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神経系における糖転移酵素の発現・機能と 
ケミカルバイオロジー

木塚 康彦

本稿では，神経系に発現する糖鎖について，その発現メカニズム・機能・疾患との関わ
りについて紹介する．特に，糖鎖を合成する糖転移酵素に着目し，その活性，局在，エピ
ジェネティックな遺伝子制御による糖鎖発現の制御メカニズム，またアルツハイマー病の
発症過程に関わる糖鎖の役割と創薬標的としての可能性について記す．さらに，最近行っ
ている糖アナログを用いたケミカルバイオロジーのアプローチから見えてきた，新しい糖
鎖プローブや糖鎖合成阻害剤についての研究も紹介したい．糖鎖生物の分野でいまだに解
決されていない課題も合わせて紹介し，これまでわかってきたことと今後取り組むべき課
題などについて概説する．

1. はじめに

糖鎖と聞いて生物学研究者が抱く一般的な印象といえ
ば何だろうか．1）構造が複雑である．2）何となく大事
なのはわかるが，どこがどう大事か具体的にはよくわから
ない．3）分析が難しいのでできれば避けて通りたい．こ
の三つではないかと思う．そしてその印象はおおむね真実
をとらえており，糖鎖を専門とする研究者でさえも解析に
は常に困難がつきまとう．筆者は14年にわたり，特に神
経系の糖転移酵素を標的にした研究を行ってきた．本稿で
は，その間わかってきたこと，また現在でもこの分野で未
解決の課題などについて紹介したい．
糖鎖修飾で中心的な役割を持つのは糖転移酵素である．

我々ヒトの細胞は，約180種の糖転移酵素を小胞体（ER）
とゴルジ体に備え，通過していくタンパク質や脂質に修
飾を施す．その結果生み出される糖鎖はN型糖鎖，O型糖
鎖，プロテオグリカン，糖脂質など多岐にわたり，個々の
構造にも大きなバリエーションが生まれる（図1）1）．筆者
は特に，タンパク質上のN型糖鎖，その中でも分岐構造や
糖鎖末端のユニークなエピトープに着目した研究をこれま

で行ってきた．まず初めに，これらの糖鎖の発現をつかさ
どる糖転移酵素の活性とその発現調節機構について紹介
し，次にアルツハイマー病と関わる脳の糖鎖について，そ
して最後にそれら糖鎖の発現や機能を追跡・阻害するため
の化合物についての研究内容を紹介したい．

2. 糖鎖の発現調節

1） 糖転移酵素の活性・局在調節
前述のように，糖転移酵素は基本的にゴルジ体と小胞体
に局在するが，糖タンパク質上の糖鎖に作用する酵素群は
主にゴルジ体に局在している．ゴルジ体では糖転移酵素は
自身の基質となるべき糖タンパク質を何らかの形で認識
し，糖を転移していく．この作業が段階的に行われ，それ
ぞれのタンパク質に固有の糖鎖構造ができ上がる（図1）．
ところが実際にこの糖鎖修飾がゴルジ体の中でどのように
行われているか，詳しいことはいまだにあまりよくわかっ
ていない．特に，ある糖鎖構造が特定のタンパク質にしか
付加されない現象は，まだほとんどが説明できない状態に
ある．ショウジョウバエでは，特定の糖鎖修飾に関わる酵
素群がゾーンを形成するという報告があり 2），哺乳類でも
同様のゴルジ体ゾーンが存在するのかもしれない．少なく
とも，糖転移酵素のゴルジ体局在，さらにいえばゴルジ内
ゾーンの局在制御，また酵素の活性を制御するメカニズム
を明らかにしていくことが，糖鎖付加の全容を知る上で重
要だと考えられる．
筆者が修士課程（京大・岡研究室）でHNK-1（human 

