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幹細胞グライコミクス：構造，機能，応用

舘野 浩章

1. はじめに

我々の体を構成するすべての細胞表層は糖鎖で覆われ
ている．糖鎖は糖タンパク質，糖脂質，プロテオグリカン
などの複合糖質として細胞表面に存在し，細胞‒細胞間相
互作用を媒介することによりさまざまな生命機能に関与
している．ヒトに存在する糖鎖は主に9種類の単糖（基幹
9糖）で構成されている．すなわち，グルコース（D-Glc），
マンノース（D-Man），ガラクトース（D-Gal）を基本と
し，N-アセチルグルコサミン（D-GlcNAc），グルクロン酸
（GlcA），フコース（L-Fuc），キシロース（D-Xyl），N-アセ
チルノイラミン酸（Neu5Ac），N-アセチルガラクトサミン
（D-GalNAc）である．これらの単糖が硫酸化，リン酸化，
アセチル化などの修飾を受け，さらにグリコシド結合によ
り分岐構造を形成することにより，多様な糖鎖構造が作ら
れる．糖鎖は多数の酵素で合成される遺伝子の二次産物で
あり，酵素の発現量，活性，局在に大きな影響を受ける．
すなわち，細胞の種類，状態，細胞内外の環境変化に応じ
て，その構造は劇的に変化する．そのため，糖鎖は細胞の
がん化や分化度を調べるための指標（マーカー）として古
くから使われてきた．たとえば，ヒト iPS/ES細胞を識別
する際に一般的に用いられている細胞表面マーカーである
SSEA-3/4やTra-1-60/81に対する抗体のエピトープは糖鎖
であることが知られている．また，がんの診断に用いられ
る血清マーカーであるCA19-9やがん胎児抗原（CEA）は，
がん細胞が作る特徴的な糖鎖構造を提示する糖タンパク
質であることが知られている．それゆえ，糖鎖は「細胞の
顔」と呼ばれる．

2. ヒト iPS細胞グライコームの構造

2007年京都大学の山中らにより，分化したヒトの皮膚

の線維芽細胞に四つの初期化遺伝子を導入することで，ヒ
トES細胞に類似の自己複製能と多分化能を持つヒト iPS
細胞を作製する方法についての論文が報告された．我々は
レクチンアレイと呼ぶ独自の糖鎖解析技術を用いて，各
種組織から作製したヒト iPS細胞糖鎖の網羅解析を世界に
先駆けて実施した 1）．レクチンアレイとは，数十種のレク
チン（糖結合タンパク質）をガラス基板上に固定したチッ
プを示す 2）．そのチップに蛍光標識した糖タンパク質溶液
（糖タンパク質を含む細胞抽出液，血清等の希釈液）を反
応させて，蛍光スキャナーで結合した蛍光標識糖タンパ
ク質を検出・計測する．そして，レクチンの反応パター
ンからサンプル中の糖鎖のプロファイルを明らかにする
（図1）．この際，糖鎖‒レクチンの相互作用は抗原‒抗体反
応と比べて弱いと想定される．そこで筆者らは，弱い相互
作用も洗浄操作なしに検出可能なエバネッセント波励起
蛍光型スキャナーを企業と共同で開発した（図1）．ヒト
iPS細胞を解析するにあたり，レクチンのリコンビナント
化に着手し，ライブラリー化した組換えレクチンを搭載す
ることにより従来のレクチンアレイ（市販品LecChipの場
合，45種）と比べ搭載するレクチン数を倍増させること
で，プロファイリングの性能向上を図った．スポット径を
小さくすることでコストパフォーマンスに優れた高密度レ
クチンアレイ（38組換えレクチンを含む96レクチン）を
開発した（図1）．ヒト胎児肺，羊膜，子宮内膜，胎盤動
脈，皮膚に山中4因子（Oct3/4, Klf4, Sox2, c-Myc）を導入
することで，これら5種の組織から由来と継代数の異なる
ヒト iPS細胞，計114種を調製し，5種の親細胞（体細胞）
やヒトES細胞と比較糖鎖プロファイリングを行った 2）．
1×105～106個程度の細胞から疎水性画分を調製し，Cy3で
蛍光標識化した後に，50 ngのタンパク質をレクチンアレ
イに反応させた．得られたデータをクラスター解析した
結果，1）親細胞（体細胞）はそれぞれ別のグループに分
類され，2）114種のヒト iPS細胞はヒトES細胞と同じグ
ループに分類され，由来や継代数による明確な違いは観察
されなかった．以上の結果から，未分化なヒト iPS/ES細
胞は，分化した体細胞とは明確に異なる「細胞の顔」を持
つことがわかった．
では，ヒト iPS/ES細胞はどのような「顔」をしているの

