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１ 研究実施の概要 

N-acetylglucosaminyltransferase Ⅲ（GnT-Ⅲ）は糖タンパク質の N-結合型糖鎖にバイセクティン

グ N-アセチルグルコサミン（bisecting GlcNAc）を、fucosyltransferase 8（FUT8；α1-6FucT）はコア

フコースを付加する酵素であり、いずれも糖鎖構造が形づくられる際のキー酵素のひとつである。 

 

 
図 1 GnT-Ⅲ、GnT-Ⅴ及び FUT8 により形成される糖鎖構造 

 

GnT-Ⅴや GnT-Ⅳにより形成される多分岐糖鎖を有するがん細胞は転移しやすいことが知られ

ている。Bisecting GlcNAc を持つ糖鎖は GnT-Ⅴの基質とはならないので、GnT-Ⅲ遺伝子を強制

発現させたがん細胞は、親株に比べて糖鎖の分岐度が低く、転移が抑制される。また、肝芽種細

胞株 Huh6 に B 型肝炎ウイルス（HBV）ゲノム DNA をトランスフェクトして作製された HBV 産生細胞

株（HB611)に GnT-Ⅲ遺伝子を導入すると、HBV 遺伝子の発現が特異的に抑制される。多くのが

ん細胞はフコシル化糖タンパク質を分泌しており、αフェトプロテイン L3 分画や尿中遊離フコース

といったフコース関連腫瘍マーカーが既に実用化されている。また、IgG 糖鎖のコアフコースを除

去することにより抗体依存性細胞傷害活性（ADCC）が飛躍的に上昇することが知られており、コア

フコースは免疫系に深く関わっている。これらの知見をもとに、糖鎖遺伝子の導入又は発現調節に

よって糖鎖構造を制御し、がんやウイルス疾患を予防・治療する技術の開発を目指して研究を実

施した。以下、各研究項目の構想、実施及び成果を概説する。 

 

