から加え

た項目である。特に、研究計画の後半では、機能する糖鎖のコアタンパク質、作用するレクチン、

関与するシグナル

伝達カスケードの 3

要素を意識して研

究を遂行した。特

に、コアタンパク質

を固定した解析を

後藤が、対応する

糖鎖構造と結合す

るレクチン分子の

検索を西西原と隅隅田

が行った。また、シ

ョウジョウバエの特

徴を生かした遺伝

学的相互作用解析

に基づいた手法も

駆使し、データベ

ースを利用したシス

テムバイオロジー

的手法も試みた。 

 

(2) 実施体制  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

統括グループ 

創価大学 工学部 生命情報工学科 

細胞生物学研究室 

（西原祥子） 

ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、及

び、体系的 RNAi 変異体の分子生物学的・生化学的解析と

個々の遺伝子の機能解析、解析結果のヒトへの応用を担当

 

遺伝学的機能解析グループ 

国立遺伝学研究所 

無脊椎動物遺伝学研究室 

（上田 龍） 

研究代表者 

西原祥子 

ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の体系的な RNAi 変異

体の作成とその遺伝学的解析を担当 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３ 研究実施内容及び成果  

 

３．１ ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の網羅的単離と同定、及び、体系的 RNAi変異体の分子生

物学的・生化学的解析と個々の遺伝子の機能解析、解析結果のヒトへの応用 

（創価大学 統括グループ 西原祥子）  

 

(1) 研究実施内容及び成果 

発生学的機能解析グループ 

三菱化学生命科学研究所 

糖鎖制御学 

（後藤 聡） 

糖鎖合成グループ 

財）野口研究所 

糖鎖有機化学研究室 

（水野真盛） 

糖鎖チップグループ 

鹿児島大学 大学院理工学研究科 

ナノ構造先端材料工学専攻 

（隅田泰生） 

 

糖鎖細胞制御グループ 

北里大学 医学部 

（中村 充） 

ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の発生学的

解析、及び、糖修飾の機能と機構の解析を担当 

糖鎖構造解析グループ 

千葉大学 大学院薬学研究院 

生体分析化学研究室 

（豊田英尚） 

糖鎖基質及び阻害剤の合成を担当 

糖鎖関連遺伝子 siRNA 導入哺乳類細胞の性状解析、及

び、ノックアウトマウスの調製と解析を担当 

糖鎖チップ、及び、糖鎖固定化金ナノ粒子の調製、それら

を用いた解析を担当 

野生型、及び、ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi

変異体の糖鎖構造解析を担当 



 

本研究グループは、主に、[1]ショウジョウバエ糖鎖合成関連遺伝子 RNAi 変異体の網羅的機能解

析、[2]網羅的解析の過程で見出された注目すべき遺伝子に対するより詳しい解析、[3]哺乳類細

胞への応用として注目する遺伝子のマウス胚性幹細胞(ES 細胞)における解析の 3 項目について、

研究を実施した。[1]については、後後藤、上上田、及び、豊豊田と共同で解析を行ったので、その結果を

まとめて示す。 

 

[1] ショウジョウバエ糖鎖合成関連遺伝子 RNAi 変異体の網羅的機能解析 

 

➀ 目的 

 

合成されたタンパク質や脂質はゴルジ装置で糖転移酵素により順次糖を付加され、様々な糖鎖修

飾を受けた後、分泌小胞に乗り細胞外へ分泌、或いは、細胞膜上に提示される。本項目では糖鎖

の複雑性の基礎となる糖転移酵素を中心に取り上げた。糖転移酵素の生体機能を調べる方法とし

て，糖転移酵素遺伝子をノックアウトした変異体を作出することがもっとも基本的であるが、そのす

べてに対する変異体の作成は一部のモデル生物以外は必ずしも容易ではない。一方、分子進化

学的な解析を行ったところ、ショウジョウバエにはヒト類似の糖転移酵素が 92 種存在し、オルソログ

と認められるものも多かった。つまり、ハエをモデル系にしてヒトの基本的な糖鎖機能を解析できる

と考えられた。遺伝学的な研究の進んだショウジョウバエをモデル動物として取り上げ、RNAi 技術

を適用することにより、糖転移酵素の網羅的ノックダウン解析が可能となる。形態形成を指標として、

網羅的な解析を行うことにより、糖鎖機能の概観を把握することを目的とした。 

 

➁ 実施方法 

 

(I) 基本システムの構築と検証 

 

まず、プロテオグリカンのリンケージ領域の合成に関与するショウジョウバエ 1,4 ガラクトース転移

酵素(d 4GalT7)を用いて、本誘導型 RNAi 変異体システムの構築と検証を行った。本酵素の N-末

側の 500bp、C-末側の 500bp に対応する 2 本鎖 RNAi を発現するハエを各々10 種、計 10 種、上上

田が作成し、遺伝子特異的なノックダウンが行われているか等、検討を行った。 

 

(II) 形態形成を指標とした網羅的な機能解析 

 

上田が作成した 77 種のショウジョウバエ RNAi 誘導系統（糖転移酵素；60 種、硫酸転移酵素;8 種、

糖ヌクレオチド輸送体；6 種、コア蛋白質；3 種）に対し、発現時期や強さが異なる 12 種の GAL4 ド

ライバー系統との掛け合わせを行った。組織特異的なノックダウンを行い、表現型の解析をした。ま

た、鍵となる糖転移酵素遺伝子のノックダウン体については、mRNA や糖鎖構造変化の定量も行っ

た。 

 

③ 成果 

 

(I) 基本システムの構築と検証 

 

d 4GalT7 を用いて検討を行ったところ、本酵素が遺伝子ファミリーを形成しているにもかかわらず、

ターゲット配列によらず、特異的なノックダウンがおこっていることが、明らかとなった。また、表現型

は、ノックダウン効率に依存ており、本システムが有効に働くことが確認された。 

 

(II) 形態形成を指標とした網羅的な機能解析 

 



糖転移酵素、及び、糖ヌクレオチド輸送体を中心とした糖鎖合成関連遺伝子に対して、形態形成

を指標とした網羅的機能解析を行った。これに先立ち、全細胞、全発生ステージで RNAi を誘導し

たところ、76％で発生致死となり、レクチンや糖鎖分解酵素を含む糖鎖関連遺伝子全体の 62％ 

(３．２を参照)に比較して高い致死性を示した。この結果は、糖転移酵素の欠損に由来する遺伝病

が糖鎖分解酵素に由来するものに比較して少ない事実と符合するものであり、ショウジョウバエのよ

うなモデル生物を用いた解析が遺伝病の病因論へも適用できる可能性を示すものであった。 

 

組織特異的、あるいは、発生段階特異的に RNAi を誘導したところ、54%で形態形成異常を示した。

N-結合型糖鎖の合成に関与する糖転移酵素群は、中程度の致死性と中程度の形態形成異常の

出現を示した。一方、O-結合型糖鎖のうち、プロテオグリカン型（グリコサミノグリカン鎖）、O-Fuc、

O-GlcNAc、O-Man などの、ムチン型糖鎖以外の糖鎖合成に関与する糖転移酵素群では、高い

致死性と高い形態形成異常の出現が観察された。しかし、ムチン型糖鎖の合成に関与する糖転移

酵素群では、致死性は高かったが、形態形成異常の出現は低く、糖鎖の種類による機能分担が

示唆された。 

 

さらに、各々の遺伝子における翅や複眼の形態形成異常を詳細に観察した。各遺伝子は、その表

現型により 3 種のグループにクラスタリングされた。各酵素遺伝子を同定したところ、グループ 1 に

は、グリコサミノグリカン鎖の合成に関わる糖転移酵素、グループ 2 には、Notch 関連の糖鎖合成に

関わる糖転移酵素、グループ 3 には、一部の N-結合型糖鎖合成に関わる糖転移酵素が集まって

いた。各クラスターは、各糖鎖の生合成経路と形態形成における機能を反映していた。また、グル

ープ 1 からは、コンドロイチン硫酸の形態形成における機能が、グループ 3 からは、N-結合型糖鎖

の形態形成における機能が、新たに、示された。 

 

なお、グループ１の解析に際して、各糖転移酵素の発現量とそれが合成する糖鎖構造の解析も行

ったところ、各 mRNA のみならず、標的糖鎖の特異的なノックダウンが行われていることも、明らか

になった。 

 

以上の網羅的解析により、糖鎖の形態形成における機能の全体像を、初めて、示すことができた。 

 

ショウジョウバエの糖転移酵素，糖ヌクレオチド輸送体、レクチン分子の生化学的な同定に関する

報告は、最近 5 年に集中しており、40 報程度の報告が出ている（同一の遺伝子について、複数の

報告がある場合が多い）。そのうち、8 報は、我々とその共同研究者の報告である。各遺伝子の機

能についての報告は、Notch 上の O-Fuc 糖鎖（米国の K.Irvine、日本の松野）に関するものとヘパ

ラン硫酸とそのコアタンパク質に関するもの（米国の S.Selleck と H.Nakato、日本の多羽田）が主で

あるが、最近、ムチン型糖鎖の機能（米国の K.G.Ten Hagen）や N-結合型糖鎖の機能(カナダの

H.Schachter、オーストリアの F.Altmann)の解析も行われ始めている 。しかし、本研究課題で遂行

した網羅的な機能解析は、他に例を見ない。線虫などでも、RNAi による網羅的な解析が行われて

いるが、糖鎖関連遺伝子に対するシステマティクな網羅的解析例はなく、本研究は、糖鎖研究に

重要な知見を提供し、糖鎖の基本機能の全体像解明へ大きく寄与すると考える。 

 

[2] 網羅的解析の過程で見出された注目すべき遺伝子に対するより詳しい解析 

 

➀ 目的 

 

[1]に示した網羅的解析の過程で見出された注目すべき遺伝子に対して、個々のより詳しい解析を

行うことにより、各糖鎖関連遺伝子が関わる糖鎖の生理機能をより詳細に解明することを目的とし

た。 

 

② 研究実施方法 



 

対象とする遺伝子について、以下に示す(I)〜（VI）の解析、その他を行う。 

（I）対象とする遺伝子を昆虫細胞系で発現させ、例えば、酵素活性の同定など、各種の生化学的

解析を行う。（II）対象とする遺伝子の野生型ショウジョウバエにおける発現分布の検討を行う。（III）

ノックダウン効率を決定し、豊豊田と共同して、糖鎖構造変化の検討も行う。（IV）RNAi 変異体の遺伝

学的相互作用解析などから、表現型に関与するシグナル経路を予測する。（V）RNAi 変異体の免

疫染色などにより、シグナル経路の変化と糖鎖構造変化の対応を検討する。（VI）さらに、遺伝子に

よっては、形態形成異常以外の生理機能の解析を行う。 

 

③ 成果 

 

本項目は、各々の遺伝子ごとに、記載する。 

 

[2-1] O-マンノース転移酵素（POMT: protein O-mannosyltransferase） 

 

いくつかの先天性筋ジストロフィーの原因の１つとして、αジストログリカンへの O-結合型糖鎖修飾

の異常が報告されているが、タンパク質の Ser/Thr 残基にマンノースを付加する O-マンノース転

移酵素は酵母からヒトの真核生物で広く保存されている。O-結合型糖鎖修飾の機能を明らかにす

るために、2 種のショウジョウバエ O-マンノース転移酵素、 dPOMT1 と dPOMT2 について、生化

学的解析、及び、RNAi ノックダウン体と変異体を用いた解析を行った。 

 

dPOMT1、dPOMT2 それぞれの RNAi

体は、共に腹部が時計周りに回転す

る rt（rotated abdomen）の表現型を示

した（図 2）。dPOMT1 と dPOMT2 の両

者には遺伝的相互作用が認められ、

in situ hybridization の 結 果 、

dPOMT1 、 dPOMT2 mRNA は 共 に

germ band, invaginating gut に発現し、

類似の局在パターンが観察された。さ

らに、両変異体の幼虫で、筋肉の欠

失が高頻度に観察された。さらに、

dPOMT1 と dPOMT2 の組み換えタン

パク質の POMT 活性を測定したところ、

それぞれ単独の発現では活性は検

出されなかったが、共発現した場合に

おいてのみ POMT 活性が認められた

（図 3）。これらの結果から、dPOMT1、

dPOMT2 はヘテロ重合体を形成し、

筋発生に関与している可能性が示さ

れた。 

 

ま た 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る

POMGnT (protein O-mannose 1,2- 

N-acetylglucosaminyltransferase ） 候

補遺伝子の検索をおこなったが、ハ

エでは対応する活性を示すものは、

見出すことができなかった。ハエにお

いては、マンノース１分子が付加した



もので機能している可能性が示唆された（図 4）。これは、POMT1 に欠損が認められる

Walker-Warburg syndorome が、POMGnT に欠損が認められる Muscle-eye-brain disease に比較

して、非常に強い症状を示すことを説明していた。 

 

本研究は、dPOMT2 の RNAi ノックダ

ウンを行い、in vivo で dPOMT1、

dPOMT2 が相互に作用して筋形成

に関与していることを初めて示した

点で意義深かったが、その後、ヒト

(オランダの H.van Bokhoven)、及び、

ショウジョウバエ（米国の V.M.Panin）

において POMT2 の変異が報告され

た。さらに、本研究で見出された筋

肉の欠失を指標とした遺伝学的相互

作用解析により、本遺伝子の機能に

関わる遺伝子ネットワークを明らかに

できるものと期待される。 
 

[2-2] プロテオグリカンガラクトース転移酵素II ( 3GalTII: proteoglycan galactosyltransferase II) 

 
グリコサミノグリカン鎖のリンケージ領域の合成に関わるショウジョウバエプロテオグリカンガラクトー

ス転移酵素 II (d 3GalTII) を同定した。 

 

翅、及び、複眼特異的に RNAi を誘

導すると形態形成異常を示した。こ

れらの形態形成異常を指標として、

図 5 に示したヘパラン硫酸鎖の合成

に 関 わ る 各 種 糖 転 移 酵 素 、

d 4GalT7 、 DEXT1(ttv) 、 DEXT2 
(sotv)、及び、PAPS 合成酵素（Paps）
などと遺伝学的相互作用解析を行っ

た。d 3GalTII は、これらの遺伝子と

相互作用を示し、生体内でヘパラン

硫酸の合成を通じて、翅、及び、複

眼の形成に関わっていることが示さ

れた。また、抗ヘパラン硫酸抗体を

用いて Western blot 解析を行ったと

ころ、d 3GalTII ノックダウン体でヘパ

ラン硫酸プロテオグリカンは減少していた。さらに、d 4GalT7 単独のノックダウン体と d 4GalT7 と

d 3GalTI のダブルノックダウン体を比較したところ、ダブルノックダウン体のヘパラン硫酸の減少が

著しく、ヘパラン硫酸量を指標にした場合も、また、d 3GalTII と d 4GalT7 の間に遺伝学的相互作

用が認められた。以上の事実から、d 3GalTII が生体内でヘパラン硫酸の合成を通じて、翅、及び、

複眼の形成に関わっていることが、さらに、確認された。 

 