natural killer-1）糖鎖に関する研究をスタートさせたころ，
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一つの疑問があった．HNK-1糖鎖は，神経特異的な糖鎖
で，N型糖鎖などの末端に存在する酸性糖鎖エピトープ
であり 3），硫酸化されたグルクロン酸という他の糖鎖中に
はない珍しい構造を有し，その生合成は糖鎖末端のガラ
クトースにグルクロン酸が付加され，さらにそのあと硫
酸基が付加されることで行われる（図2A）4）．この二つの
段階は，ゴルジ体の2種の独立の酵素が行うにもかかわら
ず，常にグルクロン酸は硫酸化されており，硫酸がついて
いないものはなぜか存在しない（今では存在することがわ
かっているが），というのが当時の疑問であった．この疑
問から，グルクロン酸転移酵素（GlcAT-P, GlcAT-Sの2種
類が存在）と硫酸基転移酵素（HNK-1STという唯一の酵
素）が近傍で協調的に働けるところに存在する，すなわち
複合体を形成しているのではないか，という仮説を立て，
それを検証すべく実験を開始した．共免疫沈降や免疫染色
による解析の結果，これら二つの酵素は物理的に相互作用
し，その結果，硫酸基転移活性が約2倍に上昇することが
わかった（図2B）．このことから，これらの酵素は実際に
細胞内で複合体を形成して効率のよい糖鎖生合成を行って
いると考えられた 5）．
さらにその後，当時金沢大学におられた浅野雅秀博士

が作られたガラクトース転移酵素の欠損マウスを解析す
る機会をいただき，驚くべき結果が得られた．B4GALT
ファミリーは，β1,4結合でガラクトースを転移する酵素
の一群で，それらの多くは糖鎖の共通構造の一つである
Galβ1-4GlcNAcを生合成する．1～7のアイソフォームが
あり 6），一部の酵素は特定の基質にのみ作用することがわ
かっているが，基質特異性が重複する酵素群の生体内にお
ける役割の違いについてはあまりよくわかっていない．浅
野先生が作られたB4galt2欠損マウスの脳を解析すると，

HNK-1の発現がきれいに消失していた（図2C）7）．一方最
も主要な酵素であるB4galt1の欠損では，HNK-1糖鎖の発
現にはまったく変化がなかった 8, 9）．すなわち，生体にお
いてはHNK-1の内部構造はB4GALT2がほぼ生合成して
いることを意味する．このことから，B4GALT2はHNK-1
の生合成に特化した酵素である可能性も考えられた．こ
れをふまえ，B4GALT2がGlcAT-Pと複合体を形成してい
ると予想し，免疫沈降および免疫染色で確認したところ，
B4GALT1はGlcAT-Pとほとんど相互作用しないのに対して，
B4GALT2は相互作用することがわかった 8）．以上のことか
ら，HNK-1生合成酵素群は，ヘテロ複合体を作って効率的
な糖鎖合成を行っていることが明らかになった（図2D）．
このような糖鎖合成酵素群のヘテロ複合体は他にいくつ

図1 糖鎖の生合成
動物細胞内では主にゴルジ体に存在する糖転移酵素が中心とな
り，基質となる糖タンパク質や脂質に段階的に作用することに
よって多様な糖鎖構造が作られる．

