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幹細胞の未分化性維持に関わる糖鎖

鈴木 春満，等 誠司

1. はじめに

ABO血液型や，腫瘍マーカーとして臨床で用いられて
いる抗原の多くが糖鎖であることはよく知られている．た
とえば，消化器がんで陽性になることが多いCA19-9はシ
アリルLewis A（Siaα2-3Galβ1-3［Fucα1-4］ GlcNAcβ1-3Gal）
が抗原であり，SLX（シアリルLewis X, Siaα2-3Galβ1-4-
［Fucα1-3］ GlcNAcβ1-3Gal）は肺がんや消化器がんなどで
検出される．糖鎖が細胞表面に発現するため，マーカーと
して利用しやすいことや，がん化や悪性度の上昇によって
糖転移酵素遺伝子の発現パターンがしばしば大きく変わ
ること，それによって糖鎖パターンも劇的に変わりうるこ
と，などの理由で糖鎖が腫瘍マーカーとして多用されてい
ると考えられる．加えて，がん細胞に特有なさまざまなタ
イプの糖鎖構造は，抗がん剤などの特異的なターゲットと
なる可能性があり，治療への応用も期待されている．
マウス胚性幹細胞（ES細胞）の未分化性を確認する

マーカーとしてよく用いられるSSEA-1は，F9胚性がん腫
細胞をBALB/cマウスに免疫して得られたモノクローナル
抗体が認識する抗原 1）で，その一部分には抗原エピトー
プとしてLewis X（Lex，Galβ1-4［Fucα1-3］ GlcNAc）を含
む 2）．SSEA-1とLexは厳密には同じものではないが，よく
同じものとして扱われ，文献的にも完全に区別されている
わけではない．正常発生では8細胞期～桑実胚期の胚や，
胚盤胞の内部細胞塊から得られるES細胞，あるいは iPS
細胞など，多能性を示す幹細胞で豊富に発現している．マ
ウスES細胞におけるSSEA-1の発現は，分化条件で培養
することにより，他の未分化マーカー（たとえばTra1-60，
これも糖鎖抗原である）とともに速やかに消失することか
ら，未分化性の維持に何らかの機能を有すると考えられて
きたが，その仮説はいまだ証明されていない．さらに，仮
説が正しいとして，その分子機序もよくわかっていない．

ちなみに，ヒトES細胞ではSSEA-1は未分化マーカーとし
ては不適で，SSEA-3/4（これもグロボ系列糖脂質の糖鎖
抗原）などが未分化マーカーとして用いられることから，
SSEA-1抗原発現と未分化性との機能的関連が疑問視され
ることもある．しかしながら，当研究室のHPLCシステム
（後述）を用いた詳細な解析では，ヒトES細胞にもLexが
発現していることを確認した（未発表データ）．量は少な
くとも，未分化性の維持に必須の糖タンパク質／糖脂質の
上にのみ，Lexが発現していれば用は足りるのかもしれな
いのである．
その後，SSEA-1もしくはLexを認識する抗体（たとえ
ば，CD15など）によって組織幹細胞の一部が染色される
ことが報告された．特に，マウスやヒトの胎生期および成
体脳の神経幹細胞に，Lexが豊富に発現することが示され，
SSEA-1/Lexの発現はES細胞以外の幹細胞でも未分化性を
示すと考えられるようになった 3）．細胞表面に発現する
Lexに対する抗体と，蛍光フローサイトメーター（FACS）
を用いることにより，容易にLex発現細胞を分離・回収す
ることが可能だが，脳室周囲組織から分離したLex発現細
胞には，神経幹細胞が高密度に存在することが報告され
た 4）．神経幹細胞や網膜幹細胞は，線維芽細胞増殖因子2
（FGF2）や上皮増殖因子（EGF）を添加した無血清培地で
培養することができ，neurosphereと呼ばれる浮遊細胞塊
を形成する 4, 5）．Lexに対するFACSによって，成体脳の神
経幹細胞のほか，マウス胎仔脳の神経幹細胞や，マウス胎
仔網膜から網膜幹細胞などが濃縮され，より多くのneuro-
sphereが形成されることが報告されている 3）．
本稿では，未分化性の維持に重要なLexの生合成に関与
するα1,3-フコース転移酵素Fut9およびFut10の神経幹細胞
での役割について述べる．

2. 脳のLewis Xとα1,3-フコース転移酵素

Lexの生合成は，N-アセチルラクトサミンにα1,3結合で
フコースを加える反応が律速であり，α1,3-フコース転移
酵素によって触媒される．げっ歯類には3種類の活性型
α1,3-フコース転移酵素（Fut4, Fut7, Fut9）が存在するが，
脳内の糖タンパク質・糖脂質のLexのほとんどはFut9が合
成すると考えられていた．未分化な細胞に特異的に発現し
ているからといって，未分化性に機能的に寄与しているか

滋賀医科大学統合臓器生理学（〒520‒2192 滋賀県大津市瀬田
月輪町）
N-glycans in the maintenance of stemness
Harumitsu Suzuki and Seiji Hitoshi (Department of Integrative 
Physiology, Shiga University of Medical Science, Seta Tsukinowa-
cho, Otsu, Shiga 520‒2192, Japan)
DOI: 10.14952/SEIKAGAKU.2016.880402
© 2016 公益社団法人日本生化学会 