また、en-GAL4 により翅成虫原基後部特異的にRNAiを誘導したところ、ノックダウン領域で細胞外

Wingless の減少が観察され、d 3GalTII が Wingless の安定性に寄与している可能性が示唆された。

この事実は、Wingless シグナルにおけるヘパラン硫酸の関与機構の観点からも、重要な知見であ

る。 

 



[2-3] 1,4-N-アセチルガラクトザミン転移酵-A ( 1,4GalNAcT-A) 

 

GalNAc 1,4GlcNAc (LacdiNAc) 構造は、脊椎動物の Gal 1,4GlcNAc に対応するものと考えられ

ており、無脊椎動物によく見出される構造であるが、ショウジョウバエではその構造は同定されてい

なかった。一方、ショウジョウバエの 1,4ガラクトース転移酵素遺伝子ファミリーは、プロテオグリカン

のリンケージ部分の合成に関わる d 1,4GalT7、及び、 1,4GalNAcT-A と 1,4GalNAcT-B からなる。

このうち、 1,4GalNAcT-A が、ハエの糖タンパク質と糖脂質上の LacdiNAc 構造を合成する 1,4N-

アセチルガラクトザミン転移酵素であることを明らかにした。 

 

RNAi 変異体より、中性糖脂質を抽出

し て TLC で 解 析 た と こ ろ 、

GalNAc 1,4GlcNAc 1,3Man 1,4Glc-

Cer に対応する band 強度が減少して

いた（図 6）。さらに、組み替え酵素を

発現させ、ショウジョウバエの中性糖

脂質への GalNAc の取り込み活性を

測定したところ、対応する構造を合成

することが確認され、本酵素が糖脂質

上の LacdiNAc を合成していることが

わかった。また、糖タンパク質上の

LacdiNAc 構造の合成に対しても、組

み替え酵素を用いた解析と RNAi 変

異体の lectin blot 解析により、その関

与を明らかにした。なお、in vitro の活性の同定においては、水水野（石石田）の合成した基質も用い

た。 

 

この解析の後、最近、ショウジョウバエにおいても LacdiNAc 構造があることが、質量分析により明ら

かにされた（米国の M.Tiemeyer）。また、本酵素の変異体が、行動異常を示すことも報告されてお

り（カナダの N.Haines）、糖タンパク質と糖脂質上のどちらの構造が関与しているのか興味が持た

れる。 

 

[2-4 ∼ 7] その他の転移酵素 

 

その他、糖転移酵素に関しては、[2-4]グルクロン酸転移酵素群、[2-5] 1,3 フコース転移酵素 A、

[2-6] コア 1 1,3 ガラクトース転移酵素群、また、[2-7]硫酸転移酵素群についても、個別に解析を

行った。 

 

[2-8] 糖ヌクレオチド輸送体群 

 

糖ヌクレオチド輸送体は、細胞質、

あるいは、核で合成された糖ヌクレ

オチドをゴルジ体や小胞体内腔に

輸送し、糖転移酵素のドナー基質を

供給している多重膜貫通タンパク質

である。図 7 にヒトとショウジョウバエ

の糖ヌクレオチド輸送体の系統樹を

示した。糖転移酵素に比較して単純

な構成をしており、ヒトとハエで 1:1 の

オーソログの関係になっているものも



多かった。これらの全てに対し，上上田

が RNAi ノックダウン体を作成した。

網羅的機能解析の結果顕著な表現

型を示したものについては、後後藤と

共同で、さらなる解析を行った。 

 

糖ヌクレオチド輸送体群の網羅的機

能解析の過程で、2 種の新規ショウ

ジョウバエ PAPS 輸送体遺伝子、

dPAPST1（sll; slalom）と dPAPST2 を

同定した。真核生物における膜タン

パク質、及び、分泌タンパク質の硫

酸化には、高エネルギー型硫酸ヌク

レオチドである PAPS が硫酸転移酵

素のドナー基質として利用される。

細胞質又は核で合成された PAPS は、

ゴルジ体の膜に存在する PAPS 輸送

体を介してゴルジ体内腔へ運び込ま

れる。酵母発現系を用いて輸送活

性を測定したところ、各種糖ヌクレオ

チドに対する輸送活性は示さず、両

者は、ともに、PAPS 特異的な輸送活

性を示し、PAPS 輸送体であることが

明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 sll と

dPAPST2 を RNAi によりショウジョウ

バエ S2 細胞で特異的にノックダウン

したところ、そのゴルジ画分の PAPS

輸送活性と糖タンパク質への硫酸の

取り込みが減少し、両者が PAPS 輸

送体であることが更に確認された(図 8)。 

 

sll と dPAPST2 は、ショウジョウバエの各発生段階において発現していた。両者は類似した発現傾

向を示し、RNAi 変異体は、ともに致死性を示した。複眼の形成異常を指標にして、ヘパラン硫酸

鎖の合成に関与する硫酸転移酵素（ヘパラン硫酸 3 硫酸転移酵素 B、ヘパラン硫酸 6 硫酸転移酵

素）や糖転移酵素（β1,4 ガラクトース転移酵素 7、ペプチド O-キシロース転移酵素）(図 5)との間の

遺伝学的相互作用解析を行った(図

9)。sll、及び、dPAPST2 とこれらの遺

伝子との間に相互作用が認められ、

両者が生体内でヘパラン硫酸鎖の

合成に関与することが、示唆された。

また、sll と dPAPST2 の間にも、遺伝

学的相互作用が認められた。なお、

各 dPAPST 間で Off-target 効果は認

められておらず、特異的なノックダウ

ンが確認されている。以上の結果か

ら、SLL と dPAPST2 はゴルジ体内腔

に PAPS を輸送することにより、プロ

テオグリカンの硫酸化に必要な基質

を供給していることが、明らかになっ



た(図 10)。 

 

なお、本研究は、PAPS 輸送体の単離同定の初めての例となった。各々に対して、1:1 のオーソログ

の関係にあるヒト遺伝子が存在するが、これらについても、同様な PAPS 輸送活性を持つことを、

我々は明らかにしている。2 種の遺伝子間に使い分けがあるのか、また、これらの発現により、糖鎖

の硫酸化が統合的に制御されている可能性も高く、興味が持たれる。現在、両遺伝子に対しては、

コンディショナルノックアウトマウスを作成しているところである。 

 

[3] 哺乳類細胞への応用; 注目する遺伝子のマウス胚性幹細胞(ES 細胞)における解析 

 

[1]の形態形成を指標とした網羅的

機能解析、及び、[2-2] のプロテオ

グリカンガラクトース転移酵素 II の解

析から、グリコサミノグリカン鎖の合成

に関わる糖転移酵素群が、Wingless

などのシグナルに深く関わっている

ことが予想された。また、これらの糖

転移酵素群は、ショウジョウバエと哺

乳類で 1:1 のオーソロガスな関係に

あるものも多かった。そこで、我々は、

これらの酵素のマウス ES 細胞にお

ける機能解析を行った。解析に先立

ち、ヘパラン硫酸とコンドロイチン硫

酸の発現を検討したところ、ES 細胞

ではヘパラン硫酸が高い発現を示

すことがわかったので（図 11）、ヘパラン硫酸を合成する酵素に重点をおいて解析することとした。 

 

ヘパラン硫酸の伸長に関わる EXT1、EXT2 遺伝子の各々について、shRNA 発現ベクターを用い

て RNAi を誘導したところ、各遺伝子の発現を 20%まで減少させることができた。これに伴って、ES

細胞表面のヘパラン硫酸鎖が著しく減少した（図 11）。EXT ノックダウン細胞では、増殖が低下し、

アルカリホスファターゼ染色で検定し

たところ、未分化性の低下が認めら

れた。各種分化マーカーを用いた検

討から、原始内胚葉系に分化が規

定されていることがわかった。さらに、

未分化マーカーである Oct3/4、
Nanog の発現の著しい減少が認めら

れた。ノックダウン細胞では、Wnt の

細胞表面への結合の低下、及び、そ

れに伴った -catenin の核移行の阻

害が起っており（図 12）、Wnt シグナ

ルの低下が確認された。これらの事

実から、EXT1、EXT2 が合成するヘ

パラン硫酸鎖が Wnt シグナル通じて、

ES 細胞の未分化性や多能性維持に

働いていることが初めて明らかになった。 

 

ES 細胞の未分化性、及び、多能性維持機構の解明は、学術的にも、実用的にも、非常に重要な

問題である。未分化性と多能性は、細胞外因子による種々のシグナル伝達と転写因子である



Oct3/4 や Nanog といった細胞内因子によって制御されることが、これまでに報告されている。未分

化性と多能性に関わるシグナルとしては、マウスでは、主に、LIF/STAT3、BMP/Smad、および

Wnt/ -catenin 経路が知られている。しかし、ES 細胞におけるこれらのシグナル伝達を制御するメ

カニズムについて、詳細は不明であった。本研究は、その制御機構の一端を明らかにできた点で

非常に意義深い。また、本制御機構は、マウスとヒトに共通するものであると考えられ、実用・応用

技術開発という観点からも、非常に重要な情報を与えると考えられた。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

本研究において、我々は、「種を超えて保存されている糖鎖機能」に着目して、ショウジョウバエを

モデルとし、「糖鎖の基本機能の網羅的解析」を行った。本研究は、網羅的糖鎖機能解析のほとん

ど初めての例であり、糖鎖研究に重要な知見を与えるものと考える。特に、ハエにおける網羅的解

析、及び、個別の解析から明らかになってきた「種を超えて保存されている糖鎖機能」の１つをマウ

ス ES 細胞で検証し、「ES 細胞の未分化性と多能性維持への糖鎖の関与」を明らかにできたことは、

重要である。ハエの形態形成に関わるシグナル分子の多くは、ES 細胞などの幹細胞で重要な働き

をしている。ハエの網羅的解析により見出されている他の糖鎖機能も、また、ES 細胞で重要な働き

をしてきると予想され、現在、検証を行っている。また、このような糖鎖機能は、ES 細胞のみならず、

他の組織幹細胞や癌幹細胞にも共通する可能性があり、その波及効果は、再生医療や癌研究に

まで及ぶものと考えられる。 

 

本網羅的解析は、主に、致死性と形態形成異常を指標にして行った。高い致死性を示すが、顕著

な形態形成異常を示さない遺伝子も少なからず認められ、自然免疫や神経形成など、糖鎖が、他

の重要な内在的な機能を果たす可能性が示唆された。内在的な機能を反映する他の指標を用い

た解析を、今後、行っていきたいと考えている。ショウジョウバエの自然免疫には、Toll 経路と Imd

経路があり、これらの経路が活性化されると抗菌ペプチドが産生される。特に、ムチン型糖鎖は、自

然免疫の経路に関与している可能性が考えられ、解析を開始したところである。 

 

また、現在、研究は、次の段階に入っており、ショウジョウバエの特徴を生かしたシステマティクな遺

伝学的相互作用解析とシステムバイオロジーを組み合わせることにより、生化学的な解析手法から

は得られない新たなシグナル伝達カスケードに関わる分子種を見出すことができている。この手法

を筋肉の欠失を指標とした O-マンノース転移酵素の遺伝学的相互作用解析に適用することにより、

筋ジストロフィーの病因論へも迫れるものと考えている。 

 

一方、我々は、網羅的糖鎖機能解析のため、本研究の過程で様々な解析技術を開発してきた。蓄

積された技術を他の昆虫に応用することも意義があり、我々は、蚊をその対象と定め、共同研究を

開始した。蚊が媒介する感染症は多く、糖鎖との関連が明らかになれば、社会への波及効果も高

いものと考える。 

 

以上、このようなモデル動物ショウジョウバエの特色を生かした新しい糖鎖研究を基礎にして、ハエ

と共通なシグナル伝達経路が鍵となる幹細胞系や各種疾病モデルヘ RNAi 法を適用することによ

り、「糖鎖の種を超えて保存されている生理機能」のさらなる解明とヒトへの応用を、今後も、行って

いきたいと考えている。 

 

３．２ ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の体系的な RNAi 変異体の作成とその遺伝学的解析 

(国立遺伝学研究所 遺伝学的機能解析グループ 上田龍) 

 

(1) 研究実施内容及び成果 



 

糖鎖の生体内での機能を網

羅的に解明するため、リバー

スジェネティクスのアプローチ

を適用した。すなわち、まず

糖鎖関連遺伝子の変異体を

取得し、その異常表現型より

個体におけるこれら遺伝子の

機能を推定するというアプロ

ーチである。このため、ショウ

ジョウバエゲノム配列から推

定される糖鎖関連遺伝子に

ついて、本研究グループによ

って開発された GAL4-UAS

遺伝子強制発現法を利用し

た「誘導型 RNAi 法」を用いた

変異体作成をおこなった。す

なわち、UAS プロモーターの

下流にターゲットする遺伝子

の断片を逆方向反復配列

（inverted repeat, IR）の形で

挿入した UAS-IR ベクターを

作成し、ハエ個体に導入する

（図１）。一方、ハエの全細胞、

あるいは組織特異的なパタ

ーンで GAL4 蛋白質を発現

するGAL4エンハンサートラッ

プ系統のコレクションより適当

な ハ エ を 選 択 し 、 上 記

UAS-IR を持つハエと交配す

る。この子孫（F1）では GAL4

発現細胞で UAS-IR がドライ

ブされ、ヘアピン型の二本鎖

RNA が産生し、RNAi が誘導

されターゲット遺伝子の発現抑制（mRNA 分解）がおこる（図２）。 

 