1.1 GnT-Ⅲ遺伝子の発現による HBs 抗原分泌抑制と糖鎖シグナル 

GnT-Ⅲ遺伝子の発現により HB611 細胞において HBV 遺伝子の転写が抑制されるメカニズムを

網羅的な遺伝子発現解析及びプロテオーム解析の手法を用いて解明し、そのシグナル伝達経路

を形成する分子を標的とした HBV 感染症治療法の開発を目的として研究を開始した。GnT-Ⅲ遺

伝子を導入した HB611 細胞の多数のクローンを解析した結果、HBV mRNA の転写よりもむしろ

HBs 抗原の分泌が選択的に抑制されていたことから、分泌抑制機構の解析を行うことにした。

HB611 細胞と GnT-Ⅲ遺伝子を導入した HB611 細胞のタンパク質の発現の違いを二次元電気泳

動で調べたが、タンパク質の発現の差を検出することができなかった。このような現象は、網羅的解

析法において時として見られる現象である。そこで、もう少し糖鎖構造に注目し、レクチンカラムによ

る精製を試みた。GnT-Ⅲ遺伝子導入 HB611 細胞の培養液から、bisecting GlcNAc 構造を認識す

るレクチンである E4-PHA を固定化したアガロースに結合する分子を抽出し、SDS-PAGE 後 in-gel

トリプシン消化、MALDI-TOF MS 分析、及び MS/MS 分析を行った。その結果、インテグリンα5、

α6、β1 及び LI カドヘリンを同定した。 

細胞内レクチンは糖鎖によるシグナル伝達や膜輸送に関与していると考えられる。脾臓における

bisecting GlcNAc認識レクチンの候補としてアネキシンⅤが同定されており、これがGnT-Ⅲ遺伝子

発現による HBs 抗原分泌抑制に関与している可能性が考えられる。ラット肝がん細胞株 mRLN-31

からアネキシンⅤに結合する分子を検索したところ、分子シャペロンの一つである Hsp47 を同定し

た。BIA Core 法や免疫沈降法により、Hsp47 とアネキシンⅤの結合には糖鎖中の bisecting 

GlcNAc が必須であることを証明した。このことから、HBs 抗原が bisecting GlcNAc 糖鎖を有する

Hsp47 を介してアネキシンⅤに結合することにより膜輸送装置にトラップされ、分泌が抑制されると

いう可能性が考えられる。 



HB611 及び親株である Huh6 について、GnT-Ⅲ遺伝子導入の有無による遺伝子発現パターン

の違いを DNA マイクロビーズアレイ技術により解析した。その結果、HB611 と Huh6 の間では多く

の遺伝子の発現に差が見られたのに対して、HB611 において GnT-Ⅲ遺伝子発現により有意に発

現変動を示す遺伝子はなかった。このことから、HBs 抗原の分泌抑制は特定遺伝子の転写レベル

の変化を介するものではないことが示唆された。 

一方、Huh6 細胞への GnT-Ⅲ遺伝子導入により発現変動を示す遺伝子を DNA マイクロビーズア

レイ技術により網羅的に取得し、これらに糖鎖関連遺伝子等を加えた約 2,400 遺伝子を搭載した

DNA マイクロアレイを作製した。これを用いて慢性骨髄性白血病（CML）患者の末梢血単核球

（PBMC）における遺伝子発現解析を行ったところ、慢性期と芽球転化期の間で遺伝子発現パター

ンに顕著な差が見られた。 

 

1.2 GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質の探索 

GnT-Ⅲ遺伝子の発現を誘導することにより、その対象ががん細胞であれば転移を抑制し、HBV

に感染した肝細胞であればウイルス産生を抑制できる可能性がある。このような活性を有する物質

をスクリーニングすべく、GnT-Ⅲ及び GnT-Ⅴ遺伝子のプロモーターを解析した。 

5'-RACE によってこれら遺伝子の転写開始点を探索し、新規転写開始点を 4 個ずつ発見した。

転写開始点直上流のヒトゲノム DNA をクローニングし、ルシフェラーゼアッセイによってプロモータ

ー活性を測定した。その結果、GnT-Ⅲ遺伝子のプロモーターの一つ（F2-1 プロモーター）がヒト肝

がん細胞株 Huh7 において強い活性を有していた。約 800 株の微生物培養上清及び各種植物の

抽出物（約 150 サンプル）についてスクリーニングしたところ、植物抽出物の 2 サンプルが F2-1 プ

ロモーター活性を上昇させた。 

 

1.3 新しい膵がんの腫瘍マーカー、フコシル化ハプトグロビンの開発 

膵がんは最も予後不良ながんの一つであり、その最大の原因は早期発見が困難なことである。

膵がんのマーカーとされている CA19-9 は早期発見には使用できず、病気の進行度合いの指標と

なるに過ぎない。今までの実験結果から膵がん細胞の多くがフコシル化タンパク質を分泌している

ことがわかったので、本研究ではフコースを標的にした新規腫瘍マーカーの開発を試みた。 

フコースを認識するレクチン AAL（Aleuria aurantia lectin）を用いたウェスタンブロットにより膵がん

患者の血清を分析すると、分子量 40 kd のタンパク質がフコシル化されていた。N 末端アミノ酸配列

からこのタンパク質をハプトグロビンβ鎖と同定した。質量分析法によりハプトグロビンの糖鎖構造

を解析したところ、健常人の糖鎖にはフコースがほとんど検出されなかったのに対して、患者の糖

鎖にはコアフコースや末端フコースが検出された。 

多数の患者血清及び健常人血清についてフコシル化ハプトグロビン陽性率を測定したところ、健

常人の陽性率が3％であったのに対して、膵がん患者では60％、大腸がん患者では40％、肝がん

と肝硬変患者では 25％と高い値を示した。CA19-9 の測定を組み合わせると、膵がん患者の 85％

において少なくともいずれか一方が陽性であった。 

 