図2 酵素複合体によるHNK-1糖鎖の生合成
（A） HNK-1糖鎖の構造と生合成酵素．（B）免疫沈降（IP）に
よるGlcAT-P（S）とHNK-1STの相互作用の検出（左）と複合体
形成によるHNK-1ST酵素活性の変化（右）．IPは，CHO細胞
にこれらの酵素を発現させ，細胞を可溶化したのちに行った．
HNK-1STの酵素活性は，in vitroで糖タンパク質性基質（GlcA-
ASOR）に対して測定し，酵素反応液にGlcAT-PあるいはGlcAT-
Sを混在させた．（C） B4GALT1およびB4GALT2欠損マウス脳
におけるHNK-1糖鎖の発現．（D）生合成酵素の複合体による
HNK-1糖鎖の生合成モデル．Kizuka et al.5） より改変．
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も見つかっており，酵素複合体を作ることがゴルジ体での
糖鎖生合成において重要なシステムになっている可能性が
ある 10）．ただ，糖転移酵素は総じて発現量が低いために
内在性の酵素の検出が難しく，生理的条件での複合体形成
の解析が困難である．糖鎖合成酵素が生理的条件下のゴ
ルジ体内でどのように複合体を形成し，それがどのように
糖鎖生合成に寄与するのか，今後の解析による進展に期
待したい．また糖鎖の連続的な生合成ステップから容易に
想像できることであるが，糖転移酵素の細胞内における活
性（非活性という意味ではない）は，酵素の微細な局在の
変化によって大きく変わる．筆者が研究しているGlcAT-
Pにおいても，N末端側の短い細胞質領域が13アミノ酸違
うだけで局在が大きく変化し，合成されてくるHNK-1糖
鎖の発現量が大きく変化する 11）．このような局在コント
ロールによる糖鎖発現制御機構も多くの糖転移酵素で見い
だされており 12），細胞内の糖鎖の発現パターンを知る上
で重要な因子の一つになっている．糖転移酵素の局在に
ついては，多くの場合N末端側のドメインが鍵を握ってお
り，内腔側の触媒ドメインとは独立に制御されていると考
えられているが，普遍的な制御メカニズムはいまだに解明
されていない．

2） 糖転移酵素遺伝子のエピジェネティクス
糖転移酵素の活性や局在に加え，その発現量も糖鎖発現

を規定する重要な因子である．ところが糖転移酵素の時
期・組織・疾患特異的な遺伝子制御メカニズムはその多く
が不明なままである．筆者は，ポスドク先の理研（谷口研
究室）に赴任してから，脳に特異的に発現する糖転移酵素
の遺伝子制御機構の解明に取り組んだ．GnT-IX（MGAT5B
遺伝子にコードされる）は，主にO-マンノース型と呼ば
れる糖鎖の分岐形成に関わっている 13）．またノックアウ
トマウスの解析から，脱髄疾患の進行に関わることが明
らかになっている 14）．特徴的なのはその発現パターンで，
脳にほぼ特異的であり，中でもニューロンで強く発現す
る 15）．しかしその細胞・組織特異的な発現をつかさどる
メカニズムはほとんど不明であった．
まずレポーターアッセイを用いたMgat5b遺伝子のプロ
モーター解析を行ったところ，Mgat5bの転写をドライブ
するシスエレメントが同定できた．そしてゲルシフトアッ
セイとChIPにより，そのエレメントに結合して転写を正
に調節する二つのDNA結合因子，NeuroD1とCTCFが特定
できた 16）．NeuroD1は脳に特異的であり，神経系の細胞株
にNeuroD1を過剰発現するとGnT-IXのmRNAが大きく増
加した．一方，非神経系の3T3細胞にNeuroD1を導入して
もその効果は得られなかった．そこでエピジェネティッ
クな制御を考え，3T3細胞をヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）の阻害剤であるトリコスタチンA17）で処理した
ところ，Mgat5b遺伝子の転写開始部位付近のクロマチン
が活性化され，発現がオンになることがわかった．さら
に，Mgat5bを内在的に発現する神経系の細胞や臓器では