西原はショウジョウバエゲノムの蛋白質をコードする 14,141 遺伝子（annotation release 5.4）より糖

鎖関連遺伝子と推定される遺伝子を選択した。当初、生体内での糖鎖機能を調べる上ではまず糖

転移酵素遺伝子についての変異体作成が急務であると考えられた。しかしながら研究の進展と共

に、糖転移酵素と直接的な協働作用を持つであろう糖ヌクレオチド輸送体、レクチン、コアタンパク

質、糖鎖分解酵素などの候補遺伝子についても変異体を作成することにより、それぞれ特定の生

命現象（Notch シグナル伝達、筋肉発生など）について、より確実な機能の解明が可能になると考

えた。このような観点から多数の候補遺伝子が選ばれたが、本研究期間中にもショウジョウバエゲノ

ムはアノテーションのアップデートを繰り返し、選択された遺伝子の CG 番号が変わるなど種々の混

乱もあった。これらを整理し、最終的には糖鎖関連遺伝子として 257 遺伝子をターゲットと定めた。

これらの候補遺伝子について、体系的な RNAi 変異体作成をおこなったところ、第一回目の試行に

おいては 173 遺伝子（67％）について IR ベクターを構築することができた。多数の遺伝子に対応す

るため、遺伝子断片の PCR 取得には各発生ステージのハエ個体由来ｍRNA 混合物より RT-PCR

をおこなった。しかし発現量の少ない遺伝子に対しては充分量の PCR 産物を確保できないという



欠点があり、ここで構築がうまくいかなかったものの多くはベクターへの断片挿入の段階での失敗

であった。また IR 構造の保持を確実にするため、ホスト大腸菌としては recombination free の特殊

な系統を用いたが、それでもベクター増幅時に IR 構造に起因すると思われる構造異常（欠失や挿

入）が頻発するものが含まれた。これらの条件を詳細に検討し、それぞれ個別に再試行した結果、

これまでに 202 遺伝子（79％）について IR ベクター構築に成功している。ハエへの形質転換直前

のサンプルについて丹念なシーケンシングをおこない、最終的に正常なクローンを選択することが

信頼できる変異体を作成することために重要であった。 

 

また最近、ショウジョウバエや線虫など、長鎖の二本鎖 RNA を用いた RNAi においては非特異的な

遺伝子のノックダウンというオフターゲット効果の可能性が指摘されている（後述）。このため特に重

要とした 19 遺伝子については、ｍRNA の異なる部位をターゲットしたベクターも重複して作成する

こととした。これまでに 13 遺伝子について構築ができている。 

 

IR ベクターのショウジョウバエ個体への導入は microinjection 法でおこない、その後、4 世代の交配

実験を経て系統を樹立した。当初、ベクターが複数コピー挿入したと思われる不安定な系統が散

見されたため、もう 1 世代の交配実験を追加し、全ての系統について、導入したベクターが安定に

継代される系統を作成した。作成された 202 遺伝子（215 種）のベクターは既に microinjection を終

えているが、これまでに系統が樹立されたのは 178 遺伝子である。初期の実験では 1 遺伝子あたり

10 数系統を作成して RNAi の効果を検討した。これはベクターの強制発現では、染色体上での挿

入箇所に依存してその程度が変わるという「位置効果」が知られているからである。これらの系統を

用いた検討の結果、確率的には 2 系統の樹立でも強い表現型の系統を得られることがわかり、本

研究ではそれぞれのベクターで 2 系統を樹立することとし、現在までに 362 系統を樹立している。 

 

樹立された系統を用いて、まず全細胞でターゲット遺伝子のノックダウンを誘導した場合、成虫ま

での発生過程に異常が生じるかを検討した（致死性の検討）。110 遺伝子（62％）で致死となった。

胚期、終齢幼虫期、蛹期など遺伝子により致死期は特異的である。この結果はそれぞれの変異体

で特異的に異常となった糖鎖の発生における重要性を示している可能性がある。一方、最近、

RNAi による遺伝子ノックダウンの非特異性（ヒストンメチル化などによるエピジェネティックな遺伝子

発現抑制）が報告され始めている。これを考慮し、ここで得られた変異体の特異性を検討するため

に以下の実験をおこなった。 

 

[１] 特異的な RNAi の誘導 

 

翅や複眼の発生は Notch、Wnt、TGF- などの形態形成で働くシグナル伝達系、また EGF や IGF

の関与する増殖／分化のシグナル伝達系を検出するのに優れた系である。この組織で特異的に

発現する GAL4 系統を用いて組織特異的に RNAi を誘導する。個体が致死とならず、遺伝子の機

能を容易に推定することができる。翅において 87 遺伝子の変異表現型を検討したところ、30 の遺

伝子において非常に特異的な異常表現型が観察された。 

 

[２] 二本鎖 RNA から生じる siRNA の Off-target 検索 

 

本研究では 500bp 前後の二本鎖 RNA を細胞内で発現し、RNAi を誘導している。この長い二本鎖

RNA は細胞内で 21bp 程度の短い siRNA に分解され、これらが配列特異的にターゲットｍRNA の

分解に働いている。産生される全ての siRNA 分子はターゲットｍRNA を認識するが、中には他のｍ

RNA と相同性を有する siRNA 分子が生じる場合もある（図 3）。少数個の siRNA でも非ターゲットｍ

RNAを分解するケースがあることが疑われているため（Off-target効果）、それぞれのsiRNAが他の

ｍRNA とクロスリアクトするかどうかを検索する必要が生じた。これは siRNA の配列が短いために通

常の BLAST 検索では困難である。しかしながら共同研究者の東大・西郷教授は森下研究室と共

同でこの siRNA の Off-target 検索が可能なプログラム（dsCheck）を開発したので、これを用いてそ



れぞれの IR ベクターの特異

性を調べた。その結果、表 2

のように、97％のベクターに

関しては完全に特異的か、

あるいは Off-target 効果の

可能性は無視できると考え

ら れ た 。 一 方 例 外 的 に 、

CG30059 遺伝子ベクターよ

り産生された siRNA（482 種

類 ） の 93 ％ が CG18278 

mRNA に結合するという高い

非特異性が発見された。両

者はゲノム上に近接して存

在し、おそらく重複遺伝子で

あろうと思われる。 

 

非ターゲットｍRNA に結合する siRNA の割合 IR ベクター個数 

０％ 111（57％） 

〜１％ 65（34％） 

１〜５％ 13（6％） 

５％〜 5（３％） 

計 194 

 

糖鎖機能に関与する遺伝子の変異体を網羅的に作成、比較解析した研究はいまのところない。し

かしながら 2007 年の 4 月にウィーンの Dickson 研より 12,000 遺伝子の RNAi ハエを網羅したバン

クが公開された。そのため、ショウジョウバエをモデル動物として用いた糖鎖機能解析研究はこれ

から一層の進展が見られるであろう。一方、これらのハエはゲノムのエクソン部分を IR 配列として利

用しているため、IR 平均長が短く、RNAi 効果が弱いことが考えられる。しかし本研究で使用した IR

配列とは異なる遺伝子部位の断片を使用しているため、２種類のハエを比較すれば Off-target 効

果の危険性を払拭できる。その意味で本領域の研究にとっても有効なリソースである。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

糖鎖関連遺伝子を網羅した変異体のライブラリーは本研究によってほぼ完成した。これまで個々

の遺伝子の機能を明らかにする解析的な研究を進めてきたが、ハエを使った研究の利点を生かす

意味では遺伝子相互作用解析を進めるべきであろう。（同じカスケードで機能する）遺伝子ネットワ

ークを明らかにする研究である。そのために利用可能な染色体欠失変異体を体系的に樹立するプ

ロジェクト（http://www.drosdel.org.uk/）も動いており、それぞれの遺伝子が関与する糖鎖の機能

をシステム的に解明したい。RNAiハエの今ひとつの利点である複数遺伝子の同時ノックダウンによ

るシステム的な異常表現型探索も今後の展開として考えられる。個々の遺伝子ノックダウンではバ

イパス経路によって異常が検出できない場合でも、同じカスケードの複数遺伝子の操作でそれら

の弱い遺伝子機能を発見できる可能性がある。また、本研究で作成したハエを用いて形態形成以

外の生体機能、行動や記憶・学習、あるいは免疫などの観点から異常表現型をスクリーンすること

は、新たな共同研究を組むことで迅速に展開可能である。 

 

ショウジョウバエはモデル生物であり、それらを利用した研究には基礎研究としての成果が求めら

れている。しかしながら、組織や細胞のレベルで遺伝子機能を見ると哺乳類との相同性も驚くほど

保たれており（POMT など）、ハエを材料とした研究が上記の遺伝子ネットワーク解析から始まり、マ

ウスでの解析を経た上で、疾病の理解や創薬といった点に波及することも夢物語ではない。本研



究ではそのスタートを切ることができた。さらにこの方向での展開を進めていきたい。 

 

３．３ ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi変異体の発生学的解析、及び、糖修飾の機能と機構

の解析 

(三菱化学生命科学研究所 発生学的機能解析グループ 後藤聡) 

 

(1) 研究実施内容及び成果 

 

糖鎖の機能を明らかにするために、ショウジョウバエを用いて、糖転移酵素、糖修飾酵素、糖核酸

輸送体などの遺伝子の発現を阻害し、その表現型を解析した。方法としては、ゲノム情報をもとに

選び出されたショウジョウバエの糖転移酵素、糖修飾酵素、糖核酸輸送体について、RNAi によるノ

ックダウンをショウジョウバエ個体で行った。解析には主としてショウジョウバエの翅を用いた。その

理由は翅の様々な表現型を観ることによって、どのような発生過程または情報伝達系に異常が生

じたかを簡便に推測することができるからである。例えば、Notch 情報伝達系が異常になると、翅の

周縁部が欠け、翅脈が太くなり、時には過形成される（図１）。 

 

 
図１．ショウジョウバエの翅。正常（左）と Notch 伝達経路の変異体（右） 

 

また、MAPK 情報伝達系が異常になると翅脈の形成不全が生じる。そのような系をもちいて、約１０

０種類以上の分子について解析したところ、主として２つの結論を得ることができた。ひとつは、糖

鎖の種類、例えばＮ型糖鎖かＯ型糖鎖かによって異なる表現型が得られたことから、糖鎖の種類

ごとに関与する情報伝達系の種類が異なる可能性が示唆された。もうひとつは、同じ糖鎖を生成

する酵素でも、糖鎖の根元側（還元末端側）を作る酵素では重篤な表現型が得られ、糖鎖の末端

側（非還元末端側）を作る酵素では多様で軽微な表現型が得られた。このことは、糖鎖の末端側に

は多様性があり、機能が分化している可能性が示唆している。このような糖鎖機能の網羅的な解析

は世界でもほとんど行われていないので、本研究は糖鎖研究に重要な知見を提供するものと考え

られる。なお、本解析は、西西原・上上田と共同で行った。 

 

さらに、糖修飾の機能をコア蛋白質も含めて解析した。まず、神経系のモデルとしてショウジョウバ

エの網膜形成に必要な糖蛋白質 chaoptin に着目し、その蛋白質に付加されている糖鎖の付加位

置および糖鎖構造の解析を行った。まず、chaoptin蛋白質に対する抗体を用いてアフィニティー精

製を行い、その精製産物をプロテアーゼ消化後、液クロを用いて、切断断片ペプチドを分画・分取

した。分取したペプチドそれぞれについて、各種レクチンに対する反応性を調べた。レクチンに反

応したペプチドについては、ペプチドシークエンサーを用いて配列を決定した。さらに、糖鎖部分

の構造については、レクチンとの詳細な反応性の検討および質量分析装置を用いた解析をおこな

った。その結果、いくつかのペプチドについては糖鎖付加位置の同定ができた。さらに、そこに付

加している糖鎖の構造についても解析することができた。その結果、chaoptin 蛋白質には異なる種

類の糖鎖が付加されていること、また、それぞれの糖鎖が付加する位置はほぼ決まっていることが



明らかとなった。このことは、以下で述べるように、chaoptin 蛋白質を用いた糖鎖の機能解析に重

要な知見を与えることになった。また、この糖鎖構造の解析を通じて、実際の生体内から糖蛋白質

を抽出・精製し、その糖鎖付加位置と糖鎖構造を詳細に解析する技術を確立できた。このような技

術は、糖鎖機能の生物学的解析を行う際に欠くことのできないものである。以上の解析は、蟹江治

先生（三菱化学生命科学研究所、主任研究員）のグループとの共同研究である。 

 

次に、その chaoptin 蛋白質に付加される糖鎖の機能を、培養細胞を用いて解析した。Chaoptin 蛋

白質は細胞接着活性を持ち、培養細胞で発現させると細胞凝集塊を形成することが知られている

（図２）。 

 

        
図２．ショウジョウバエの浮遊培養細胞（A）と Chaoptin を発現させた細胞（B）。（Krantz DE. et.al., 

EMBO.J.） 

 

前述の解析によって同定することのできた chaoptin 蛋白質の糖鎖付加位置に変異を導入し、糖鎖

が付加されない変異蛋白質をコードする遺伝子を作成した。変異を導入するにあたり、糖鎖付加

位置がクラスター化している３つの領域に分けた。それぞれの領域内のすべての糖鎖付加位置を

導入した。３領域のうちのふたつ以上に変異を導入した場合には、変異蛋白質の発現量が減少す

ると同時に、変異蛋白質自身が切断されることがわかった。すなわち、糖鎖が蛋白質の品質管理

に必要である可能性が示された。一方、３領域のうちのひとつに変異を導入した場合には、変異蛋

白質は十分に発現し、細胞膜表面に提示されることがわかった。そこで、その変異蛋白質を培養

細胞で発現させたところ、本来持っている細胞接着活性が失われることがわかった。すなわち、糖

鎖が細胞接着に重要な役割を果たしていることが明らかになった。 

 

さらに、ショウジョウバエ個体を用いて、chaoptin 蛋白質の糖修飾についても解析も行った。三菱生

命研と国立遺伝研で作成中のショウジョウバエ RNAi ライブラリーを用いて、chaoptin 蛋白質の糖修

飾に必要な遺伝子の網羅的なスクリーニングを行った。具体的には、RNAi ライブラリーを用いて、

視神経特異的に遺伝子をひとつずつ発現阻害し、その視神経から chaoptin 蛋白質を抽出・精製し

た。その chaoptin 蛋白質の糖鎖を、種々のレクチンによるブロットで解析し、糖鎖に異常が生じて

いないかを定量的に調べた。その結果、様々な遺伝子の発現阻害によって、chaoptin 蛋白質の糖

鎖が異常になることを見出した。その中には、既知の糖転移酵素が含まれており、このスクリーニン

グの有効性が確かめられた。また、既知の遺伝子ではあるが、いままで糖修飾に関連するとはわか

っていなかった遺伝子も新たに同定することができた。また、糖修飾に関わる全く新しい遺伝子な

どを同定することに成功した。 

 