1.4 FUT8 の発現が細胞増殖・分化に及ぼす影響の解明 

Fut8 のノックアウトマウスは、そのほとんどが生後数日以内に致死性を示し、少数の生存マウスも

野生型に比べて発育が非常に不良であり、数週間で死に到るものも多いという重篤な表現形を示

す。これまでに我々は、Fut8 ノックアウトマウスの肺組織において TGF-β受容体を介したマトリック

スメタロプロテアーゼの発現抑制ができなくなるために、肺組織の細胞外マトリックス生合成と分解

の均衡が破れ、肺気腫様の疾患になることを発見した。またこの欠損マウスはこの TGF-βを大量

に投与することによりその症状が改善することも確かめられた。 

一方、Fut8 のノックアウトマウスの EGF 受容体は、α1,6 コアフコースが欠損しているため、シグ

ナルをうまく伝達されなくなり、トリプシンを介したプロテアーゼレセプター2（PAR2）のシグナルが低

下し、それが細胞増殖の抑制を引き起こすことを遺伝子発現解析から見出した。さらに、Fut8 をノ

ックダウンしたマウス膵がん細胞の解析により、EGFR-トリプシン-PAR2 シグナル経路が存在し、こ

の経路は細胞増殖に深く関与していることを解明した。しかもこの経路は、Fut8 の活性制御でがん



細胞の増殖抑制ができるということを示している。 

Fut8 ノックアウトマウスにおいて、B 細胞の初期分化過程に異常のあることを発見した。この分化

異常は、ターゲット分子のα1,6 コアフコースが欠損しているため、プロ B 細胞からプレ B 細胞へと

分化するステップに異常が生じたことによるものであった。 

また、Fut8 をノックダウンしたプレ B 細胞（70Z/3）上のα4β1 インテグリン及びストローマ細胞

（ST2）上の VCAM-1 による細胞接着活性は、α1,6 コアフコースが欠損することによって低下する

ことを証明した。 

 

1.5 複合糖質の糖鎖構造解析法の開発 

糖タンパク質のアスパラギン型糖鎖を解析するために、現在最も広く使われている方法は、糖鎖

を糖タンパク質からヒドラジンもしくは酵素で切断し、その後蛍光標識（例えば 2－アミノピリジンを

使った PA 化）を行い、HPLC にて解析するという方法である。本研究では、キャピラリー電気泳動 

(CE)-ESI-MS を用いた簡便迅速な方法を検討した。誘導体化法としては、糖タンパク質から N-グリ

カナーゼで切り離された糖鎖がグリコシルアミン型で遊離されることを利用する方法を応用し、ラベ

ル化後 CE-ESI-MS で分析を行う方法の確立を行った。この分析法は糖鎖の切断からの全工程を

4 時間程度で完了することができる。本法は、MS/MS 解析を行うことにより糖鎖の構造情報も得るこ

とができる優れた方法である。 

 



２ 研究構想及び実施体制 

(1) 研究構想 

糖鎖構造が生命現象に及ぼす影響を分子、細胞、個体レベルで解明するとともに、疾病の予防

及び治療に応用可能な糖鎖構造制御法の開発を目的とし、以下の 2 つを研究の柱として本研究

を開始した。 

１． GnT-Ⅲ遺伝子導入によるウイルス性肝障害の修復 

GnT-Ⅲ遺伝子の発現から HBV 遺伝子の転写抑制に至る情報伝達の経路を解明するために、

網羅的なプロテオーム解析及び遺伝子発現解析の手法によりこの経路に関与するタンパク質及

び遺伝子を同定する。これらの遺伝子又は GnT-Ⅲ遺伝子を肝幹細胞に導入する技術及び遺伝

子導入肝幹細胞をマウス又はラット肝臓に生着させる技術を開発する。この系は、ウイルス性肝

障害に対する遺伝子治療・再生医療のモデルとなりうる。タカラバイオグループが遺伝子発現解

析、糖鎖治療学グループがプロテオーム解析、糖鎖シグナルグループがレクチンを介した糖鎖

シグナルの研究を主に担当する。 

２． GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質及び GnT-Ⅴ遺伝子発現抑制物質の探索 

GnT-Ⅲ遺伝子及び GnT-V 遺伝子の新規プロモーターを解析するとともにレポーターアッセイ

系を構築し、GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質及び GnT-Ⅴ遺伝子発現抑制物質を探索する。この

ような物質はがん細胞の糖タンパク質糖鎖のβ1,6分岐を減少させることによりがんの転移を抑制

し、GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質は HBV の増殖を抑制する可能性がある。タカラバイオグルー

プが担当する。 

 