この領域のクロマチンが常に活性化されており，このクロ
マチンの活性化によってCTCFなどのプロモーターへの結
合量が制御されていることが明らかになった．これらの結
果から，GnT-IXの脳特異的な発現はエピジェネティック
なクロマチンの活性化状態により制御されており，組織特
異的な糖鎖発現の背景にはエピジェネティクスの関与が存
在することが明らかになった 16）．
ではMgat5b遺伝子のクロマチンはどのように活性化さ
れているのだろうか？　次にその疑問の解決に取り組む
ことにした．HDAC阻害剤でその転写がオンになること
から，Mgat5bが発現していない細胞では，HDACによっ
てMgat5b遺伝子のクロマチンが抑制されている可能性
が高いと考えた．そこで11種類あるHDACをそれぞれ過
剰発現，および siRNAによるノックダウンを行ったとこ
ろ，HDAC11によって選択的にMgat5bのクロマチンが抑
制され，mRNAの発現が負に制御されていることがわかっ
た 15）．また逆に，Mgat5bのクロマチンを活性化する因子
として，OGT-TET3複合体を同定した．OGTはO-GlcNAc
転移酵素であり，細胞質，ミトコンドリア，核の数多くの
タンパク質に糖を転移する．ヒストンやクロマチン修飾
酵素群もその基質であり，O-GlcNAc化は転写制御にも関
わることが知られている 18）．またTET3はDNAの脱メチ
ル化に関わる核タンパク質であり 19），OGTとTETの複合
体が標的遺伝子の転写を正に制御することが明らかになっ
ている 20, 21）．ノックダウン実験の結果などから，OGT-
TET3がMgat5b遺伝子に結合するとクロマチンが活性化さ
れ，NeuroD1などの転写活性化因子がMgat5bのプロモー
ターに結合しやすくなることがわかった 15）．さらにOGT, 
TET3, NeuroD1をノックダウンするとそれぞれMgat5bの
mRNA量は低下した．また，HDAC11やOGT-TET3による
クロマチンの制御は遺伝子特異的であり，他の類似する
GnT酵素群の遺伝子などは同様の制御を受けていないこと
がわかった．これらの結果から，GnT-IXの組織特異的な
発現の制御に関わる因子群が明らかになってきた（図3）．
他にも神経特異的な糖転移酵素は多く存在しており 22），そ
れぞれの酵素が特定の転写因子，エピゲノム因子によって
制御されていると考えられる．特に，クロマチンの制御や
miRNAによるエピジェネティックな糖鎖の発現制御は近
年盛んに研究されており 23, 24），疾患との関与も含めて今後
の進展が期待される領域である．

3. N型糖鎖上のbisecting GlcNAcとアルツハイマー病
（AD）

1） GnT-III（Mgat3）欠損マウスにおけるAD病態の改善
続いて疾患と関連する糖鎖の研究について紹介したい．
焦点になる疾患はADであり，あるN型糖鎖の分岐構造
がADの病態と関わることがわかってきた．糖タンパク
質上のN型糖鎖には，三つのマンノース残基に結合した
GlcNAcの数によって分岐構造が生み出され（図4A），こ
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の分岐の多寡によって糖鎖の構造と機能に多様性が生まれ
る．中でも，bisecting GlcNAcと呼ばれる中心の分岐構造
は，神経系，特にニューロンに強く発現する構造であり，
GnT-IIIと呼ばれる糖転移酵素によって生合成される（図
4B）22, 25）．bisecting GlcNAcは他のGlcNAc残基と機能的に
大きく異なり，そこからそれ以上鎖が進展しないことや，
糖鎖全体のコンホメーションを大きく変える性質があるこ
となどが知られている 26）．そして，AD患者の脳でその発
現が上昇することが報告され 27），AD病態に何らかの関わ
りがあることが示唆されていた．そこで筆者らは，bisect-
ing GlcNAcを欠損する，GnT-III（Mgat3遺伝子によりコー
ド）欠損マウスを用いた解析を行った．
ヒトのADの二大病変は，アミロイドβ（Aβ）と呼ばれ

るペプチドが蓄積した老人斑（Aβプラーク）と，リン酸
化タウが細胞内に蓄積した神経原線維変化である 28）．発
症の時系列や家族性ADでみられる変異遺伝子の解析など
から，現在ではAβの蓄積が病態の上流に起こるイベント
であると考えられている．マウスを用いたADの研究で
は，Aβを蓄積するマウスがモデル動物としてよく用いら
れる 29）．AβはAPPと呼ばれる糖タンパク質が二段階の切
断を受けて生じるペプチドであり，その切断はBACE1と
γ-セクレターゼにより触媒される（図5A）．家族性ADの
変異を持ったヒトAPPのトランスジェニックマウス（以
下APP-Tgマウス）はADモデルマウスとして汎用され，
脳内にAβが蓄積して認知能力の低下がみられる．筆者は，
APP-TgマウスとMgat3欠損マウスを交配し，このマウス
におけるADの進行を解析した．その結果，Mgat3を欠損
したAPP-Tgマウスでは，Aβプラークがほとんど検出され
ず（図5B），Y迷路試験で測定した認知能力の低下も改善
されるという驚くべき結果が得られた（図5C）30）．これら
の結果から，bisecting GlcNAc糖鎖がAD病態進行に深く関