次に、これらの遺伝子群をシステムバイオロジーの手法を用いて、two-hybrid のデータベースを基

にネットワーク化したところ、糖修飾に関する新たな遺伝子クラスターを見出すことができた。ところ

で、two-hybrid のデータベースには疑似陽性が含まれていることが予想されたので、より信頼性の

高い genetic interaction のデータベースを基にネットワーク化した。その結果、さらに信頼性の高い

遺伝子クラスターを見出すことができた。このような糖修飾遺伝子のネットワークは、世界で初めて

の発見であり、今後の糖修飾研究に大きなインパクトを与えると考えている。このシステムバイオロ

ジー手法を用いたネットワーク化は、木下聖子先生（創価大）との共同研究である。 

 

さらに、それらの遺伝子機能を明らかにすべく、生化学的、細胞生物学的解析系を構築しつつあ

る。特に、細胞生物学的解析として、糖転移酵素の局在を調べる系を構築した。いくつかの遺伝子

について解析したところ、ゴルジ体に糖転移酵素が正しく局在するために必要な遺伝子など、まっ

たく新しい機能を持つ遺伝子が含まれていることがわかった。糖転移酵素がどのようにしてゴルジ

体に正しく局在するかについては、現在のところ、あまりわかっていない。したがって、このような新

規遺伝子を同定できたことによって、糖修飾メカニズムの新たな側面を解明できると考えられる。 

 

さらに、糖鎖の機能解析の一環として、異常になった糖鎖の構造を生化学的に解析した。上述の

方法を用いて、糖転移酵素などのノックダウンをおこなった個体から chaoptin 蛋白質を抽出・精製

し、その糖鎖構造を詳細に解析した。その結果、糖転移酵素の活性とよく相関する糖鎖異常が検

出され、RNAi による阻害と糖鎖構造決定法の正確さが実証された。この構造解析は、蟹江治先生

のグループとの共同研究である。 

 

この解析と平行して、細胞内の糖修飾である O-GlcNAc 糖鎖の機能について解析した。

O-GlcNAc 糖鎖は、細胞質や核内に存在する多くの蛋白質に付加している。また、その転移酵素

（OGT）は、ヒトからショウジョウバエまで一種類しかない。そこで、ショウジョウバエの全身で OGT を

ノックダウンしたところ致死になり、その重要性が示された。また、組織特異的なノックダウンを行っ

たところ、細胞のサイズや分化に異常が生じた。この結果は、細胞の栄養状態や分化に

O-GlcNAc 糖修飾が重要な役割を果たしている可能性を示唆している。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

糖鎖は、発生分化、再生、免疫、神経機能、増殖など、様々な機能を持っており、その破綻によっ

て、先天性奇形、感染、精神発達遅滞、癌などが引き起こされる。本研究によって、新たな糖修飾

遺伝子を同定できたことは、未知であった糖修飾のメカニズム解明に役立ち、将来的には、上述の

ような疾病の理解・治療などに貢献することが期待される。今後は、同定された遺伝子の機能をショ

ウジョウバエと哺乳動物を用いて明らかにすると共に、ヒトの疾患との関連性を明らかにする必要が

あるだろう。 

 

また、本研究によって培われた糖鎖構造の解析技術は、ごく微量の糖鎖に対応したものであり、今

後は、ショウジョウバエにとどまらず、他の微量な生体サンプルにも応用できると考えられる。例えば、

ヒトの疾患臓器での糖鎖構造解析なども可能になるのではないかと期待している。 

 

３．４ 野生型、及び、ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の糖鎖構造解析 

(千葉大学 糖鎖構造解析グループ 豊田英尚)  

 

(1) 研究実施内容及び成果 

 

本研究は，野生型およびショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の糖鎖分析に用いる糖鎖

構造解析システムの開発を目的として展開された．糖鎖関連遺伝子に対して網羅的に作成された

RNAi 変異体のうち異常表現型が出たものに対して糖鎖分析を行い，糖鎖構造の変化が異常表現



型を誘導していることを直接証明した．具体的には，微量のショウジョウバエを用いて[1]糖組成分

析，[2]グリコサミノグリカンの二糖組成分析，[3]N-結合糖鎖の分析法を確立した．ショウジョウバエ

由来糖鎖のアミノ糖および中性糖組成分析，グリコサミノグリカンの一種であるコンドロイチン硫酸

およびヘパラン硫酸を１０匹のショウジョウバエを用いて測定するシステムを研究期間前半で構築

した．さらに研究期間の後半では，１０匹のショウジョウバエを用いた N-結合糖鎖解析法を確立す

ることに成功した．これらの成果をショウジョウバエのみならず，線虫，培養細胞等の様々な生体試

料に応用し，研究成果を得た．研究期間の終盤では，糖鎖分析法全般をセミミクロ化することで約

十倍の高感度化を達成し，ショウジョウバエ１匹から様々な糖鎖構造の解析を可能とした．その結

果，ショウジョウバエのみならず，レーザーマイクロダイセクションを用いて得られる組織切片上の領

域特異的糖鎖解析法の確立に至った．以下にその詳細を記す． 

 

[1] 糖組成分析： 2-シアノアセトアミドを用いた蛍光ポストカラムＨＰＬＣを用いて，ショウジョウバエ

１０匹を用いてアミノ糖および中性糖の一斉分析を可能にした．ショウジョウバエが産生する複合糖

質中の中性糖は主に Fuc, Gal, Man, Xyl から，アミノ糖は主に GalN と GlcN から構成されており，

哺乳動物と同様の構成単糖からなることが示された．ショウジョウバエの複合糖質を構成する単糖

の組成を再現性よく定量する方法の確立に成功したことから，RNAi変異体の糖組成変化を解析で

きるようになった． 

 

[2] グリコサミノグリカンの二糖組成分析: 我々は本プロジェクト研究の開始前に，ショウジョウバエ

が産生するグリコサミノグリカンの，蛍光ポストカラムＨＰＬＣによる二糖組成分析法を世界に先駆け

て報告している(Toyoda et al., J. Biol. Chem., 275, 2269-2275 (2000))．この従来法では，ショウジョ

ウバエおよそ 100 匹を用いて分析を行っていたが，詳細な検討の結果，10 匹のショウジョウバエの

グリコサミノグリカンの二糖組成分析に成功し，RNAi 変異体への応用を可能にした．様々なグリコ

サミノグリカン合成酵素の遺伝子の誘導型 RNAi を行った結果, Ｃ5 エピメラーゼおよびヘパラン硫

酸-2-O-スルホトランスフェラーゼの遺伝子をターゲットにした際に，顕著なヘパラン硫酸構造の変

化が起きることを見いだした．現在，Ｃ５エピメラーゼおよびヘパラン硫酸-2-O-スルホトランスフェ

ラーゼ遺伝子に関する有用なショウジョウバエ変異体は確立されていない．従って本研究で行わ

れた RNAi による遺伝子機能の阻害実験は，ショウジョウバエにおける両遺伝子の機能を生化学的

に解析した初めての試みである． 

 

[3] N-結合糖鎖の分析: N-結合糖鎖はタンパク質のフォールディング等に大きな影響を及ぼすこ

とから，糖鎖機能の解析に際して微量の試料を用いた構造解析法が重要である．そこで 2-アミノピ

リジンを用いた蛍光プレカラムＨＰＬＣによる微量分析法を詳細に検討し，10 匹のショウジョウバエ

への応用に成功した．PA 化 N-結合糖鎖の標準品を用いた分析や質量分析を用いた同定によっ

て，ショウジョウバエの N-結合糖鎖が M9.1, M5.1, 010.1 等から構成されていることを明らかにした．

ショウジョウバエでは，微量成分として，Fucα1→3GlcNAc 構造を含む N-結合糖鎖が細胞間シグ

ナル伝達系にかかわっていると推察されていることから，関連する RNAi 変異体を解析し，研究を

継続中である．  

 

[4] レーザーマイクロダイセクションを用いた糖鎖の領域特異的解析： 共焦点レーザー顕微鏡の

普及によって，微少領域の鮮明な蛍光画像が簡単に得られるようになり，領域特異的な生命現象

解析技術は飛躍的に向上した．しかし，この時用いられる抗体等の構造特異的なプローブによる

可視化は，タンパク質や核酸に対しては非常に有効であるが，糖鎖を解析する場合には十分に機

能しない．そこで，今後発展させるべき新しい技術として，領域特異的な糖鎖の計測が挙げられる

が，糖鎖に対する抗体やレクチンを用いた共焦点レーザー顕微鏡観察では糖鎖構造を特定する

ことはできず，最終的には糖鎖の化学的な微量分析が必要となる．レーザーマイクロダイセクション

は（ＬＭＤ）は切片上の標的とする細胞塊をレーザーで切り出して回収することのできる新しい研究

ツールであり，局所の DNA 分析，RNA 分析，タンパク質機能解析等に利用されはじめているが，

本研究ではこれを糖鎖分析に応用した．まず，ＬＭＤと組み合わせて使用できる N-結合糖鎖のセ



ミミクロＬＣを用いた分析法の検討を行った（S/N=3 で PA 化 N-結合糖鎖の検出限界 400 amol）．

この方法を用いて，ヘマトキシリン染色を施したマウスの脳切片の解析を行った結果，厚さ 10 μm，

半径 300μm の切片から N-結合糖鎖を解析することが可能となり，発生や分化に応じた脳 N-結合

糖鎖の変動を観察することができた． 

 

[5] 糖鎖解析システムのセミミクロ化による超微量分析： [4]で N-結合糖鎖分析法の感度が向上し

たことから，わずか１匹のショウジョウバエを用いて N-結合糖鎖のプロファイル分析が可能になった．

またグリコサミノグリカンの二糖組成分析計のセミミクロ化に着手し，約１０倍の高感度化を達成した．

その結果，ショウジョウバエ１匹からコンドロイチン硫酸およびヘパラン硫酸を分析可能とした． 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

本研究は生体試料中の微量な糖鎖を解析するシステムの構築を目的として展開した．本研究で検

討した，様々な生体試料の前処理法および糖鎖微量分析法による感度は他の追随を許さない．

得られた研究成果は，現在の糖鎖研究の重要課題とされている，糖鎖の高効率な分画・精製・同

定技術の開発，糖鎖の機能解析・検証技術の開発に多大な貢献をもたらした．今後これらの解析

法は多くの糖鎖研究の発展に寄与することが期待される． 

 

３．５ 糖鎖基質及び阻害剤の合成 

((財)野口研究所 糖鎖合成グループ 水野真盛) 

 

(1) 研究実施内容及び成果、及び、(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

生体内の糖鎖の機能を分子レベルで解明するためには単一標品を糖鎖基質として用いた研究が

必要である。しかしながら、市販されている糖鎖基質は天然に存在するもののごく一部でしかない。

そこで様々な生理機能に関与する糖鎖の機能制御に関わっている糖転移酵素・糖加水分解酵

素・レクチン分子など生体の糖鎖関連遺伝子の網羅的な解析のためには基質となるオリゴ糖・糖脂

質・糖タンパク質といった多種類の標品を有機化学的手法によって系統的に合成し供給すること

が必要不可欠である。またさらに、HPLC など様々な分析機器によって容易に検出できるような官

能基を導入する必要があるが、そのような基質の合成には有機化学的手法を用いることが最も有

効である。本 CREST における糖鎖合成グループのターゲットは、[１]ショウジョウバエの Notch 糖鎖

におけるガラクトース転移酵素探索のための糖鎖基質の合成、[２]N-アセチルグルコサミン転移酵

素探索のためのペプチド基質の合成、[３]O-結合型糖タンパク質のコアタンパク質探索のための

N-アセチルグルコサミンツールおよび N-アセチルガラクトサミンツールの合成、[４]T 抗原および

Tn 抗原に対するレクチン釣り上げのための糖鎖基質の合成、[５]ハエのジストログリカンをモデルと

した抗体作成用糖ペプチドの合成、[６]LacdiNAc 構造に対する抗体作成用糖基質の合成である。

以下にそれぞれについて記述する。 

 

[１] Notch 糖鎖におけるガラクトース転移酵素探索のための糖鎖基質の合成 

① 研究実施内容 

Notch は細胞の運命を決定する要因として最近特に注目されている糖タンパク質である。特にその

働きを制御しているのが糖鎖構造であり、哺乳類の Notch の糖鎖はタンパク質のセリン・スレオニン

残 基 に フ コ ー ス が 結 合 し さ ら に N- ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ， ガ ラ ク ト ー ス ， シ ア ル 酸

（Neu5Ac (2-3)Gal (1-4)GlcNAc (1-3)Fuc (1-)Ser/Thr）の順で伸長した興味深い構造を有して

いる。細胞内で糖鎖の構築を担っているのは糖転移酵素であり、糖転移酵素の働きが Notch の機

能を直接制御している。事実 Notch の機能の制御因子として発見された Fringe と呼ばれるタンパク

質は N-アセチルグルコサミン転移酵素であることがわかった。そこで、本研究ではショウジョウバエ

における Notch糖鎖の伸展に関わるガラクトース転移酵素の探索を目的として蛍光発色基をもった

二糖誘導体：GlcNAc (1-3)Fuc (1-)Dns（下図）の合成を行った。 



 
図：GlcNAc (1-3)Fuc (1-)Dns 

 

② 研究実施方法 

C-3 位水酸基のみ遊離にしたフコース誘導体と適切に保護したグルコサミンのチオグリコシド誘導

体をグリコシル化し二糖誘導体を得た。さらに数段階を経て保護基の変換を行い、二糖供与体とし

た後にアミノエタノール誘導体との 選択的なグリコシル化を行った。その後蛍光発色基であるダン

シル（Dns）基をもったアミノカプロン酸誘導体とのカップリング反応を行い目的化合物を得た。 

 

③ 研究成果 

得られた化合物を基質として用い、西西原と共同で、ガラクトース転移酵素による糖鎖の伸展反応を

調べた。対照実験としたヒト由来の数種のガラクトース転移酵素では転移活性が認められたが、シ

ョウジョウバエ由来の２種類のガラクトース転移酵素ではいずれも転移活性は確認されなかった。

以上の結果より本化合物の供給により、ハエのガラクトース転移酵素はヒト由来の酵素とは基質特

異性が異なるのかまたは元来ショウジョウバエの Notch 糖鎖にはガラクトースが存在していない可

能性があることが推測された。さらに、検討をおこなったところ、これらのハエのガラクトース転移酵

素は、ガラクトース転移活性ではなく、N-アセチルガラクトサミン転移活性を持ち、内１種は、本基

質に GalNAc を転移することが明らかになった。 

 