本研究により GnT-Ⅲ遺伝子を発現させた HB611 細胞の多数のクローンを解析したところ、HBV 

mRNA の転写よりも HBｓ抗原の分泌が抑制される場合が多いことがわかった。一方、B 型肝炎治療

薬としてラミブジンに加えてアデフォビルが開発されたことにより、症例を選べば B 型肝炎の 80%が

治癒可能となった。このような研究結果及び臨床現場の状況を考慮し、研究の中心をウイルス疾患

からがんへと変更するとともに網羅的解析に加えて特定の糖鎖標的分子とその糖鎖構造の解析に

照準を合わせて以下の研究を行うことにした。 

１． GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質の探索 

研究開始当初の方針を継続する。タカラバイオグループが担当する。 

２． がんの新しいバイオマーカーの開発 

膵がん患者血清においてハプトグロビンのフコシル化が起きていることを発見したので、これを

応用したバイオマーカーを開発する。また、フコシル化ハプトグロビンの産生メカニズムを解析す

るとともに簡便な測定法を開発する。主に糖鎖シグナルグループが担当し、タカラバイオグルー

プが測定系の開発を担当する。 

３． FUT8 の発現が細胞増殖・分化に及ぼす影響の解明 

FUT8 ノックアウトマウスは発育が不良であり、肺気腫様の症状を呈する。FUT8 ノックアウトマウ

ス及びノックダウン細胞における細胞増殖抑制メカニズムを解明してがん治療への可能性を探る。

また、FUT8 遺伝子発現の抑制が血球系細胞の分化に及ぼす影響を研究し、そのメカニズムを

解明する。糖鎖治療学グループが担当する。 

４． 複合糖質の糖鎖構造解析法の開発 

従来、糖鎖構造分析には大量のサンプルと専門的な知識が必要であった。糖鎖の標識法や質

量分析法を改良し、サンプルの微量化及び糖ペプチドへの応用を目指す。糖鎖治療学グルー

プが担当する。 



(2) 実施体制 

 
  

 

タカラバイオグループ 

 

タカラバイオ（株） 細胞・遺伝子治療センター、バイオ研究所、

製品開発センター、ドラゴンジェノミクスセンター 

 

遺伝子発現解析、GnT-Ⅲプロモーター解析、フコシル化ハプト

グロビンのELISA系構築を担当 

 

 

 

研究代表者 

小山信人  

糖鎖治療学グループ 

 

大阪大学大学院 医学系研究科 

糖鎖治療学（タカラバイオ）寄附講座 

FUT8ノックアウトマウス・ノックダウン細胞の解析、プロテオーム

解析、糖鎖構造解析法の開発を担当 

 

 

 

 

糖鎖シグナルグループ 

 

大阪大学大学院 医学系研究科 

生体情報科学講座、生化学講座、機能診断学講座 

 

 

 
レクチンによる糖鎖シグナルの解析、新規腫瘍マーカーの開発

を担当 

 