図4 N型糖鎖の枝分かれ構造とbisecting GlcNAc
（A）糖タンパク質に付加したN型糖鎖構造の一つの例．GlcNAc残基の分岐構造は，GnTと呼ばれるGlcNAc転移酵
素の働きによって作られる．（B） bisecting GlcNAcは，GnT-IIIの作用によって作られる．他のGlcNAc残基はさらに
糖が付加されて伸長していくが，bisecting GlcNAcには付加されない．bisecting GlcNAcが付加された糖鎖は，GnT-
IVやGnT-Vの基質とならない．Kizuka et al.49） より改変．

図3 GnT-IX遺伝子（Mgat5b）クロマチンのエピジェネティッ
クな制御
GnT-IXを発現しない細胞では，HDAC11によりGnT-IX遺伝
子のヒストンが脱アセチル化され，転写が抑制されている．
GnT-IXを発現する細胞では，GnT-IX遺伝子のDNAに結合した
TET3がOGTをリクルートし，複合体を形成してGnT-IXクロ
マチンにO-GlcNAc修飾を起こす．これによりクロマチンが活
性化され，NeuroD1などの転写因子がプロモーターに結合して
GnT-IX mRNAの転写を活性化している．Kizuka et al.15, 48） より
改変．Ac：アセチル基．
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与すること，さらに同糖鎖が欠損すると，AD病態が改善
することがわかった．
このbisecting GlcNAc糖鎖のAD進行促進メカニズムを
明らかにするため，Aβ産生に関わる糖タンパク質を詳細
に解析したところ，APPの一段階目の切断を担うBACE1
が選択的にbisecting GlcNAc含有糖鎖を持っており，APP
などの糖タンパク質はこの糖鎖構造を持たないことがわ
かった（図5D上）．さらにAPP切断産物のウエスタンブ
ロットにより，Mgat3欠損マウスではBACE1によるAPP
の切断が大きく低下していることがわかり（図5D下），
bisecting GlcNAcはBACE1の機能を正に制御しているこ
とが示された 30）．次に，糖鎖による機能制御のメカニ
ズムを探索したところ，bisecting GlcNAc修飾の有無は，
BACE1の触媒活性そのものには影響を与えず，BACE1の
細胞内局在を初期エンドソームから後期エンドソーム／
リソソームへ変化させることがわかった．一方，APP以
外のBACE1の生理的基質の切断を調べたところ，正常に
切断されていた．以上のことから，bisecting GlcNAcによ
るBACE1の機能制御には基質特異性があることがわかっ
た 30）．BACE1による基質の切断は神経機能に重要であり，
BACE1欠損マウスは早生，成長遅延，ミエリン形成不
全，骨格筋の異常などさまざまな表現型を呈す 31, 32）．一方
Mgat3欠損マウスはそのような症状は示さない．以上のこ
とから，bisecting GlcNAc合成酵素GnT-IIIを標的とした薬
剤は，より副作用が少なく安全な治療薬候補になると考え
られた．