402

みにれびゅう



403

生化学 第 88巻第 3号（2016）

どうかはわからないが，神経幹細胞に発現するLexを生合
成するFut9は，神経発生に重要な働きを持つと予想され
ていた．しかしながら，Fut9ノックアウトマウスでは脳構
造に大きな異常は観察されず，通常どおりに発生・出生・
発育して，不安様行動の増加以外はおおむね正常な行動を
示した 6）．
我々は，神経幹細胞の未分化性維持におけるFut9の役
割を調べるため，Fut9ノックアウトマウス胎仔脳から，
neurosphere法で神経幹細胞の培養を行った 7）．形成された
neurosphereを再度分散し，同様の条件で培養することに
より自己複製能（ここでは未分化性維持能力とほぼ同義で
ある）を，接着させて分化条件で培養することにより神経
細胞・アストロサイト・オリゴデンドロサイトの3種類の
細胞へ分化できる多分化能を計測することができる．その
結果，Fut9−/−胎仔脳から培養した神経幹細胞は，予想に反
してより高い自己複製能を示すことがわかり，Fut9もしく
はそれが生合成するLexは，むしろ神経幹細胞の分化を促
進していることが示唆された 7）．このことから，Lexが神
経幹細胞の未分化性の維持と自己複製能に重要であるとす
ると，Fut9以外のα1,3フコース転移酵素によってLexの合
成が行われている可能性が示唆された．

3. 幹細胞の未分化性維持に関わるα1,3-フコース転移
酵素

2000年前後に次々に解読されたヒトやマウスなどの全
ゲノム情報を基に，Fut9までの9種類のFut遺伝子に加え，
さらに，2種類の遺伝子Fut10とFut11が，アミノ酸配列上
他のα1,3-フコース転移酵素遺伝子群とファミリーを形成
することが報告された 8）．これらの遺伝子は脳で豊富に発
現するものの，培養細胞での過剰発現や，通常のα1,3-フ
コース転移酵素活性測定では，Lex合成活性が検出されな
かった 9）．その後，Fut11がGDP-フコースの加水分解活性
を持つこと 10）や，Fut10がN-グリカンの内側のN-アセチル
グルコサミンにフコースを転移すること 11）が報告された
が，これらの酵素がLexを合成できるα1,3-フコース転移活
性を持つかどうかは，依然として不明であった．
我々は，Fut10とFut11が神経幹細胞におけるLex発現に
関わっているかどうかを調べるため，マウス胎生15.5日
胚の脳におけるそれらの発現部位を，in situハイブリダイ
ゼーション法で検索した．その結果，神経幹細胞が存在す
る脳室帯にFut10が豊富に発現していることが判明した 7）

（図1A）．Fut9の発現は脳室帯にも認められるものの，背
内側に限局しており，神経幹細胞が多数存在する腹外側
の基底核原基（ganglionic eminence: GE）には検出できな

図1 マウス胎仔脳におけるLexおよびFut9，Fut10の発現（文献7より一部改変）
（A）Lotus tetragonolobus lectin（LTL）はアウターフコース，特にα1,2-フコース（H抗原）に親和性が高いが，胎仔
期のマウス脳にはα1,2-フコースがほとんど存在しないので，α1,3-フコースを含むLexの染色に用いられる．神経幹
細胞の存在する側脳室（LV）周囲に加えて，幹細胞が分化して放射状移動していく場所（矢印，CP：cortical plate）
も染色される．Fut9のシグナルは，側脳室周囲背内側（矢頭）に認めるが，CPにむしろ強い．一方，Fut10のシグ
ナルは側脳室周囲全域（二重矢頭）に認められる．（B）神経幹細胞の未分化性維持には，分化しつつある細胞から
受け取るNotchシグナルなどが重要な働きをしていると考えられている．そのような細胞間相互作用を，特定の糖
タンパク質上のN-グリカンに発現するLexが修飾し，未分化性維持や細胞移動を調節していると考えている．
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かった．むしろ，神経幹細胞が分化して放射状移動してい
く皮質板にFut9の発現が強く観察され，Fut9が神経幹細
胞の分化と関係していることを示唆する上記の結果と一致
した．そこで我々は，背側と腹側の大脳を区別して糖鎖解
析することにより，Fut10のα1,3-フコース転移酵素活性に
ついて何らかの知見が得られることを期待した．
生理学研究所・池中研究室では，イオン交換カラムに