か？　得られたレクチンアレイの結果から，未分化なヒ
ト iPS細胞では，α2-6シアル酸，α1-2フコース，1型ラク
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トサミン構造が特徴的な糖鎖構造として存在することが
予想された（図2）．糖転移酵素遺伝子の発現においても，
これら糖鎖エピトープの合成に関与するST6Gal1, FUT1/2, 
B3GalT5の発現がヒト iPS細胞で顕著に増加していること
がわかった．さらに，これらの予測を実証するため，液体
クロマトグラフィーと質量分析計を用いた構造決定を行っ
た 3）．レクチンアレイを用いた解析では多数のサンプルを
短時間で解析することが可能であったが，構造決定では
多大な労力と時間，サンプル量が必要となる．そこでヒト
iPS細胞の代表である201B7株と，由来するヒト皮膚線維

芽細胞の2種について，N型糖鎖とO型糖鎖の構造決定を
行った．その結果，ヒト iPS細胞からN型糖鎖37種とO型
糖鎖7種，ヒト皮膚繊維芽細胞からN型糖鎖20種，O型糖
鎖7種を同定した．これらの結果はレクチンアレイで予
測した糖鎖構造とよく一致していた．すなわちヒト iPS
細胞では，1）N型糖鎖のシアル酸結合様式はすべてα2-6
型，2）α1-2Fucを有するO型糖鎖が出現，3）N型とO型
の双方で1型ラクトサミン構造の出現（Galβ1-3GlcNAc）
が認められた（図2）．我々が明らかにしたヒト iPS細胞糖
鎖の特徴は，篠原らのグライコーム解析でも裏づけられ
た 4）．

3. ヒト iPS細胞のマーカーとしての糖鎖

上記したようにヒト iPS/ES細胞マーカーとして一般的
に用いられているSSEA3/4抗体やTra-1-60/81抗体のエピ
トープは糖鎖である．SSEA3/4抗体はいずれもグロボ系
糖脂質を認識する（SSEA3：R-Galβ1-3GalNAcβ1-3Galα1-  
4Galβ1-R, SSEA4：NeuAcα2-3Galβ1-3GalNAcβ1-R）．一方，
Tra-1-60/81抗体はポドカリキシン上のケラタン硫酸を
認識すると報告されたが 5），その後糖鎖アレイでの解析
の結果，1型ラクトサミンの2回繰り返し構造（Galβ1- 
3GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAc）を最小単位として認識する
と報告された 6）．これらの結果を総合すると，Tra-1-60/81
はポドカリキシン上のケラタン硫酸の非還元末端に位置す
る1型ラクトサミン構造を認識しているのではないかと考
えられる．

図1 レクチンマイクロアレイの概要
（A）高密度レクチンアレイ．96種類のレクチンを同一基板上に固定化した．（B）エバネッセント波励起蛍光型ス
キャナー．（C）レクチンアレイによる細胞グライコーム解析の流れ．

図2 ヒト iPS細胞に発現する特徴的な糖鎖構造
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一方，新たなマーカーの開発も進んでいる．レクチン
アレイによる解析の結果，解析に用いた親細胞（体細
胞）やマウスフィーダー細胞にはまったく反応しないも
のの，ヒト iPS/ES細胞のすべてと反応するレクチンを1種
同定した．このレクチンは，高密度レクチンアレイで新
たに搭載したグラム陰性菌Burkholderia cenocepacia由来
のレクチンBC2L-CのN末端ドメインのリコンビナント
体（rBC2LCN）である 1）．rBC2LCNの糖結合特異性を解
析したところ，Fucα1-2Galβ1-3モチーフを認識すること
がわかった 7）．ヒト iPS細胞から同定したN型およびO型
糖鎖のうち，このモチーフは1種類のO型糖鎖［Galβ1- 
4GlcNAcβ1-6（Fucα1-2Galβ1-3） GalNAc］にのみ見いださ
れた 7）．rBC2LCNはヒト iPS/ES細胞に特異的に反応する
ことから，糖鎖エピトープであるFucα1-2Galβ1-3モチー
フはヒト iPS/ES細胞のマーカーであるといえる．我々の
結果と一致するように，その後Fucα1-2Galβ1-3GlcNAc
（Hタイプ1）を認識する抗体がヒト iPS/ES細胞に特異的
に反応することが明らかにされ，SSEA5として命名され
た 8）．