[２] N-アセチルグルコサミン転移酵素探索のためのペプチド基質の合成 

① 研究実施内容 

O-結合型タンパク質はムチン型に代表されるようにタンパク質のセリンまたはスレオニン残基に N-

アセチルガラクトサミンが 結合している。ところが一部の糖タンパク質では N-アセチルグルコサミ

ンが O-グリコシドで結合している。本研究ではタンパク質に N-アセチルグルコサミンを導入させる

酵素の探索のため蛍光発色基をもった 9 残基からなるペプチド誘導体（Dns-Acp-Tyr-Ser- 

Asp-Ser-Pro-Ser-Thr-Ser-Thr-OH）を合成した。 

 

② 研究実施方法 

ペプチド自動合成装置(Applied Biosystems 433A Peptide Synthesizer)を用いてペプチドを構築し

た後、ダンシルアミノカプロン酸をカップリングして樹脂からの切り出し、ペプチド側鎖の脱保護を

行って目的化合物を合成した。 

 

[３] O-結合型糖タンパク質のコアタンパク質探索のための N-アセチルグルコサミンツールおよび

N-アセチルガラクトサミンツールの合成 

① 研究実施内容 

Bertozzi らの開発したコアタンパク質の釣り上げの方法を用いることにした。彼らは N-アジドアセチ

ルガラクトサミン誘導体を細胞に投与し、これがサルベージ経路により UDP-N-アジドアセチルガラ

クトサミンに誘導された後タンパク質に取り込まれる。その後細胞を破砕し、アジド基の Staudinger

反応を利用して蛍光発色基を持ったプローブ分子とのカップリングを行いコアタンパク質を検出す

ることを試みた。本研究では Bertozzi らの方法を用いて、ショウジョウバエの O-結合型糖タンパク

質のコアタンパク質を探索することとした。 

 

② 研究実施方法 

合成目的化合物は N-アジドアセチルガラクトサミン誘導体と N-アジドアセチルグルコサミン誘導体



（下図）であるが、Bertozzi らの合成方法では単離精製に問題があったため、それを解決する合成

ルートを開発した。グルコサミン塩酸塩を出発原料として用い、アミノ基にベンジルオキシアセチル

基を導入し、残りの水酸基のアセチル化を行った。その後ベンジル基を除去し遊離となった水酸

基をクロル化しアジド基を導入した。ガラクトサミンも同様にして合成し、両方とも純度の高い化合物

が精製できた。 

 

 
図：N-アジドアセチルガラクトサミン誘導体と N-アジドアセチルグルコサミン誘導体 

 

③ 研究結果 

現在、ショウジョウバエの O-結合型糖タンパク質のコアタンパク質の探索は進行中である。 

 

[４] T 抗原および Tn 抗原に対するレクチン釣り上げのための糖鎖基質の合成 

① 研究実施内容 

レクチンを同定するためにはチップの上にレクチンが認識する糖鎖を固定化しレクチンの入った溶

液を注入する。その後洗浄し、糖鎖に結合したレクチンを取り出すといった手法が用いられる。ここ

では、固定化部位となるリンカー部分を結合させた T 抗原（Gal (1-3)GalNAc ）ならびに Tn 抗原

（GalNAc ）糖鎖を合成することとした。 

 

 
図：グルコースリンカー部位を結合させた Tn 抗原 

 

 
図：アミノエトキシエタノールリンカー部位を結合させた T 抗原 

 

② 研究実施方法 

リンカーとしては、還元的アミノ化法での固定化を行うためにグルコースを用いることにした。２－ア

ジドグルコース保護体とグルコース保護体を縮合後、官能基変換、及び脱保護することによりグル

コース型リンカーを有する Tn 抗原を合成することができた。 

次に、T 抗原誘導体の合成について種々検討を行ったが、目的の 3 糖構造を合成するのは非常

に困難であることが明らかと成った。そこでT抗原に関してはリンカー部位を２－(２－アミノエトキシ)

エタノールへと変更し、固定化もアミノ基を介した手法を用いることにした。まず、２－(２－アミノエト

キシ)エタノールのアミノ基をベンジルオキシカルボニル（Z）基で保護した後、２－アジドグルコース



保護体、ガラクトース保護体の順に縮合を行い、リンカー部分を有する T 抗原前駆体までの合成に

成功した。最後にアジド基のアセトアミド基への変換、および脱保護操作を行い、目的の T 抗原誘

導体の合成に成功した。 

 

③ 研究成果 

これらの化合物は、レクチン釣りあげ用糖鎖チップの原料として用いた。 

 

[５] ショウジョウバエのジストログリカンをモデルとした抗体作成用糖ペプチドの合成 

① 研究実施内容 

ショウジョウバエにもヒト同様ジストログリカン糖タンパク質が存在している。ヒト型ジストログリカンの

糖鎖はタンパク質のセリン・スレオニン残基にマンノースが結合しさらに N-アセチルグルコサミン、

ガラクトース、シアル酸（Neu5Ac (2-3)Gal (1-4)GlcNAc (1-2)Man (1-)Ser/Thr）の順で伸長した

構造を有している。一方、ハエ型ジストログリカンの糖鎖はマンノースのみしか有していないことが

示唆されている。そこでこのような O-マンノシルペプチドを用いた抗体作成のための基質としてアミ

ノ酸１９残基、及びマンノース 1 残基からなるマンノシルペプチドを合成することにした。マンノシル

ペプチドとしてはアミノ酸配列がハエのジストログリカンの３つのスプライシングバリアント全てに共

通する配列（TSSVATTTASTPESSSISS）であり、11 残基目のスレオンにマンノースが付加した構造

を設計した。 

 

 
 

② 研究実施方法 

まず、原料となる糖アミノ酸 Fmoc-Thr(Man)-OH を合成し、糖水酸基遊離で行う糖ペプチド合成法

であるジメチルチオホスフィン酸混合酸無水物（Mpt-MA）法により合成を試みたが目的物は得ら

れなかった。そこで、Mpt-MA 法よりも強力な縮合法である PyBOP 試薬を用いるため糖アミノ酸ユ

ニットとして新たに Fmoc-Thr[Man(OAc)4]-OH を合成し、糖ペプチドの固相合成を行ったが、本条

件においても目的物は得られなかった。そこで、本条件下で得られた主生成物を単離し構造を同

定したところ、Ac-SSSISS-NH2 という構造が得られた。この結果より、Ｃ末端から６残基目の Ser 以

降の縮合が進行しないことが明らかとなった。これは固相担体上でペプチド鎖の凝集・会合が生じ

たためと考えたれた。 

 

 
 

③ 研究成果 

そこで、固相合成時におけるペプチド鎖の凝集・会合よる縮合阻害を回避するため、３、１０，１６，１

９残基目のセリンの代わりに、擬似プロリン誘導体を使用し、ＰｙＢＯＰを縮合剤として用い、反応を

行ったところ、収率良く目的のマンノシルペプチドが得られた。 

 

 



 
 

 
 

 

[６] LacdiNAc 構造に対する抗体作成用糖基質の合成 

① 研究実施内容 

Ｏ-結合型やＮ-結合型糖タンパク中に発現している LacdiNAc の糖鎖構造を認識するような抗体

の探索ための基質として、LacdiNAc 骨格（GalNAcß1 4GlcNAc）を有する糖誘導体として

GalNAc 1 → 4GlcNAc 1 → 6Man （ LacdiNAc -Man ） 及 び GalNAc 1 → 4GlcNAc 1 → 6Man

（LacdiNAc -Man）を設計し、その合成を行った。 

 

 
 

② 研究実施方法 

まず、原料となる GalNAc 誘導体、GlcNAc 誘導体、Man 誘導体の合成を行った。LacdiNAc -Man

の合成は通常の有機合成手法で行った。LacdiNAc -Man の合成は、迅速液相合成法として近年

注目されているフルオラス合成法を用いて行った。なお、今回は当研究室で開発したフルオラスタ

グ Bfp 基を用いた。 



 
 

 

③ 研究成果 

LacdiNAc -Man 、 LacdiNAc -Man と も に 良 好 な 収 率 で 合 成 す る こ と が で き た 。 特 に

LacdiNAc -Man はフルオラス合成法を用いたことにより、通常の合成法と比べて効率よく合成でき

ることが明らかとなった。 

 

３．６ 糖鎖関連遺伝子 siRNA 導入哺乳類細胞の性状解析、及び、ノックアウトマウスの調製と解析 

（北里大学 糖鎖細胞制御グループ 中村充）  

 

(1) 研究実施内容及び成果 

 

① 研究のねらい 

 

ショウジョウバエの系でスクリーニングし、哺乳動物細胞の系で機能解析をする重要性が認められ

た糖鎖関連遺伝子のＲＮＡ干渉を、哺乳動物細胞の系で実現する。 

 

② 研究実施方法 

 

対象とした糖鎖関連遺伝子は、ショウジョウバエの系でスクリーニングし、哺乳動物細胞の系で機

能解析する重要性が認められたものを中心とした。 

 

哺乳動物細胞の中には、遺伝子導入が大変難しい細胞が存在する。あらゆる細胞におけるＲＮＡ

干渉を実現するため、当グループでは、プラスミドベクター系ではなく、レトロウィルスならびにレン

チウィルスベクター系に注力することにした。特に、レンチウィルスベクターにおいては、Ｃｒｅ-ｌｏｘシ

ステムでコンディショナルなＲＮＡ干渉を行う系も導入した。Ｃｒｅはアデノウィルスの感染によってＯ

ＮまたはＯＦＦを誘導するシステムである。ターゲット配列を選定するアルゴリズムは、アンビオンな

どに代表される商用データベースのアルゴリズムを当初参照していた。しかし当グループでは、さ

まざまな紆余曲折を経た上で、Ｕｉ-Ｔｅｉ、Ｓａｉｇｏらの報告（Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｒｅｓ、３２：９３６-９４８，２

００４）を参照することにした。システマティックに構築するｓｉＲＮＡベクターの対象糖鎖関連遺伝子

は、Ｎ-グリカン系、Ｏ-グリカン系、プロテオグリカン系、その他あわせて計１２種類で、レトロウィル

スベクターを用いた。それぞれの遺伝子に対して、最低でも２種類の異なるターゲット配列を選定

するべくノックダウン効果のスクリーニングを行った。 

哺乳動物細胞の中で、当グループとして最も扱いに慣れていてＲＮＡ干渉技術を応用しやすく、Ｒ

ＮＡ干渉を使った効果的研究を行いやすい造血前駆細胞を導入細胞として選んだ。この場合、導

入効率を考慮してレンチウィルスベクターシステムを用いた。ヒトＢ細胞系の細胞株に導入して安定

発現株を樹立するか、または、一過性発現を行って、プレＢ細胞の分化おけるセレクチン関連遺伝

子の機能解析を行った。導入細胞株における糖鎖関連遺伝子の発現抑制を確認し、標的遺伝子

の機能を解析した。レトロウィルス、レンチウィスルともに、マウスＵ６プロモーターでショートヘアピン



タイプのｄｓＲＮＡをドライ

ブ す る ベ ク タ ー を 用 い

た。レトロウィルスではＰＧ

Ｋプロモーターで、レンチ

ウィルスではＣＭＶプロモ

ーターでそれぞれＥＧＦＰ

をドライブする配列が両

ベクターに組み込まれて

いる。レトロウィルスベクタ

ー（ｐＲｅｔｒｏＵ６-ＰＧＫ/Ｅ

ＧＦＰ）は東京都臨床研の

原孝彦先生から、レンチ

ウィルスベクター（ｐＬＬ３．

７）はＭＩＴのＶａｎＰａｒｉｊｓ

博士から、Ｃｒｅ-ｌｏｘによる

コンディショナルなＲＮＡ

干渉を実現するレンチウ

ィルスベクター（ｐＳｉｃｏお

よびｐＳｉｃｏＲ）は同じくＭＩＴのＪａｃｋｓ博士からご供与いただいた。レトロウィルス、レンチウィルスとも

に、ホスト細胞としては２９３系の細胞株を使用してウィルスのパッケージングを行った。ｓｉＲＮＡ導入

細胞はＥＧＦＰタンパクにより蛍光を同時に発色している。本蛍光をマーカーにして、セルソーター

（ＦＡＣＳａｒｉａ）を用いて緑の蛍光を発色している細胞を選別し、９５％以上の純度の細胞集団として

以下の解析に供した。 

 

他方、ショウジョウバエの系で最重要として選定されてきたPAPS 輸送体1については、その遺伝子

をコンディショナルに破壊するマウスの調製を、定法に従って行った。 

 

③ 研究結果 

 

哺乳動物細胞の系で、レトロ・レンチ両ウィルスベクターを骨格に用いて、一過性または恒常的にｓｉ

ＲＮＡが働いてＲＮＡ干渉を実現するベクターを各種構築した。遺伝子ノックダウン効果をスクリー

ニングした結果、最も初めに採用していたアルゴリズムでは、７５％以上のノックダウン効率をもたら

したターゲット配列は、約４０種類調製した中で３配列（８％）と惨憺たる結果だった。次に採用した

アルゴリズムでは、４８ターゲット配列中で約３８％にあたる１８ターゲットが７５％以上のノックダウン

効果をもたらした。現在使用しているアルゴリズムでは、５１配列中で６３％にあたる３２配列で７５％

以上の遺伝子発現抑制効果が得られ、大幅な向上が見られた。７０％以上効く配列ということで計

算すると、３６ターゲット配列に上り７１％に及んだ。 

 

ターゲット遺伝子を外来性に強発現させ、同時にｓｉＲＮＡを効かせた時に非常に良好な結果が認

められても、細胞中で内在性に働いている遺伝子については、必ずしもノックダウンすることは出来

なかった。また、当グループではウィルスベクターによるＲＮＡ干渉を行ったが、そのためのターゲッ

ト配列スクリーニングに、当初プラスミドベクターだけを使うという簡便法を用いていた。しかし、その

簡便法を用いて効果的であった配列が、ウィルスにパッケージングして違う細胞に応用した時に同

様にノックダウン可能だったかというと、必ずしもそうとはいえなかった。現在の結論としては、目的

の細胞を使い、ウィルスにパッケージングしてスクリーニングするのがベストである。目的の細胞が

調製困難なものであれば、非常に似た細胞を用いてスクリーニングする必要があると考えている。 

 