３ 研究実施内容及び成果 

3.1 GnT-Ⅲ遺伝子の発現による HBV 遺伝子発現抑制機構の解明 

（タカラバイオ（株） タカラバイオグループ、大阪大学大学院 糖鎖治療学グループ、大阪大

学大学院 糖鎖シグナルグループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 

HB611 細胞は、ヒト肝芽腫細胞株である Huh6 細胞に HBV ゲノム DNA をトランスフェクトして作

製された細胞株であり、HBV 粒子を恒常的に産生する。Huh6 細胞では GnT-Ⅲ遺伝子が発現し

ているのに対して HB611 細胞では発現が見られないこと（Cancer Res 54(7), 1854-8, 1994）、及び

HB611 細胞に GnT-Ⅲ遺伝子をトランスフェクトすると HBV mRNA の転写及び HBs 抗原の分泌が

抑制されることが報告されている（J Biol Chem 270(47), 28311-28315, 1995）。GnT-Ⅲ遺伝子の発

現から HBV 遺伝子発現の抑制に至るシグナル伝達経路を形成する遺伝子の候補を、遺伝子発

現解析及びタンパク質・糖鎖発現解析の両面から絞り込み、詳細に解析することを基本戦略として

本研究を開始した。 

GnT-Ⅲ遺伝子を導入した HB611 細胞クローンを作製したところ、一部のクローンで HBV mRNA

の抑制は観察されたものの、継代を繰り返すと HBV mRNA の発現が回復する傾向にあった。その

一方、培地中の S 抗原（HBs）の量に差が見られるクローンを得た。このため、当初の目的である

GnT-Ⅲ遺伝子の発現による HBV 遺伝子発現抑制機構の解明から、HBs 分泌抑制機構の解析に

方針を変更した。 

まず、この分泌抑制が HBs 特異的かどうかを調べるため、GnT-Ⅲ遺伝子導入 HB611 細胞の培

養液中のアルブミン（ALB）、α1-アンチトリプシン（α1AT）、α フェトタンパク質（AFP）及び HBs 

の分泌量を抗体染色法で調べた。ALB、α1AT、AFP の量は HB611 細胞と変わらなかったが、

HBs の分泌量のみ低下していることが分かった（図）。つまり GnT-Ⅲが HBs の分泌機構を制御して

いることが確認された。次に、この作用に関与する分子の同定を試みた。HB611 細胞と GnT-Ⅲ遺

伝子を導入したHB611細胞のタンパク質の発現の違いを二次元電気泳動で調べたが、タンパク質

の発現の差を検出することができなかった。このような現象は、網羅的解析法において時として見

られる現象である。そこで、もう少し糖鎖構造に注目しその構造特異的な調べ方を行うべく、レクチ

ンカラムによる精製を試みた。GnT-Ⅲ遺伝子導入 HB611 細胞の培養液から E4－PHA アガロース

に結合する分子を抽出し、SDS-PAGE 後 in-gel トリプシン消化、MALDI-TOF MS 分析、及び

MSMS 分析を行った。その結果インテグリンα5、α6、β1 及び LI カドヘリンを同定した。（図 3）。 

 

GnT-Ⅲの過剰発現によってがん細胞の転移が

図 2 GnT-Ⅲ遺伝子の発現による 

HBs 抗原の分泌抑制 
図3 E4-PHAに結合するタンパク質の同定



抑制されること、HBV の発現抑制が見られること、がん細胞が NK 細胞からの攻撃に耐性機構を持

ち脾臓へ集積すること等から、GnT-Ⅲ及びその産物である bisecting GlcNAc 糖鎖は様々な生物

機能を持つことが予想される。しかし、GnT-Ⅲを強制発現させると多くのタンパク質の糖鎖が改変

されるため、特定の分子における bisecting GlcNAc 糖鎖と生物機能を直接証明した研究は少ない。

ラット肝がん細胞株 mRLN-31 に cAMP の誘導因子であるホルスコリン処理を行うと、数時間で

GnT-Ⅲの発現が増加し、その産物である bisecting GlcNAc 糖鎖が増加した。ところが、フローサイ

トメトリーで解析したところ、細胞表面での bisecting GlcNAc 糖鎖は逆に減少していた（J Biol Chem 

272, 2866-2872, 1997）。この実験結果から、肝がん細胞内に bisecting GlcNAc 糖鎖を認識するレ

クチン様分子が存在して糖蛋白質をトラップする可能性が考えられる。アネキシンⅤは、脾臓にお

いて bisecting GlcNAc 糖鎖を認識するレクチンの候補として我々のグループが同定したものである

（Glycobiology 10, 1209-16, 2000）。肝細胞においても、このようなレクチン様分子が細胞内シグナ

ルに影響を及ぼすものと考えられる。逆に、このアネキシン V に結合する糖タンパク質もまた、肝が

ん細胞内で特定の分子と相互作用している可能性がある。 

そこで、アネキシン V をカラムに固相化し、GnT-Ⅲを過剰発現させた mRLN-31 細胞のライゼート

を材料として、アネキシン V が結合する肝がん細胞内分子を探索した。この結果、アネキシン V と

結合するタンパク質は少数であり、N 末端アミノ酸配列からその一つがコラーゲンのフォールディン

グに必須な分子シャペロンである Hsp47 と同定した(図 4、Glycobiology, 15(11), 1067-1075, 2005)。

Bisecting GlcNAc 構造をもつ Hsp47 はアネキシン V と結合するが、この構造をもたない Hsp47 は

アネキシン V と結合しないこと、及びこの両者の結合は bisecting GlcNAc 構造を持つ糖鎖や

E4-PHA により阻害されることを BIA Core 法や免疫沈降法によって証明した（図 5）。また、アネキ

シンⅤと Hsp47 及びアネキシンⅤと bisecting GlcNAc 糖鎖は、mRLN-31 細胞内において共局在し

ていた（図）。 

アネキシンⅤと Hsp47 が GnT-Ⅲを発現する HB611 細胞における HBs 抗原の分泌抑制に関係

するかどうかはまだ不明である。Hsp47 が分泌過程にある HBs 抗原に結合するとすれば、この複合

体にアネキシンⅤが結合し、膜輸送装置にトラップすることによって HBs 抗原の分泌を抑制してい

る可能性が考えられる。 

 
図 4 GST-アネキシン V カラムを用いた Hsp47 の精製と同定 

A：アネキシンⅤカラムからの溶出物。#1 が Hsp47 と同定された。 

B：抗 Hsp47 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより、#1 のタ

ンパク質が Hsp47 であることを確認した。 

 