加えて順相・逆相の3種類のHPLCを組み合わせることに
より，糖タンパク質N結合型糖鎖の網羅的解析を行ってい
る（3D HPLC法）．さらに，ヒドラジン分解や還元末端の
ピリジルアミノ化などの処理をカラム内で行うことによっ
て微量サンプルの解析法を確立しており，マウス脳などに
存在するN-グリカン糖鎖のマッピングをすでに終えてい
る 12）．この3D HPLC技術でマウス脳を詳細に解析したと
ころ，Fut9が発現する背側の大脳皮質には，バイアンテナ
型のLex含有糖鎖が認められたのに対し，Fut9が発現しな
い（ただしFut10は存在する） GEの脳室帯には，分岐型の
Lex含有糖鎖が検出された 7）．このことから，Lex含有糖鎖
構造の違いによって，機能が異なり，Fut9が発現しない領
域で神経幹細胞が多数存在することから，未分化性の維持
にはFut10を含む他のα1,3-フコース転移酵素活性を持つ酵
素が関与していると考えられる．
一方，in vitro α1,3-フコース転移酵素活性測定では，分
岐型N-グリカンを含む各種の糖鎖基質を試したにも関わ
らず，Fut10のα1,3-フコース転移酵素活性は検出できな
かった．非還元末端にGalβ1-4GlcNAcを含む糖鎖であれ
ば基質にできるFut9と異なり，Fut10は（もしかするとペ
プチド部分も含む）非常に厳密な基質特異性を持つ可能性
が考えられる．そのため，今後Fut10がどのような糖鎖も
しくは糖タンパク質を基質にできるのか調べる必要があ
る．

4. 幹細胞の維持・分化におけるFut10の機能

Fut10に対するmiRNA発現ベクターを用い，ES細胞で
ノックダウン実験を行った 7）．マウスのES細胞は，以前
より使用されているLIF（leukaemia inhibitory factor）に加
え2種類の阻害剤（MEK阻害剤＋GSK3阻害剤）存在下
では，未分化な状態で安定して培養することができ 13），
Oct3/4やNanogのような未分化マーカーを高発現する．こ
のような培養条件でFut10をノックダウンしたところ，
Oct3/4，Nanogの発現が著明に減少し，神経系の分化マー
カーであるSox2や，初期内胚葉マーカーであるGata4の発
現が上昇した．
また，前述したマウス胎仔脳由来神経幹細胞の培養系

を用い，レトロウイルスなどを用いてFut10の過剰発現／
ノックダウンを行ったところ，Fut10過剰発現で神経幹細

胞の自己複製能が上昇し，ノックダウンでは逆の結果が得
られた．これらの結果は，野生型神経幹細胞のみならず，
Fut9−/−神経幹細胞でも同様に観察されたことから，Fut10
が（神経）幹細胞の自己複製能を亢進させ，その働きは
Fut9に依存していないことが示唆された．
生体内での神経発生におけるFut10の役割を解明するた
め，子宮内電気穿孔法を用いて，Fut10のノックダウン実
験を行った 7）．胎生期の脳では，脳室帯に存在する神経幹
細胞は，増殖を終えて分化し始めると，放射状に皮質板
へと移動する．その際，脳室帯マーカーであるPax6の発
現を落とし，脳室下帯マーカーであるTbr2を発現するよ
うになる．胎生14.5日マウス胚の脳で，Fut10をノックダ
ウンしたところ，BrdU取り込みが低下し，Pax6陽性細胞
が減少してTbr2陽性細胞が増加することがわかった．こ
れらの結果は，Fut10によって，未分化な状態に維持され
ていた神経幹細胞が，Fut10ノックダウンによって分化す
る方向へ移行したことを示しており，上記の結果と一致す
る．一方，胎生14.5日脳でFut10をノックダウンして，3
日後に細胞の分布を検討したところ，放射状移動が著明に
抑制されていることが判明した．この結果は，Fut10ノッ
クダウンによる神経幹細胞の分化促進では説明できない
（むしろ逆）ので，Fut10は神経幹細胞の分化（未分化性の
維持）と移動を独立に制御している可能性が考えられた
（図1B）．
これまでの研究から，Fut10は非常に厳密な基質特異
性を持つα1,3-フコース転移酵素だと考えられた．Fut9と
Fut10とでは，Lex糖鎖を付加するN結合型糖鎖（もしくは
糖タンパク質そのもの）が異なることで，異なるLex含有
糖鎖の機能を発揮することが示唆された．すなわち，Fut9
は神経幹細胞の分化を促進するのに対し，Fut10は逆に神
経幹細胞の未分化性維持に重要であると考えられる．しか
しながら，生体内において，神経幹細胞が分化するとき
に，どのようにFut10の発現の調節もしくは糖鎖構造の変
化が起き，分化を促進するFut9の発現，糖鎖構造の変化
が起きるのかはいまだに明らかでない．Lex含有糖鎖の違
いによって，どのように細胞の性質が変化するのかを明ら
かにすることで，Fut9とFut10の役割の違いもみえてくる
と考えられる．

5. おわりに

幹細胞の未分化性維持におけるLexの機能，あるいはそ
れを生合成するFut10の役割が，おぼろげながらみえてき
たように思われる．しかしながら，今回の研究では手つか
ずのFut11の役割や，どのようなキャリアタンパク質に付
加されたLexが機能的に重要なのかなど，未解明の問題が
山積されている．神経（幹）細胞上に発現している，Lexを
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含む糖タンパク質については，最近のみにれびゅうでも詳
述されている 14）ので，参照されたい．
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