2） GnT-IIIのADへの関与と阻害剤開発
ではなぜ，GnT-IIIの発現はAD患者の脳で高まるのだ

ろうか？　筆者は酸化ストレスに着目した．GnT-IIIは
BACE1と同じくストレスに応答して発現すると考えられ
ているためである 33）．実際，ADでは酸化ストレスが亢進
すること，培養ニューロンにAβを添加すると酸化ストレ
スが亢進することも知られている 34, 35）．Aβが蓄積したAD
モデルマウス（理研，西道隆臣博士より分与されたAPP
ノックインマウス 36））の脳を染色すると，酸化ストレス
マーカー，BACE1, bisecting GlcNAcのすべてが増加して
いた 37）．さらに，培養細胞にH2O2で強制的に酸化ストレ
スを与えたところ，BACE1上のbisecting GlcNAc量が増加
し，BACE1のタンパク質発現も増加した．これをMgat3
欠損細胞で行ったところ，BACE1のタンパク質量はむし
ろ減少し，それはクロロキンでリソソームの機能を阻害す
るとキャンセルされた．以上の結果から，Aβの蓄積によ
り生じる酸化ストレスがBACE1上のbisecting GlcNAc量を
増加させ，それがBACE1のリソソーム局在を抑制してタ
ンパク質量の増加につながると考えられた 37）．
現在，これらの知見をふまえ，新規AD治療薬の開発を

目指してGnT-IIIの阻害剤を探索している．糖転移酵素の
特異的な阻害剤は，スクリーニング系の不足などからこれ
までほとんど開発されていない．筆者らは，糖転移反応の
副産物であるUDPを定量する系を用いて新たなスクリー
ニング系を構築し，現在化合物ライブラリを用いてスク
リーニングを行っている．

図5 GnT-III欠損マウスにおけるAD病態の改善
（A） Aβ産生経路．ADで蓄積するAβペプチドは，APPがBACE1とγ-セクレターゼにより切断されることで産生さ
れる．（B） 1年齢マウスの大脳皮質のAβ染色像．APP-TgマウスではAβが蓄積したプラークが観察されるが，GnT-
III欠損APP-Tgマウスでは，プラークの数が大きく減少する．（C） Y迷路によるマウスの認知能力の評価．1年齢マ
ウスを用いた．（D）上 : APPとBACE1のE4-PHA（bisecting GlcNAcプローブ）染色．BACE1のみがE4-PHAで染色
され，bisecting GlcNAc修飾を受けている．下：全長のAPPと，BACE1で切断されたあとの sAPPβの存在量．GnT-
III欠損マウスでは，sAPPβの量が減少している．Kizuka et al.30） より改変．
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4. 糖アナログを用いたケミカルバイオロジー

1） 糖鎖の高感度クリックプローブの開発
少し話は変わるが，これまで糖鎖の研究を行ってきて

常々感じていることは，ツールの不足である．糖転移酵素
については，各種キナーゼに対するような特異的な阻害剤
がそろっているわけでもなし，糖鎖を可視化するGFPの
ような改変可能プローブもない．より簡便に糖鎖の機能を
改変したり追跡できたりするツールが開発されれば，糖鎖
生物学は飛躍的に進歩するのではないかと思う．そんな
中，研究グループ内の有機化学者との共同研究で，思わぬ
形で一つのプローブの開発につながる研究を行うことがで
きた．以下にその研究例を紹介したい．
クリックケミストリーを組み合わせた糖鎖のケミカルバ

イオロジー解析は，Bertozziらのグループの成果を中心に
ここ10年で大きく進展した 38, 39）．この手法では，アジド

基やアルキンを有する単糖を細胞に添加し，細胞中の糖鎖
に取り込ませたのち，糖鎖を化学的に検出する（図6A）．
原理は明快で非常に汎用性が高いようにも思えるが，特異
性や産物の詳細な同定の不足など，さまざまな問題点がま
だある．
現在この手法が適用可能な糖は，シアル酸，GalNAc

（GlcNAc），フコースである．特にフコースは糖鎖の末端
部分に位置し，特徴的なエピトープを形成しやすく，さま
ざまな疾患と深く関わることが知られている 40, 41）．糖鎖の
根元のコアフコース，非還元末端側のルイス型フコース，
Notchなどの一部のタンパク質に直接結合したO-フコース
などが哺乳類では知られている．フコース含有糖鎖を検
出するための，6-アジドフコースと6-アルキニルフコース
（Fucose alkyneの名でThermoFisherから売られている）が
開発されていた 42‒44）．しかし6-アジドフコースは細胞毒性
があること，6-アルキニルフコースは感度が低いことも知