A B



 
図 5 免疫沈降法によるアネキシン V と Hsp47 の結合の確認と糖鎖の重要性 

A：抗 Hsp47 抗体で mRLN31 細胞の可溶性画分を免疫沈降したところ、アネキシン V が共沈した。

N-グリカナ−ゼで前処理するとアネキシン V が共沈しなかった。 

B：抗 Hsp47 抗体で mRLN31 細胞の可溶性タンパクを免疫沈降するときに E4-PHA を添加すると、

アネキシンⅤは共沈しなかった。 

C：抗アネキシン V 抗体で mRLN31 細胞の可溶性画分を免疫沈降したところ、Hsp47 が共沈した。

免疫沈降時に bisecting GlcNAc 構造を持つ遊離糖鎖を加えると Hsp47 が共沈しなかった。S は

免疫沈降の上清、B は免疫沈降物を示す。 

 

 
図 6 アネキシンⅤ、bisecting GlcNAc 及び Hsp47 の細胞内局在 

Con-focal microscopy によって、アネキシン V と bisecting GlcNAc 糖

鎖（E4-PHA）及びアネキシンと Hsp47 が共局在していることを、それぞ

れ確認した。 

 



網羅的な遺伝子発現解析によるアプローチとして、DNA マイクロビーズアレイ技術を用いた。

DNA マイクロビーズアレイ技術とは、単一配列の cDNA を固定化した直径約 5 µm のプラスチックビ

ーズのライブラリー（106 オーダーのクローン数）を作製し（Megaclone）、これを用いて遺伝子発現解

析を行う技術である。2 つのサンプルから調製した mRNA を異なる蛍光色素で標識し、Megaclone

ビーズ上で競合ハイブリダイゼーションを行い、目的の発現変動を示す遺伝子が固定化されたビ

ーズをセルソーターにより分離する技術が Megasort（Proc Natl Acad Sci USA 97, 1665-1670, 

2000）である。また、Megaclone ビーズをフローセルに 2 次元的に敷きつめ、そこでアダプターのラ

イゲーションや蛍光プローブによるハイブリダイゼーション等の反応を行い、蛍光顕微鏡画像を解

析して一度に約 106 個の約 20 塩基からなる配列（Signature 配列）を決定する技術が Massively 

Parallel Signature Sequencing（MPSS、Nat Biotechnol 18, 630-634, 2000）である。Signature 配列か