配列によっては、他の遺伝子発現にも抑制効果を持つものがあった。これは、インターフェロン反

応を誘導するものと、配列の類似性によるオフターゲット効果をもたらすもの、配列の類似性も見ら



れずインターフェロン反応も誘導していない原因不明のタイプと三つに分類できた。ターゲット効果

として、他の遺伝子を抑制している可能性も区別できない。しかし、ターゲット効果としての他遺伝

子発現抑制は、異なる二つのターゲット配列で全く同様の効果をもたらす場合にのみ判断できるも

のと考えられた。詳しい解析は充分進んでいないが、現在までのところ、糖鎖関連遺伝子同士で、

ターゲット効果の一環として影響を及ぼしあっているケースには遭遇していない。ともあれ、紆余曲

折を経て、複数の他の糖鎖遺伝子に対して遺伝子発現抑制効果を示さない、特異性の高いター

ゲット配列を得る手順が、ほぼ（６〜７割程度の確率で）整った。 

 

手中にすることができたＲＮＡ干渉技術を哺乳動物細胞に応用する第一段階として、当グループ

では、まず最も扱いに慣れている造血前駆細胞を対象として選び、特にヒトプレＢ細胞の分化おけ

るセレクチン関連遺伝子の機能解析を行った。ヒトプレＢ細胞とその細胞分化で細胞接着に重要な

働きを示すセレクチン関連の遺伝子発現を、レンチウィルスベースのＲＮＡ干渉技術によりノックダ

ウンし、関連遺伝子の機能を解析した。機能解析の対象としたものは、セレクチンリガンドを発現し

ているコアタンパクＣＤ４３、コア２ＧｌｃＮＡｃ転移酵素-１である。他の遺伝子、特にＰＳＧＬ１、ＦＵＴ

７、ＳＴ３Ｇａｌ-ＩＶなどに影響がない、ターゲット遺伝子特異的に７５％以上の遺伝子発現抑制効果

をもたらす配列をスクリーニングにより選定した。遺伝子発現抑制が認められた細胞については、

（１）シアリルＬｅＸ抗原発現、（２）セレクチン/Ｉｇキメラタンパクとの反応性、（３）セレクチン発現ＣＨＯ

細胞との細胞接着活性、（４）免疫不全マウスへの移植によるホーミング能などを解析して良好な結

果を得た。 

 

プレＢ細胞ではセレクチ

ンリガンドを発現していて

細胞分化とともにその発

現量がダウンレギュレート

してゆく。細胞分化およ

びセレクチンリガンド発現

減少にともなって発現が

パ ラレ ル に変 化 する の

は、ＦＵＴ７でもＳＴ３Ｇａｌ-

ＩＶでもβ４Ｇａｌ-Ｔｓでもコ

ア１遺伝子でもなく、コア

２ＧｌｃＮＡｃ転移酵素-１と

ＣＤ４３であった。ＰＳＧＬ

１はヒトプレＢ細胞では発

現がなかった。そこで、Ｃ

Ｄ４３、コア２ＧｌｃＮＡｃ転

移酵素-１のＲＮＡ干渉を

行って、Ｃ２ＧｎＴ-１＋/ＣＤ４３＋/セレクチンリガンド＋という免疫学的形質を持つプレＢ細胞にお

ける解析と免疫不全マウス個体を用いた解析を行った。プレＢ細胞で両遺伝子をノックダウンする

と、プレＢ細胞のシアリルＬｅＸ抗原発現およびセレクチン/Ｉｇキメラタンパクとの反応性が低下し

た。また、セレクチン発現ＣＨＯ細胞を用いた細胞接着活性が減少し、ＮＯＤ/ＳＣＩＤ（免疫不全）

マウスへの移植における骨髄・肝臓・脾臓へのホーミング能も著しく（〜９０％）低下した。本結果

により、ＣＤ４３、コア２ＧｌｃＮＡｃ転移酵素-１のセレクチンリガンド発現調節機構への重要な関与

が証明された。 

 

一方、ショウジョウバエではｆｒｃ（フリンジコネクション）やｓｌｌ（スラローム）が、ＮｏｔｃｈシグナルやＷｎｔ

シグナル伝達に関与していることが示されている。これらゴルジ膜内在性の糖ヌクレオチド輸送体

のうち、特に、マウスＦｒｃとマウスＵＧＴ-Ｒｅｌ７がマウス細胞株でどのように機能しているかも解析し

た。当該遺伝子に対するレトロウィルス性ＲＮＡ干渉ベクターを最低２種類構築した。Ｎｏｔｃｈシグナ



ルとＷｎｔシグナル伝達系の活性化を測定する目的で、マウス血液前駆細胞ＢａＦ３細胞株を用いた

レポーターアッセイを構築した。 

 

さらに、機能解析する重要性が認められた糖鎖遺伝子のうち、PAPS輸送体遺伝子1をコンディショ

ナルに遺伝子破壊するマウスを作出した。まず、本遺伝子破壊マウス調製用のベクターを構築し、

１２９/Ｓｖ系のＥ１４ＥＳ細胞株に導入した。定法に従って、得られた導入ＥＳ細胞株を用いてキメラ

マウスを作成し、生殖系へのノックアウトアリル伝達を確認するまでＣ５７/Ｂ６マウスとの交配を続け

た。ヘテロマウスの調製が終わった後、全身Ｃｒｅマウスを導入して、全身性ノックアウトマウスを調製

したところ、重篤な表現型を示した。現在、西西原と共同で、さらなる解析を行っている。これは、絞り

込みの指標、すなわち、「モデル動物で重要であることが判明した遺伝子」という指標が的を射た

ものであったことを示している。ＲＮＡ干渉技術を応用した細胞レベルでの機能解析に加え、マウ

ス個体を用いた当該遺伝子の機能解析が推進された。 

 

以上示した様に、当グループのレトロウィルス・レンチウィルス性のＲＮＡ干渉技術が、フローサイト

メーター解析の可能な他分子の発現量変化をもたらすだけでなく、細胞を用いた機能解析（細胞

接着活性）やマウス個体を用いたｉｎ ｖｉｖｏ実験とも融合させて重要な機能解析に応用可能な技

術であることが証明された。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

がん幹細胞がいわゆる組織内微小環境（ニッチ）の中に潜って抗がん剤が効かなくなることが示唆

されている。本研究で発見されたホーミング分子をターゲットとする抗体医薬などが今後実現する

ことにより、組織内微小環境からがん細胞を追い出し、細胞周期が回転するようにし向けて抗がん

剤が効くようにするなど、白血病治療の作用点が増えることが強く期待される。また、本研究によっ

て作成したモデルマウスを用いることにより、硫酸基を認識する機能分子の働きに関する研究が進

み、分化誘導、細胞増殖、細胞間相互作用などをターゲットとする新たな作用点が発見される可能

性が強まった。これらにより、新たな抗がん剤が開発されて産業応用へと進み、がん患者の QOL

が大幅に改善するなど、科学技術はもとより社会への波及効果は大きい。 

 

３．７ 糖鎖チップ、及び、糖鎖固定化金ナノ粒子の調製、それらを用いた解析 

（鹿児島大学 糖鎖チップグループ 隅田泰生） 

  

(1) 研究実施内容及び成果 

 

① 実施概要 

 

ショウジョウバエ糖鎖機能の網羅的解析には、糖鎖合成に関わる遺伝子に加え、糖鎖に結合して

機能を示すレクチン分子の解析が、重要なものとなる。しかし、ショウジョウバエのレクチンについて

は、ガレクチンやカルネキシンなどの一部を除いては、その存在すら明らかにされていない。重要

と考えられる糖鎖を簡便に金蒸着チップや金ナノ粒子に固定化し、それぞれの糖鎖に結合するシ

ョウジョウバエ蛋白質との相互作用を解析した。 

 

② 実施方法 

 

種々の糖鎖に関しては、合成、または、天然物を精製して得た。なお、一部の糖鎖については、水水

野が合成したものを用いた。それらを我々が確立した技術で簡便に金蒸着チップや金ナノ粒子に

固定化する。チップはＳＰＲ解析、金ナノ粒子は凝集実験を行って、それぞれの糖鎖に結合するタ

ンパク質との相互作用を解析した。また、タンパク質や細胞ライセートを対象とした場合は、相互作

用解析後に、質量分析等によって結合因子の同定を試みた。 



 

③ 成果 

 

[1] 糖鎖を固定化するためのリンカーの開発と SPR イメージング用のシュガーチップの開発 

 

糖鎖を化学修飾せずに、還元アミノ化反応を利用してマイルドな条件で金チップに固定化するた

めのリンカーを開発した。このリンカーには、還元アミノ化反応を効率よく進行させるための芳香族

アミノ基と、金と Au-S 結合を形成し、かつ糖鎖との複合体（リガンド複合体と総称）の精製を容易に

する分子内環状 S-S 結合が存在する。現在までに、約 70 種類のリガンド複合体を調製し、SPR イメ

ージング用のシュガーチップ調製に用いている。このチップは、約１ml の溶液を金チップ上へスポ

ットして作成し、1枚のチップに最大96個の糖鎖をリガンドとして固定できる。一例として、38種類の

糖鎖への 5 種類のタンパク質の結合挙動を調べた。それぞれ特異的な糖鎖結合性が観測され、そ

の特異性は従来型の 2 チャンネル型 SPR(SPR-670M)で調べた結果と同様であり、スクリーニング

等網羅的解析に用いることが可能であることがわかった。また、結合の相対強度を定量化すること

もできた。 

 

[2] ショウジョウバエ胚細胞ライセート中の未知のレクチン分子の解析 

 

ショウジョウバエの胚よりライセートを

調整し、それを用いて種々の糖鎖に

結合するレクチン分子の検索を行っ

た。ＳＰＲ解析により、一部の糖鎖に強

い結合を示すタンパク質の存在が確

認された(図 1(A))。糖固定化アフィニ

ティゲルを用いたアフィニティクロマト

グラフィーと質量分析により数種のタ

ンパク質を同定し、さらなる解析を、西西

原と共同で行っている。その一方で、

現在、この試料に対し、糖を固定化し

た金ナノ粒子を用いて簡便にタンパク

質を単離する試みも行った(図 1(B))。

また、SPR 解析によって結合を確認し

た後、解析に用いたチップをそのまま

使用して、連続的に質量分析を行ってタンパク質を同定する SPR/MS 法も検討している。 

 

[3] ヘパリン結合性蛋白質の糖鎖チ

ップによる解析 

 

市販のヘパリンから MWCO3500 透

析膜を用いて夾雑物及び低分子量

のヘパリンを除去して精製ヘパリンを

得た。最適化した条件下で、精製ヘ

パリンを、我々が開発したモノバレン

トリンカーに還元アミノ過反応によっ

て導入し、リガンド複合体を調製した。

SPRの金チップに濃度10 mMで固定

化して Heparin-Chip を作成した。 

 

西原により作成されたヘパラン硫酸



結合性タンパク質を発現している細胞（細胞表層に対応するタンパク質が存在していることは、別

途確認済み）を、上記 Heparin-Chip を装填した SPR 装置（Nano-sensor, モリテックス社）にアプラ

イしてヘパリンとの結合を検討した。タンパク質の種類によって異なるものの、モック細胞とは明らか

に異なる応答が確認され、可溶化していないタンパク質でも十分にヘパリンとの結合挙動を解析で

きることが明らかとなった（図 2）。 

 

さらに、ヘパリン結合性のモルホゲ

ンであるとされている Wingless のマ

ウスホモログの１種、Wnt3a のリコン

ビナントタンパク質を用いて、ヘパリ

ン結合性の解析を行った。Wnt3a と

ヘパリンとは顕著な結合相互作用

を示し、解離常数は 26 nM であった

（図 3）。本解析は、Wnt とグリコサミ

ノグリカン鎖の初めての解析例とな

った。Wnt がヘパラン硫酸鎖に結合

することは予想されていたが、実際

に、このように強い親和性があること

が明らかになったことは意義深い。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

 

本研究では、ショウジョウバエを対象とし、そのレクチン分子の検索と同定を行うため、微量サンプ

ルの解析に耐えうる様々な方法を開発してきた。これらの方法は、ショウジョウバエのみならず、す

べてのサンプル、例えば、臨床サンプルにも応用可能であり、その波及効果は極めて高い。 

 

また、[3]に示した研究で、細胞表面の膜タンパク質に対しても、そのヘパリンに対する結合性を、

ヘパリン固定化チップを用いて簡便に測定できることが明らかとなった。細胞表面のタンパク質が

SPR 解析の対象となることを示した例であり、これに基盤を置く新しい解析方法を提供できるものと

考えている。さらに、現在、ヘパリンの替わりにヘパラン硫酸中に存在する、構造が明確な二糖構

造を化学合成し、それらを固定化したヘパリン部分二糖チップを調製している。これら構造明確な

構造を持つ二糖構造との結合を調べることによって、ヘパラン硫酸結合性分子の詳細な解析が可

能となり、これがもたらす学術的意義は非常に大きい。 

 

４ 研究参加者 

 

① 統括グループ（ショウジョウバエ、及び、哺乳類糖鎖関連遺伝子の機能の研究） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

西原祥子 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

教授 全体統括 平成 14 年 11 月～ 

平成 20 年 3 月

佐々木紀彦 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

共 同 研 究

員

生化学的解析、培養細

胞の RNAｉ解析

平成 15 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

上山盛夫 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

共 同 研 究

員

ハエ RNAi 変異体の発

生的解析、遺伝学的解

析

平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月



不破尚志 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

CREST 研

究員

ハエ RNAi 変異体の発

生的解析、遺伝学的解

析

平成 18 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

一宮智美 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

技術員 分子生物学的解析 平成 15 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

四野見将仁 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

CREST 技

術員

培養細胞の RNAｉ解析 平成 18 年 4 月～ 

平成 19 年 10 月

大澤健一 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAi 変異体の発

生的解析

平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

井伊淳也 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ノックアウトマウスの作成 平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

島村優一 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 質量分析による解析 平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

堀伊孝 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAi 変異体の遺

伝学的解析

平成 18 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

宇野貴明 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAi 変異体の生

化学的解析

平成 18 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

平野拓也 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 培養細胞の RNAｉ解析 平成 18 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

平野和己 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 培養細胞の RNAｉ解析 平成 19 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