図6 7-アルキニルフコースによる糖鎖の高感度検出
（A）アルキンやアジドを持つ糖のアナログを細胞に導入すると，糖転移酵素により糖鎖中に取り込まれる．糖鎖中
のアジド基やアルキンは，クリックケミストリーにより簡便に検出できる．（B）谷口研で新規に合成したアルキン
型フコースアナログ．（C）アルキン型フコースアナログを基質として用いたFUT8の活性測定．7-アルキニルフコー
スは基質として適している．（D） 7-アルキニルフコースを用いた細胞のフコシル化糖鎖の検出．7-アルキニルフ
コースは高感度に糖鎖を検出できる．Kizuka et al.46） より改変．
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られていた．
筆者が所属していた谷口グループでは，糖の合成を専門

とする化学者がおり，さまざまなフコース誘導体を作り出
していた（図6B）．筆者は，これらの中からよりよい糖鎖
プローブを探索することにした．フコース含有糖鎖構造の
中で最もメジャーなものはコアフコースであり，この構造
中のフコースはFUT8により付加されるが 45），これまでフ
コースプローブとして用いられていた6-アルキニルフコー
スは，天然のフコースに比べてはるかにFUT8の基質とし
て使われにくいことがわかり，これが検出感度の低い原因
ではないかと考えられた（図6C）．一方，新たに開発され
たアルキン型フコースの中で，7-アルキニルフコースは，
FUT8の基質として適していることがわかった（図6C）46）．
さらに7-アルキニルフコースは他のフコース転移酵素にも
利用されやすいという結果が得られたことから，7-アルキ
ニルフコースは糖鎖中に取り込まれやすく，高感度で糖鎖
を検出するプローブになると考えられた．実際7-アルキニ
ルフコースを細胞に添加したところ，6-アルキニルフコー
スに比べて感度よく糖鎖を検出できることがわかった（図
6D）46）．また，6-アジドフコースのような毒性もみられな
かった．

添加した7-アルキニルフコースがどのように糖鎖中に取
り込まれるかを解析するため，藤田保健衛生大の中嶋和紀
博士，広島大の中の三弥子博士らと共同で糖ヌクレオチド
と糖鎖を分析した．その結果，培地中に添加した7-アルキ
ニルフコースは細胞内でGDP体へ変換され，糖鎖中に主
にコアフコースの形で取り込まれることがわかった．以上
の結果から，新たに開発したフコースアナログである7-ア
ルキニルフコースは，感度のよい新しいフコシル化糖鎖プ
ローブであることが明らかになった．

2） 糖鎖合成を阻害する糖アナログの開発
上述のフコース誘導体の研究の過程で，一つ面白い発見
があった．対照として使っていた6-アルキニルフコースで
あるが，これを添加した細胞ではいつもフコース認識レク
チンとの反応性が悪くなるということである（図7A）．こ
れはすなわち，6-アルキニルフコースは内在性のフコース
含有糖鎖の発現を阻害しているということを意味する．一
方で，7-アルキニルフコースではそのような効果はみられ
なかった．質量分析でより詳細なグライコミクス解析を
行ったところ，フコースを一つ持った糖鎖や二つ持った糖
鎖の発現が6-アルキニルフコース処理細胞ではほとんどな

図7 6-アルキニルフコースによる内在性フコシル化の阻害
（A） 6-アルキニルフコースを細胞に添加し，フコースを認識するレクチンであるAALでタンパク質を染色した．6-
アルキニルフコースにより，AALとの反応性は激減する．（B）内在性のフコシル化の阻害の程度を，既存のフコシ
ル化阻害剤である2-フルオロフコースと比較した．6-アルキニルフコースは強い阻害効果を示す．（C）フコース糖
鎖の合成経路．de novo経路がドミナントである．（D） 6-アルキニルフコース添加後の細胞内のGDP-フコースの存
在量と，6-アルキニルフコース存在下での in vitroにおけるFXの酵素活性．ともに6-アルキニルフコースの存在に
より低下する．Kizuka et al.47） より改変．
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くなり，代わりに対応するフコース非含有糖鎖が大きく
増加していた 47）．これらの結果から，やはり6-アルキニル
フコースは内在性のフコシル化を阻害していると考えられ
た．さらに，その阻害効果は既存の阻害剤である2-フルオ
ロフコースよりも有意に高いことがわかった（図7B）．
次の疑問は，阻害のメカニズムである．それを知るに