ら遺伝子を同定し、出現頻度からその遺伝子の発現量を知ることができる。 

ヒト GnT-Ⅲ遺伝子導入 HB611 細胞クローン（HB611/GnT-Ⅲ）及びベクタープラスミドのみ導入

したクローン（HB611/mock）の MPSS による遺伝子発現プロファイリングを行った。また、ヒト

GnT-Ⅲ遺伝子及びマーカーであるネオマイシン耐性遺伝子をレトロウイルスベクターにより Huh6

細胞に導入し、G418 で選択して得た遺伝子導入細胞（Huh6/GnT-Ⅲ）と、GnT-Ⅲ遺伝子を持た

ないベクターを用いて同様の方法により得た遺伝子非導入細胞（Huh6/mock）についても同様の

MPSS 解析を行った。 

この結果、HB611 と Huh6 の間では多くの遺伝子の発現量に差が見られたのに対して、

HB611/GnT-Ⅲと HB611/mock、Huh6/GnT-Ⅲと Huh6/mock の間では発現変動を示した遺伝子

の数は少なかった。Significance analysis of microarray（SAM）及び U-test の手法により有意差を検

定したところ、特に、HB611/GnT-Ⅲと HB611/mock の間には有意に変動している遺伝子がなかっ

た。この結果から、GnT-Ⅲ遺伝子の発現による HBs 選択的な分泌抑制は、特定の遺伝子の転写

レベルの変化を介するものではないことが示唆された。 

一方、GnT-Ⅲ遺伝子を発現させることにより発現量が変動する遺伝子及び糖鎖に関連する遺伝

子について遺伝子発現解析を行う目的で、DNA マイクロアレイを以下のようにして作製した（図）。

Huh6/GnT-Ⅲ及び Huh6/mock からポリ（A）RNA を調製し、それをもとに Megaclone ビーズを調製

した。Huh6/GnT-Ⅲから Cy5、Huh6/mock から FAM 標識した cRNA プローブを調製し、マイクロビ

ーズ上の cDNA との競合ハイブリダイゼーションを行った後、両サンプル間で発現量に差のある遺

伝子が結合したマイクロビーズをセルソーターにより分離した。ソーティングされたマイクロビーズ上

の cDNA を鋳型に PCR を行い、その産物をプラスミドベクターにクローニングして配列を決定した。

その結果、4,283 個の配列が得られ、このうち 3,501 配列が 441 個のクラスターに分類された。こう

して得られた遺伝子に加えて、糖転移酵素、グリコシダーゼ、増殖因子、サイトカイン等、合計約

2,400 遺伝子を搭載した DNA マイクロアレイを作製した。 

 



 
図 7 GnT-Ⅲ遺伝子の発現により発現変動を示す遺伝子の単離 

 

このマイクロアレイを用いて CML 患者の PBMC における遺伝子発現を解析した。CML の芽球

転化期（BC）には GnT-Ⅲの発現が上昇することが知られている（Int J Cancer 60, 443-449, 1995）。

健常人 3 名の PBMC 由来 RNA から調製したプローブを Cy3、慢性期（CP）患者及び BC 患者の

RNA から調製したプローブを Cy5 で標識して競合ハイブリダイゼーションを行った。CP 1 例、BC 4

例の解析を行ったところ、BC 各サンプル間では発現パターンに相関があった（相関係数 0.404～

0.696）のに対して、CP と BC 各サンプルとの間には相関がなかった（相関係数<0.1）（図 8）。 

 

 
図 8 CML 患者 PBMC の遺伝子発現解析 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

GnT-Ⅲ遺伝子の発現による HBV 遺伝子発現抑制メカニズムの解明という当初の目的は達せら

れなかったが、GnT-Ⅲ遺伝子の発現が HBｓの分泌を特異的に抑制することを発見し、これに関わ

る可能性のある分子として bisecting GlcNAc 構造を有する糖タンパク質を同定した。 

Bisecting GlcNAc 構造の有無によって細胞内輸送が変化する分子は多数存在すると予想したが、

 



意外にその数は少なかった。GnT-Ⅲ遺伝子の発現による HBs 抗原の分泌低下のメカニズムは、

糖タンパク質糖鎖が bisecting GlcNAc を持つことによるほか、ゴルジ装置という限られたスペースに

GnT-Ⅲを過剰発現させた影響も否定できない。また、HBV 遺伝子の転写レベルで抑制が見られ

るケースと、遺伝子発現パターンにさほど変化がなく HBｓ抗原の分泌が抑制される場合があって、

GnT-Ⅲの直接あるいは間接的な影響を検討するには、現時点のグライコミクスの技術では困難か

もしれない。 

糖鎖関連遺伝子を搭載したマイクロアレイで CML 患者 PBMC の遺伝子発現解析を行った結果

は、現時点では解析数が少ないので個々の遺伝子の発現変動について言及できる段階ではない

が、糖鎖構造の変化が芽球転化に関係する可能性を示唆する。糖鎖構造や糖鎖遺伝子の発現パ

ターンから芽球転化を早期に予測できれば治療上のメリットが得られるし、もし糖鎖構造の変化が

芽球転化を引き起こすのであれば創薬のターゲットとしても有用である。 

 