吉田英樹 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

CREST 研

究員

ハエ RNAi 変異体の発

生的解析、遺伝学的解

析

平成 15 年 3 月～ 

平成 18 年 3 月

大久保玲子 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

技術員 糖鎖関連遺伝子の単離 平成 14 年 11 月～ 

平成 15 年 3 月

鈴木正之 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

技術員 糖鎖関連遺伝子の単離 平成 14 年 11 月～ 

平成 15 年 3 月

竹前等 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

共 同 研 究

員

ハエ RNAi 変異体の分

子生物学的解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 15 年 6 月

久松光湖 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

共 同 研 究

員

ハエ RNAi 変異体の生

化学的解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 16 年 3 月

須田健 創 価 大 学 工 学

部 生 命 情 報 工

学科

共 同 研 究

員

ｓｉRNA 導入ヒト培養細胞

の解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 16 年 3 月

濱本洋 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエの RNAｉ変異体の

遺伝学的解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 16 年 3 月

大前佳子 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエの RNAｉ変異体の

遺伝学的解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 16 年 3 月



合田絵美 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAｉ異変体の分

子生物学的解析

平成 15 年 4 月～ 

平成 18 年 3 月

稲垣政子 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAi 変異体の遺

伝学的解析、ハエの系

統維持

平成 15 年 4 月～ 

平成 18 年 3 月

有馬三紀子 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAi 変異体の発

生的解析

平成 16 年 4 月～ 

平成 19 年 3 月

沖汐和彦 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 培養細胞の RNAｉ解析 平成 16 年 4 月～ 

平成 19 年 3 月

練国強 創 価 大 学 大 学

院工学研究科

修士 ハエ RNAi 変異体の発

生的解析

平成 17 年 4 月～ 

平成 19 年 3 月

 

② 遺伝学的機能解析グループ（ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子の体系的な RNAi 変異体作成

の研究） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

上田龍 国 立 遺 伝 学 研

究 所 系 統 生 物

研究センター

教授 グループ総括 平成 14 年 11 月〜 

平成 20 年 3 月

高橋邦明 国 立 遺 伝 学 研

究 所 系 統 生 物

研究センター

助教 IR ベクター作成 平成 14 年 11 月〜 

平成 20 年 3 月

谷口美佐子 国 立 遺 伝 学 研

究 所 系 統 生 物

研究センター

技術職員 IR ベクター作成 

形質転換

平成 14 年 11 月〜 

平成 17 年 3 月

佐渡由希子 国 立 遺 伝 学 研

究 所 系 統 生 物

研究センター

CREST 技

術員

IR ベクター作成 

形質転換

平成 15 年 10 月〜 

平成 20 年 3 月

 

③ 発生学的機能解析グループ（糖修飾の機能と機構の研究） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

後藤聡 三菱化学生命

科学研究所

主任研究

員

糖鎖の機能と生合成過

程の解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 20 年 3 月

日野美紀 三菱化学生命

科学研究所

CREST 研

究員

糖鎖の機能と生合成過

程の解析

平成 15 年 4 月～ 

平成 17 年 3 月

日下勇 三菱化学生命

科学研究所

CREST 技

術員

ショウジョウバエ系統の

作成と維持

平成 17 年 4 月～ 

平成 18 年 3 月

草壁あおい 三菱化学生命

科学研究所

CREST 補

助員

ショウジョウバエ系統の

作成と維持

平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

栗林理恵子 三菱化学生命

科学研究所

CREST 技

術員

ショウジョウバエ系統の

作成と維持

平成 17 年 4 月～ 

平成 17 年 6 月

 

④ 糖鎖構造解析グループ (ショウジョウバエ糖鎖関連遺伝子 RNAi 変異体の糖鎖構造の研究) 



 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

豊田英尚 千 葉 大 学 大 学

院薬学研究院

准教授 RNAi 変異体の糖鎖構

造解析

平成 14 年 11 月～ 

平成 20 年 3 月

豊田亜希子 千 葉 大 学 大 学

院薬学研究院

CREST 研

究員

RNAi 変異体の糖鎖構

造解析

平成 15 年 11 月～ 

平成 20 年 3 月

 

⑤ 糖鎖合成グループ （糖鎖基質、及び、阻害剤の合成の研究） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

水野真盛 (財)野口研究所 主任研究

員

糖鎖基質及び阻害剤の

合成

平成 17 年 4 月～ 

平成 19 年 10 月

石田秀樹 (財)野口研究所 研究員 糖鎖基質及び阻害剤の

合成

平成 14 年 11 月～ 

平成 17 年 3 月

弘瀬友理子 (財)野口研究所 CREST 技

術員

糖鎖基質の合成 平成 14 年 11 月～ 

平成 19 年 9 月

長山園絵 (財)野口研究所 研究員 糖鎖基質の合成 平成 15 年 4 月～ 

平成 15 年 9 月

 

⑥ 糖鎖細胞制御グループ（糖鎖関連遺伝子 siRNA 導入哺乳類細胞の性状の研究） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

中村充 北 里 大 学 医 学

部/産業技術総

合研究所

/チームリ

ーダー

ＲＮＡ干渉技術の哺乳

動 物 細 胞 の系 へ の 応

用、成果のとりまとめ、特

許出願

平成 14 年 11 月～ 

平成 20 年 3 月

佐々木裕信 産 業 技 術 総 合

研究所

派遣職員 ＲＮＡ干渉技術の哺乳

動物細胞の系への応用

平成 14 年 11 月〜 

平成 19 年 9 月

菊池次郎 産 業 技 術 総 合

研究所

共 同 研 究

員

ＲＮＡ干渉技術の哺乳

動物細胞の系への応用

平成 14 年 11 月〜 

平成 17 年 3 月

野々村智尋 産 業 技 術 総 合

研究所

CREST 研

究員

siRNA 導入哺乳動物細

胞株樹立・解析・KO マ

ウス性状解析

平成 15 年 4 月〜 

平成 19 年 3 月

安藤秀信 産 業 技 術 総 合

研究所

技術員 KO マウス調製と解析 平成 15 年 4 月〜 

平成 17 年 3 月

矢口智美 産 業 技 術 総 合

研究所

技術員 グループ事務・KO マウ

ス性状解析

平成 14 年 11 月〜 

平成 18 年 3 月

藤井崇 産 業 技 術 総 合

研究所

共 同 研 究

員

KO マウス調製と解析 平成 15 年 4 月〜 

平成 16 年 3 月

仲道裕美 産 業 技 術 総 合

研究所

技術員 siRNA 導入哺乳動物細

胞株樹立・解析

平成 14 年 11 月〜 

平成 15 年 3 月

 

⑦ 糖鎖チップグループ （シュガーチップを用いたレクチンの研究） 



 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

隅田泰生 鹿児島大学大

学院理工学研

究科

教授 シュガーチップ、糖鎖固

定化金ナノ粒子を用い

たレクチンの解析

平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

若尾雅広 鹿児島大学大

学院理工学研

究科

助教 シュガーチップ、糖鎖固

定化金ナノ粒子を用い

たレクチンの解析

平成 17 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

鶴田祥子 鹿児島大学産

学官連携推進

機構ベンチャー

ビジネス部門

研究員 シュガーチップ、糖鎖固

定化金ナノ粒子を用い

たレクチンの解析

平成 19 年 4 月～ 

平成 20 年 3 月

岸本裕子 鹿児島大学大

学院理工学研

究科

技術員 糖鎖チップの調製、糖

鎖固定化金ナノ粒子の

調製、相互作用解析、

質量分析

平成 18 年 10 月～ 

平成 19 年 10 月

山下早希子 鹿児島大学大

学院理工学研

究科

技術員 糖鎖チップの調製、糖

鎖固定化金ナノ粒子の

調製、相互作用解析、

質量分析

平成 18 年 10 月～ 

平成 19 年 10 月

 

５ 招聘した研究者等 

 

氏 名（所属、役職） 招聘の目的 滞在先 滞在期間 

    

    

 

６ 成果発表等
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sulfotransferase.   

J. Cell Biol., 166, 1069-1079 (2004).  
15. Kleino, A., Valanne, S., Ulvila, J., Kallio, J., Myllymaki, H., Enwald, H., Stoven, S., Poidevin, 
M., Ueda, R., Hultmark, D., Lemaitre, B., Ramet, M.: Inhibitor of apoptosis 2 and TAK1-binding 
protein are components of the Drosophila Imd pathway. 

The EMBO J., 24, 3423-3434 (2005).
16. Sasaki, N., Manya, H., Okubo, R., Kobayashi, K., Ishidad, H., Toda, T., Endo, T., Nishihara, S.:

4GalT-II is a key regulator of glycosylation of the proteins involved in neuronal development. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 333, 131-137 (2005). 

17. Yano, H., Yamamoto-Hino, M., Abe, M., Kuwahara, R., Haraguchi, S., Kusaka, I., Awano, W., 
Kinoshita-Toyoda, A., Toyoda, H., Goto, S.: Distinct functional units of the Golgi complex in Drosophila
cells. 
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ンチセンスコア 2GlcNAc 転移酵素遺伝子による CD43 糖タンパク質上のセレクチンリガンド発現抑

制と組織浸潤抑制」

第 78 回日本生化学会大会、神戸、10 月、2005. 
43. 菊池次郎、尾崎秀徳、野々村智尋、安藤秀信、中村充：「セレクチン関連遺伝子群のノックダ

ウンによる白血病細胞の組織浸潤抑制」

第 78 回日本生化学会大会、神戸、10 月、2005. 
44. 篠原寛貴、菊池次郎、安藤秀信、野尻久雄、中村充：「pp-GalNAcT-2 によるヒトプレ B 細胞 O-
グリカン合成の制御」

第 78 回日本生化学会大会、神戸、10 月、2005. 
45. 豊田雅哲、中村和紀、安形高志、光永佳奈枝、尾崎秀徳、菊池次郎、中村充：「血液型 I-抗
原の MALDI-MSn を用いた解析」



第 78 回日本生化学会大会、神戸、10 月、2005. 
46. 西村知晃、岸本裕子、山下早希子、佐藤昌紀、斎藤彰宏、若尾雅広、Murray-Wijelath, J., 
Wijelath, K., Strand, K., Sobel, M., 隅田泰生：「表面プラズモン共鳴を用いた糖鎖ー蛋白質／細

胞結合相互作用解析の先端的分析システム」

第 78 回日本生化学会大会、神戸、10 月、2005. 
47. 岸本裕子、西村知晃、山下早希子、濱松三奈、上谷昌稔、若尾雅広、隅田泰生：「糖固定化金

ナノ粒子：オリゴ糖鎖と蛋白質との相互作用を解析するための新しいバイオプローブ」

第 78 回日本生化学会大会、神戸、10 月、2005. 
48. 吉田英樹、稲垣政子、上田龍、後藤聡、西原祥子: 「ショウジョウバエ複眼形成における a1-3
フコース転移酵素の機能解析」

第 28 回日本分子生物学会年会、福岡、12 月、2005. 
49. 合田絵美、神山伸、上田龍、西原祥子：「ショウジョウバエ新規 PAPS トランスポーター・

dPAPST2 の単離と機能解析」

第 28 回日本分子生物学会年会、福岡、12 月、2005. 
50. 草間さきく、上田龍、西原祥子、松浦悦子: 「RNAi 法を用いたショウジョウバエの Sir2 および

Sir2-like 遺伝子の解析」

第 28 回日本分子生物学会年会、福岡、12 月、2005. 
51. 藤谷和子、佐渡由希子、高橋邦明、内藤雄樹、山田智之、森下真一、西郷薫、後藤聡、西原

祥子、上田龍：「RNAi 変異体ハエバンクを用いたショウジョウバエ遺伝子機能解析」

第 28 回日本分子生物学会年会、福岡、12 月、2005. 
52. Suda Y., Kishimoto, Y., Nishimura, T., Yamashita S., Nakagawa H., Hamamatsu M., Uetani, M., 
Wakao M. “Carbohydrate-immobilized gold nano-particle: An on-site analytical tool for detecting 
the interactions between oligosaccharides and protein” 

Pacifichem 2005, at Honolulu, December, 2005. 
53. Suda Y., Nishimura, T., Kishimoto, Y., Yamashita S., Nakagawa H., Arano, A., Sato, M., Saito, 
A., Wakao M. “Development of a sugar chip: advanced analytical system for the binding interaction 
of structurally defined oligosaccharides using surface plasmon resonance” 

Pacifichem 2005, at Honolulu, December, 2005. 
54. 野々村智尋、菊池次郎、尾崎秀徳、安藤秀信、中村充：「ヒトプレ B 細胞のセレクチンカウンタ

ーリガンドの探索と同定」

第 35 回日本免疫学会総会、横浜、12 月、2005. 
55. 菊池次郎、尾崎秀徳、野々村智尋、安藤秀信、中村充：「ヒトプレ B 細胞セレクチンカウンター

リガンド CD43 の翻訳後糖鎖修飾とセレクチン反応性制御メカニズム」

第 35 回日本免疫学会総会、横浜、12 月、2005. 
56. 細山沙織、中村かほり、高戸美緒、豊田亜希子、戸井田敏彦、豊田英尚：「ショウジョウバエ由

来ムチン型糖鎖解析法の確立と新規糖鎖遺伝子 unbas-1 変異体への応用」

日本薬学会第 126 年会、仙台、3 月、2006. 
57. 菊池次郎、尾崎秀徳、野々村智尋、安藤秀信、古川雄祐、中村 充：「ヒトプレ B 細胞の骨髄ホ

ーミングを制御する糖鎖性分子の同定」

第 4 回幹細胞シンポジウム、東京、5 月、2006. 
58. Sasaki, N., Yoshida, H., Kinoshita-Toyoda, A., Toyoda, H., Hirabayashi, Y., Ishida, H., Ueda, R.,
Nishihara, S.: “Drosophila 1,4GalNAcTA synthesizes the LacdiNAc structures on several 
glycoproteins and glycosphingolipids” 

20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th

FAOBMB Congress, at Kyoto, June, 2006. 
59. Kamiyama, S., Sasaki, N., Goda, E., Ui-Tei, K., Saigo, K., Narimatsu, H., Jigami, Y., Kannagi, 
R., Irimura, T., Nishihara, S.: “Molecular cloning and characterization of a novel 
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate (PAPS) transporter” 

20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th

FAOBMB Congress, at Kyoto, June, 2006. 
60 Funakoshi, Y., Saigo, K., Ueda, R., Nishihara, S., Taniguchi, N., Suzuki, T.: “Analysis of 



metabolic pathways of cytosolic free N-linked glycans in Drosophila melanogaster”
20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th

FAOBMB Congress, at Kyoto, June, 2006. 
61. Nishimura, T., Kishimoto, Y., Yamashita, S., Wakao, M., Strand, K., Sobel, M., Suda, Y.: “Advanced 
analytical systems for the binding interactions between oligosaccharides and proteins/cells, using surface 
plasmon resonance or gold nano-particles” 