rBC2LCNが認識するHタイプ3と呼ばれる糖鎖エピ
トープは，ポドカリキシンと呼ばれる1型膜タンパク質
上にあることがわかった 7）．ポドカリキシンは5個のN型
糖鎖付加部位，3個のグリコサミノグリカン付加部位，多
数のO型糖鎖付加部位を持ち，計算分子量55×103であ
るにも関わらず，ヒト iPS/ES細胞での見かけの分子量は
240×103を以上示す高度に糖鎖修飾された糖タンパク質
である．rBC2LCNはポドカリキシンのO型糖鎖上に提示
されるHタイプ3エピトープを認識していると考えられ
ている．フロンタルアフィニティクロマト法と呼ばれる
技術で rBC2LCNのHタイプ3含有O型糖鎖（Fucα1‒2Gal
β1-3（Galβ1‒3GlcNAcβ1-6） GalNAc-PA）への結合を調べ
たところ，その結合親和性（Ka）は2.5×104 M−1と低かっ
た 7）．しかしこのO型糖鎖はヒト iPS細胞で高い発現を示
すポドカリキシン上に多数提示され，ヒト iPS細胞表面に
高い密度で存在していると想定された．実際，rBC2LCN
のヒト iPS細胞への結合親和性をフローサイトメーターで
測定したところ，5×108 M−1と強く結合することがわかっ
た 9）．この2万倍にも及ぶ結合力の増強は，「クラスター効
果」と呼ばれる糖鎖密度に依存した結合力の増強が理由で
あると推定される．糖鎖密度に応じた親和性の劇的な増強
は，レクチンが持つ大きな特徴の一つである．ポドカリキ
シンは腎臓の足細胞にも発現しているが，重要な点は，ヒ
ト iPS/ES細胞に発現するポドカリキシンと腎臓に発現す
るポドカリキシンでは，提示される糖鎖構造が違うとい
う点である．すなわち，rBC2LCNが認識するHタイプ3は
ヒト iPS/ES細胞のポドカリキシンには付加されているが，
腎臓のポドカリキシンには修飾されていない．区別するた

めに，ヒト iPS/ES細胞に発現するポドカリキシンをHタ
イプ3陽性ポドカリキシンと呼ぶ．最近，川嵜らのグルー
プはヒト iPS細胞に特異的に結合する抗体を複数種開発す
ることに成功しており 10, 11），そのうちの1種であるR-10G
抗体はポドカリキシン上に提示された低硫酸化ケラタン
硫酸であると報告した 10）．もう1種のR-17F抗体は，Fuc
α1-2Galβ1-3モチーフを持つ糖脂質の一種であるLNFP I
（Fucα1-2Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc）に反応すること
が明らかにされた 11）．Fucα1-2Galβ1-3モチーフがヒト iPS/
ES細胞のマーカーであることを強く裏づける結果である．