は，細胞内のフコシル化の経路について考える必要があ
る．動物細胞は，グルコースを出発原料として，GDP-マ
ンノースを経てGDP-フコースを作るde novo経路と，遊
離のフコースを再利用する salvage経路があるが（図7C），
ほぼde novo経路に依存している 40）．GDP-マンノースは
GMDS, FXと呼ばれる二つの酵素によりGDP-フコースへ
と変換され，その後GDP-フコーストランスポーターに
よってゴルジ体内腔側へと輸送され，フコース転移酵素に
よって糖鎖中にフコースが取り込まれる．まず，6-アルキ
ニルフコースがフコース転移酵素を阻害している可能性を
検証したが，in vitroにおけるフコース転移酵素アッセイで
は，阻害効果は確認できなかった．そこでGDP-フコース
に目をつけた．6-アルキニルフコースで処理した細胞内の
GDP-フコースを定量したところ，ほぼ枯渇していること
がわかった（図7D）．このことから，6-アルキニルフコー
スは，GDP-フコース合成酵素を阻害している可能性が強
く示唆された．そこで，GMDSとFXの酵素活性測定系に
6-アルキニルフコースを添加したところ，FXが選択的に
かつ強力に阻害されることがわかった（図7D）．以上のこ
とから，6-アルキニルフコースはFXをブロックすること
でGDP-フコース量を減少させ，内在性のフコシル化を起
こらなくさせることが明らかになった 47）．さらに，この作
用によって細胞のフコシル化を抑えると，肝がん細胞の浸
潤能を低下させることもわかった．このことは，フコシル
化糖鎖ががんの悪性化に関わっており，糖鎖の発現を変化
させる化合物が疾患の治療候補物質になりうることを示し
ている．
以上の結果から，糖アナログの糖鎖研究ツールとしての

有用性がみえてきた．今後もさまざまなアナログが開発さ
れれば，より選択性の高いプローブや強力な阻害剤の開発
につながり，それらを用いた基礎研究・臨床応用の発展が
期待できるだろう．

5. おわりに

学部4年で糖鎖生物学の世界に踏み込んでから，そろそ
ろ14年がたとうとしている．その間，糖鎖の持つ不思議
な仕組みを何とか明らかにしようと思い，いろいろなこと
にチャレンジしてきた．しかし，何か少し答えらしきもの
がみえて一つの論文を出すたび，それ以上の数の新しい疑
問が生まれ続け，課題は増える一方である．
糖鎖に関しては二つ大きな疑問が残っていると感じる．

一つは発現の制御であり，やはりゴルジ体の中で起こって
いる糖鎖付加反応の現場を詳細に見たいという個人的な願

望がある．おそらく，ランダム（確率論的）に起こること
と，規則に従って起こることが混在しており，それを明ら
かにしない限り，各タンパク質上の糖鎖のバリエーション
の違いが生まれるメカニズムは説明できないだろう．もう
一つは物理的な糖鎖の機能である．糖鎖の構造バリエー
ションの大きさに対して，生体内で同定されている糖鎖認
識タンパク質は少なすぎ，何をしているのか不明な糖鎖構
造が多数存在している．もちろんシアル酸による電荷，分
岐によるかさ高さの増加，水溶性の付加などさまざまな物
理化学的性質の変化もあるだろう．各糖鎖が一体何をして
いるのか，それはきっと各糖鎖の正確な三次元構造を明ら
かにし，計算科学の力を借りなければわからないだろう．
そうした課題に対して，自分にできる生化学でこれからど
こまで迫れるかわからないが，新しい糖鎖生物学の境地に
いつか到達できることを目指して進んでいきたいと願って
いる．
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