20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th

FAOBMB Congress, at Kyoto, June, 2006. 
62. Tohda, O., Yano, H., Hino, M., Abe, M., Awano, W., Niki Y., Takahashi, K., Ueda, R., Goto, S.:
“O-GlcNAc modification of nuclear pore complex proteins in Dorosophila”

20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th

FAOBMB Congress, at Kyoto, June, 2006. 
63. Iguchi, S., Shinohara, H., Kikuchi, J., Ando, H., Ozaki, H., Nojiri, H., Nakamura, M.: “O-glycan
biosynthetic mechanism and its function in human pre-B cells: major roles of pp-GalNAc-T2 and 
possible involvement in apoptosis” 

20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th

FAOBMB Congress, at Kyoto, June, 2006. 
64. Ueyama, M., Takemae, H., Ohmae, Y., Yoshida, H., Ueda, R., Nishihara, S.: “Drosophila
proteoglycan galactosyltransferase II contributes to synthesis of glycosaminoglycan” 

The 5th International Symposium on Glycosyltransferases, at Tsukuba, June, 2006. 
65. Mizuno, M., Hirose, Y., Goto, K., Ichimiya, T., Nishihara, S.: “Synthesis of mannosyl peptides 
using solid-phase method and fluorous chemistry” 

XXIIIrd International Carbohydrate Symposium, at Whistler (Canada), July, 2006. 
66. Goda, E., Kamiyama, S., Uno, T., Yoshida, H., Ueyama, M., Kinoshita-Toyoda, A., Toyoda, H.,
Ueda, R., Nishihara, S.: “Identification and characterization of a novel Drosophila
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate transporter” 

Annual Conference of the Society for Glycobiology, at Los Angels, November, 2006. 
67. Kamiyama, S., Sasaki, N., Goda, E., Ui-Tei, K., Saigo, K., Narimatsu, H., Jigami, Y., Kannagi, 
R., Irimura, T., Nishihara, S.: “Molecular cloning and characterization of a novel 
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate transporter, PAPST2” 

Annual Conference of the Society for Glycobiology, at Los Angels, November, 2006. 
68. 豊田亜紀子、伊藤美樹子、中込真理子、高戸美緒、戸井田敏彦、西原祥子、豊田英尚：「モ

デル生物を用いた N-結合型糖鎖超微量分析法の開発」

第 26 回日本糖質学会年会、仙台、8 月、2006. 
69. 水野真盛、弘瀬友理子、後藤浩太朗、一宮智美、西原祥子：「ショウジョウバエジストログリカン

をモデルとしたマンノシルペプチドの合成」

第 26 回日本糖質学会年会、仙台、8 月、2006. 
70. 岸本裕子、西村知晃、山下早希子、若尾雅広、隅田泰生：「糖鎖固定化金ナノ粒子(II)：オリゴ

糖鎖と蛋白質との相互作用を On-Site で解析するためのツール」

第 26 回日本糖質学会年会、仙台、8 月、2006. 
71. 山下早希子、高橋優子、西村知晃、岸本裕子、若尾雅広、隅田泰生：「シアリルラクト系糖鎖

の化学・酵素合成とそのシュガーチップ化」

第 26 回日本糖質学会年会、仙台、8 月、2006. 
72. 西村知晃、岸本裕子、山下早希子、若尾雅広、隅田泰生：「シュガーチップと表面プラズモン

共鳴法を用いた分析システムの応用(I)」
第 26 回日本糖質学会年会、仙台、8 月、2006. 

73. 齊藤彰寛、大石紘、西村知晃、岸本裕子、若尾雅広、隅田泰生：「構造明確なヘパラン硫酸

部分構造を固定化したシュガーチップ」

第 26 回日本糖質学会年会、仙台、8 月、2006. 
74. Mizuno, M., Hirose, Y., Goto, K., Ichimiya, T., Nishihara, S.: “Synthesis of O-mannosylated 
peptides on a solid-support and a recyclable fluorous support” 

International Conference of 43rd Japanese Peptide Symposium/4th Peptide Engineering  
Meeting, at Yokohama, November, 2006. 



75. 合田絵美、神山伸、宇野貴明、吉田英樹、上山盛夫、豊田亜希子、豊田英尚、上田龍、西原

祥子：「ショウジョウバエ新規 PAPS 輸送体の同定と機能解析」

日本分子生物学会2006フォーラム、名古屋、12月、2006. 
76. 菊池次郎、清水瑠美、和田妙子、安藤秀信、中村 充、小澤敬也、古川雄祐：「転写制御因子

E2F-6 による造血幹細胞の増殖に伴う E2F-1 依存性アポトーシス制御」

日本分子生物学会 2006 フォーラム、名古屋、12 月、2006. 
77. 隅田泰生：「シュガーチップを用いた検査診断技術の開発」

第一回ナノバイオテクノロジー連携群成果報告会、東京、12 月、2006. 
78. Yamamoto-Hino, M., Kanie, Y., Yano, H., Hirai, Y., Nishihara, S., Ueda, R., Kanie, O., Goto, S.:
“Genome-wide screening for genes regulating glycosylation in Drosophila”

Gordon Research Conference, at Ventura, March, 2007. 
79. Ueyama, M., Yoshida, H., Kamiyama, S., Takemae, H., Goda, E., Ohmae, Y., Uno, T., Toyoda, 
H., Ueda, R., Nishihara, S.: “Genes contributing to synthesis of heparan sulfate in Drosophila” 

The 8th Japanese Drosophila Research Conference, at Awaji, July, 2007. 
80. Yamamoto-Hino, M., Yano, H., Hirai, Y., Awano, W., Kuwahara, R., Haraguchi, S., Kusaka, I., Nishihara, 
S., Ueda, R., Goto, S.: “Genome-wide screen for genes regulating glycosylation in Drosophila”

The 8th Japanese Drosophila Research Conference, at Awaji, July, 2007. 
81. Ando, M., Komori, T., Yoshikawa, T., Imamura, A., Ishida, H., Kiso, M., Suda, Y.: “Systematic 
synthesis of functional oligosaccharide probes for sugar chips” 

XIX International Symposium on Glycoconjugates, at Cairns (Australia), July, 2007. 
82. Nakamura-Tsuruta, S., Kishimoto, Y., Nishimura, T., Suda, Y.: “One-step purification of lectins 
using sugar-immobilized gold nano-particles (SGNPS)” 

XIX International Symposium on Glycoconjugates, at Cairns (Australia), July, 2007. 
83. Suda, Y., Wakao, M., Takahashi, Y., Saito, A., Kondo, T., Saruwatari, R., Ohishi, K., 
Nakamura-Tsuruta, S., Nishimura, T., Kishimoto, Y., Shigeta, M., Takahashi, S., Ishida, H., Tsutsui, 
H., Okuno, H.: “Sugar chips and sugar chain-immobilized gold nano-particles: Towards a diagonosis for 
influenza virus strains” 

XIX International Symposium on Glycoconjugates, at Cairns (Australia), July, 2007. 
84. Wakao, M., Watanabe, S., Ogawa, T., Suzuki, K., Yumino, T., Myogadani, T., Saito, A., Muta, K., 
Kimura, M., Kajikawa, K., Suda, Y.: “Development of optical fiber-type sugar chip for localized surface 
plasmon resonance apparatus” 

XIX International Symposium on Glycoconjugates, at Cairns (Australia), July, 2007. 
85. 中込麻里子、高戸美緒、戸井田敏彦、西原祥子、豊田亜希子、豊田英尚：「レーザーマイクロ

ダイセクションを用いた脳 N-結合糖鎖の領域特異的解析」

第 27 回日本糖質学会年会、福岡、8 月、2007. 
86. Ueyama, M., Yoshida, H., Kamiyama, S., Takemae, H., Goda, E., Ohmae, Y., Uno, T., Toyoda, 
H., Ueda, R., Nishihara, S.: “Genes contributing to synthesis of heparan sulfate in Drosophila”

Annual Conference of the Society for Glycobiology, at Boston, November, 2007. 
87. 佐々壽浩、豊田英尚、大蔵清貴、西脇清二：「mig-22 遺伝子の優性変異は mig-17 変異体の

DTC 移動異常を抑圧する」

第 30 回日本分子生物学会年会・第 80 回日本生化学会大会合同大会（BMB2007）

横浜、12 月、2007. 
88 鶴田（中村）祥子、岸本裕子、西村知晃、奥野寿臣、隅田泰生：「糖鎖固定化金ナノ粒子

(SGNPs)を用いた糖結合タンパク質の１ステップ精製」

第 30 回日本分子生物学会年会・第 80 回日本生化学会大会合同大会（BMB2007）

横浜、12 月、2007. 

(4) 特許出願 

① 国内出願 (4 件)

1. 発明の名称：浸潤抑制剤



発明者：中村充、菊池次郎、野々村智尋、安藤秀信

出願人：産業技術総合研究所、科学技術振興機構

出願日：平成 16 年 6 月 23 日、

出願番号：特願 2004-184583 
2. 発明の名称：新規糖固定化金属ナノ粒子およびこれを用いて糖-タンパク質相互作用を測定す

る方法、並びに糖-タンパク質相互作用体からタンパク質を回収する方法

発明者：隅田泰生、西村知晃、岸本裕子、中川裕美

出願人：科学技術振興機構、鹿児島大学、隅田泰生

出願日：平成 17 年 5 月 26 日、

出願番号：特願 2005-154550 
3. 発明の名称：支持体に対する金属微粒子膜の形成方法及び局在プラズモン共鳴センサ

発明者：若尾雅広、隅田泰生、小川智央

出願人：鹿児島大学、モリテックス㈱

出願日：平成 18 年 3 月 10 日、

出願番号：特願 2006-66735 
4. 発明の名称：分化制御剤及び自己再生制御剤

発明者：西原祥子、佐々木紀彦、程久美子、西郷薫、

出願人：学校法人創価大学、タマティーエルオー株式会社、

出願日：平成 18 年 6 月 8 日、

出願番号：特願 2006-159281 

② 海外出願 (1 件)

1. 発明の名称：浸潤抑制剤及び細胞殺傷剤

発明者：中村充、菊池次郎、野々村智尋、安藤秀信

出願人：科学技術振興機構

出願日：平成 17 年 6 月 20 日

出願番号： PCT / JP2005 / 011560 

(5) 受賞等

① 受賞

② 新聞報道

③ その他

(6) その他特記事項

1. 平成 18 年 9 月 21 日、株式会社スディックスバイオテックを起業し、研究成果の社会還元を図っ

ている （シュガーチップ、隅田）。

７ 研究期間中の主な活動 

 

ワークショップ・シンポジウム等 

 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2003 年 

10 月 17 日 

第 76 回日本生化学大

会シンポジウムS57:比

パシフィコ

横浜、会議

250 各種モデル動物の糖鎖機

能研究を行うことは、進化



較グライコーム：新し

い糖鎖機能解析への挑

戦 

（西原祥子、平林淳）

センター 

5 階 502 

というふるいにかけられ

た糖鎖機能の「普遍性」と

「多様性」を識別する試み

にほかならない。本シンポ

ジウムでは、比較生物学に

由来する「比較グライコー

ム」を提唱し、それに基づ

く新しい糖鎖機能解析へ

の試みを議論した。 

2005 年 3 月

30 日 

日本薬学会第 125 年回

シンポジウム S19：生

体分析化学の新展開

－モデル生物を用いた

生命現象解明へのアプ

ローチ－ 

(豊田秀尚、兎川忠靖)

東 京 ビッ グ

サイト 6 階 

100 モデル生物を用いた分析科

学的研究に関して，糖鎖の

みならず，タンパク質やアミ

ノ酸研究など幅広いジャン

ルの第一線で活躍する研究

者を演者として講演を行っ

た。 

2005年 12月

10 日 

第 28 回日本分子生物

学会年会ワークショッ

プ W4J：モデル生物を

用いた glycobiology

の cutting edge 

（伊東信、西原祥子）

JAL リゾー

トシーホー

クホテル福

岡、3 階ヴ

ェガ 

150 モデル生物を用いた糖鎖

機能研究の到達点と問題

点を整理し、発生、分化、

形態形成、細胞死、神経機

能等に糖鎖がどのように

関わっているかを議論し

た。 

2007 年 9 月

19 日 

日本遺伝学会第 79 回

大会ミニシンポジウム

S5：RNA 干渉（RNAi）

による遺伝子サイレン

シング 

(黒田行昭、上田龍) 

岡山大学、

理学部、創

立 50 周年

記念館 

150 RNA 干渉による遺伝子サイ

レンシングの研究ととも

に小分子RNAが果たす遺伝

子発現調節機構について、

哺乳類培養細胞やショウ

ジョウバエ、イネなどの重

要なモデル生物を実験材

料とした研究を中心に議

論した。 

2007 年 12 月

12 日 

第 30 回日本分子生物

学会・第 80 回日本生化

学 会 ワ ー ク シ ョ ッ プ

2W22：糖鎖を介した生

体システムの制御 

（後藤聡、西原祥子） 

パシフィコ

横浜、アネ

ックスホー

ル F205 

250 各種モデル生物を用いた

糖鎖機能の解析研究に焦

点をあて、発生・分化、形

態形成、細胞死、幹細胞増

殖、細胞内輸送に糖鎖がど

のように関わっているか

を議論した。 

 

８ 結び 

 

本研究プロジエクトでは、「糖鎖の基本機能の全容の個体レベルでの把握」を目指して、糖鎖生物

学、遺伝学、発生学、分析化学、合成化学、高分子化学など、異なる専門、あるいは、得意分野を

持つ研究者が集まり、ショウジョウバエを主な材料として、研究を展開した。このようなチームを組む

ことができたため、プロジエクト内での情報交換や材料のやり取りにより、迅速な、また、一つの研

究室のみでは展開できない有意義な研究ができたと考えている。心から、感謝したい。また、研究

の進め方、論理の展開の仕方など、チーム内の方々から学ぶものも多かった。現在、研究は次の

段階に入っており、システマティクな遺伝学的相互作用解析とシステムバイオロジー、また、糖修飾



スククリーニングとシステムバイオロジーなど、システムバイオロジーとの融合を模索している。モデ

ル動物ショウジョウバエの特色を生かした新しい糖鎖研究を基礎にして、ハエと共通なシグナル伝

達経路が鍵となる幹細胞系や各種疾病モデルヘ RNAi 法を適用することにより、「糖鎖の種を超え

て保存されている生理機能」のさらなる解明とヒトへの応用を、今後も行っていきたい。 
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