4. ヒト iPS細胞糖鎖の機能

ヒト iPS細胞に発現する糖鎖構造についてはすでに
述べたとおりであるが，はたしてどのような機能を持
つのであろうか？．ヒト iPS細胞のN型糖鎖に付加する
シアル酸の結合様式がすべてα2-6シアル酸であること
はすでに述べた．さらに最近筆者らはヒト体性幹細胞
の糖鎖に関する研究を行い，分化ポテンシャルの高い
体性幹細胞ではα2-6シアル酸の割合が高いことを見い
だした 12, 13）．すなわちα2-6シアル酸は細胞の分化ポテ
ンシャルと密接な関係があることを示している．Wang
らはα2-6シアル酸転移酵素であるST6Gal1に注目，本
酵素遺伝子の発現を抑制すると，Oct4などの未分化
マーカー遺伝子の発現が低下すると報告した 14）．また
シアル酸合成阻害剤を添加することで，細胞のリプロ
グラミングを阻害することがわかった．α2-6シアル酸
の発現はがん幹細胞の機能にも重要であることが報告
されていることから，α2-6シアル酸は細胞の未分化性
と密接に関係していると考えられる．Fucα1-2Galβ1- 
3モチーフの機能についての報告はないが，血液型抗原の
一種のH抗原であることから，血液型の産生に関係がある
のかもしれない．さらなる研究が期待される．

5. ヒト iPS細胞糖鎖の応用

筆者らはヒト iPS細胞に反応するレクチン rBC2LCNを
利用することで，ヒト iPS細胞を用いた再生医療の最大の
課題である造腫瘍性を克服する技術を開発した．再生医療
ではヒト iPS細胞から心筋細胞や肝細胞等の分化した細胞
を作製し，移植治療に用いる．しかし，作製した移植用細
胞に未分化な細胞がわずかに残存し，腫瘍を形成する可
能性がある．そのため，移植用細胞に残存する未分化細胞
を検出し，除去する技術が切望されている．こうした中，
rBC2LCNは，ヒト iPS/ES細胞に結合した後に細胞内に取
り込まれることがわかり，rBC2LCNを未分化細胞に薬剤
を送り込むためのドラッグキャリアに使うことにした 15）．
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そこで，細胞内に取り込まれるとタンパク質合成を阻害し
て，細胞死を引き起こす緑膿菌由来外毒素の触媒ドメイ
ン の23 kDa部 分（Pseudomonas aeruginosa 23 kDa：PE23）
を rBC2LCNのC末端部分に融合させた組換えタンパク質
（rBC2LCN-PE23）を作製した．rBC2LCN-PE23を培養液
に添加すると，24時間後にはヒト iPS細胞のみが死滅して
培養皿への接着能力を失い，培養液中に浮遊した（図3）．
一方，ヒト皮膚線維芽細胞の生存には影響がなかった．
rBC2LCN-PE23はヒトES細胞に対しても同様の効果を示
した．そのため，rBC2LCN-PE23は移植用細胞に残存する
ヒト iPS/ES細胞を殺傷除去するための試薬として利用で
きる．一方，川嵜らはR-17F抗体を用いて未分化細胞を除
去できることを報告している 11）．
さらに筆者らは，rBC2LCNを用いて非破壊で未分化細

胞を検出する技術を開発した 16）．rBC2LCNはヒト iPS/ES
細胞上のポドカリキシン（Hタイプ3陽性ポドカリキシ
ン）に結合することはすでに述べたとおりである．このH
タイプ3陽性ポドカリキシンが培養液中に分泌されること
を見いだした．そこで，rBC2LCNを用いて培養液中のH
タイプ3陽性ポドカリキシンを定量測定するためのサンド
イッチアッセイ系を構築した．Hタイプ3陽性ポドカリキ
シンを測定することで，移植用細胞中に残存する未分化細
胞を検出することができる．他の未分化細胞検出技術と
して，定量PCR法，フローサイトメトリー法，デジタル
PCR法，高効率培養法などがあるが，いずれも移植に用い
る細胞の一部を回収し，測定に用いる必要がある．筆者ら
が開発した技術は貴重な移植用細胞を破壊することがない
ため，培養している細胞中に存在する未分化細胞数をモニ
タリングすることができる．再生医療に用いる移植用細胞
の造腫瘍性試験への応用が期待されている．

6. まとめ

このようにヒト iPS細胞の糖鎖の構造が明らかにされ，

ヒト iPS細胞糖鎖を認識するレクチンや抗体の再生医療へ
の応用が進んでいる．その一方で，ヒト iPS細胞糖鎖の機
能は十分には理解されていない．未分化性における糖鎖の
存在意義は何か？　ヒト iPS細胞糖鎖の構造を改変するこ
とで，分化指向性を制御できるのか？　さらなるブレーク
スルーが期待される．
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