3.2 GnT-Ⅲ遺伝子発現誘導物質の探索（タカラバイオ（株） タカラバイオグループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 

細胞表面に 3 分岐、4 分岐の糖鎖を持つがん細胞は転移しやすく、悪性度が高いことが知られ

ている（Science 236, 582-585, 1987）。大腸がんにおける GnT-V の発現レベルが高いほど予後は

悪いこと（Clin Cancer Res 6, 1772-1777, 2000）、がんが浸潤するときに発現が増加する転写因子

Ets-1 により GnT-V 遺伝子は転写されていること（J Biol Chem 271, 26706-26712, 1996）なども、

GnT-V により形成される糖鎖ががんの悪性度と密接に関連していることを示唆している。GnT-Ⅲ

によりバイセクティング GlcNAc を付加された糖鎖は GnT-V の基質とはならないので、がん細胞に

GnT-Ⅲ遺伝子を過剰発現させると転移能が低下する（Proc Natl Acad Sci USA 92, 8754-8758, 

1995）。一方、GnT-V タンパク質は酵素活性とは関係なくがんの血管新生を促進する（J Biol Chem 

277, 17002-17008, 2002）。したがって、がん細胞において GnT-Ⅲ遺伝子の発現を増加させること

及び GnT-V 遺伝子の発現を減少させることは、がんの転移や増殖の抑制に効果を示す可能性が

ある。 

GnT-Ⅲ及び GnT-V 遺伝子の発現を調節する物質をスクリーニングする目的で転写開始点を探

索した。ヒト腎臓、脳及び胎盤由来ポリ（A）RNA を鋳型に両遺伝子の 5'-RACE を行ったところ、

GnT-Ⅲ遺伝子では 6 個（うち、4 個は新規、2 個は既知（Eur J Biochem 238, 853-861, 1996 の H15

及び H204 プロモーター））、GnT-V 遺伝子では 7 個（うち、4 個は新規、3 個は既知（Eur J Biochem 

233, 18-26, 1995 のクローン（b）、（e）及び（f）））の転写開始点が得られ、これらの上流のゲノム配

列がプロモーター候補として挙げられた。これらの転写開始点は、GnT-Ⅲ遺伝子については開始

コドンから上流約 33 kb、GnT-V 遺伝子については開始コドンから上流約 135 kb の範囲にマッピ

ングできた（ 

図）。 

 

 
 

図 9 GnT-Ⅲ及び GnT-Ⅴ遺伝子の転写産物 



 

これらのプロモーター候補配列を取得するために、ヒトゲノム DNA の公開配列をもとにプライマ

ーを設計し、ヒトゲノム DNA を鋳型として PCR を行った。上記 33 kb 又は 135 kb の領域を約 6 kb

ごとに分割して増幅を試みたところ、GnT-Ⅲについては 4 個（うち、2 個は新規）、GnT-V について

は 4 個（うち、2 個は新規）の転写開始点の上流域が増幅できた。 

こうして取得したプロモーター候補配列をルシフェラーゼアッセイにより測定した。その結果、

GnT-Ⅲの新規プロモーター候補のうち 1 個（F2-1）が強いプロモーター活性を示した。これ以外の

新規プロモーター候補は微弱な活性しか示さなかった。そこで、F2-1 プロモーターを 5'側から順

次欠失させ、3.2 kb から 135 bp のゲノム配列のプロモーター活性を測定したところ、111 bp のエキ

ソンを含む 191 bp の断片がヒト肝がん細胞株である Huh7 細胞において活性を示した（図 10 図）。

また、GnT-V の既知プロモーターであるエキソン 1 上流域（クローン（e）に対応）については 26 bp

のエキソンを含む 147 bp 断片が、イントロン 1（クローン（f）に対応）については 142 bp のエキソン 2

を含む 326 bp 断片が Huh7 細胞においてプロモーター活性を示した。 

 
図 10 GnT-Ⅲ F2-1 プロモーターの各断片の転写活性 

 

GnT-Ⅲ及び GnT-V 遺伝子発現調節物質のスクリーニング系を組むにあたり、転写された

mRNA が翻訳効率の低い 5'-非翻訳領域（UTR）を持つようなプロモーターを用いても糖鎖構造に

与える影響は少ないと考えられる。そこで、5'-RACE により得られた 5'-UTR に GFP 遺伝子をつな

ぎ、HepG2 細胞及び 293 細胞にトランスフェクトした後にフローサイトメトリーにより GFP の蛍光強度

を測定して mRNA あたりのタンパク質発現量を算出した。すなわち、リアルタイム RT-PCR により測

定した GFP mRNA 量で蛍光強度を補正し、各 5'-UTR の翻訳効率とした。その結果、GnT-Ⅲ 

mRNA の 5'-UTR は短く（平均 109 塩基）、翻訳効率は高い傾向が、GnT-V mRNA の 5'-UTR は

長く（平均 277 塩基）、翻訳効率は低い傾向が見られた。しかし、特に翻訳効率の低かった 1 個の

5'-UTR（GnT-V の H10 由来）を除くと、各々の遺伝子の 5'-UTR の間では翻訳効率の違いは最大

3 倍程度であった。また、各 5'-UTR の翻訳効率は細胞によらず同様の傾向を示した。このことから、

GnT-V の H10 転写産物のプロモーターを除いて、転写レベルの増減がタンパク質発現に及ぼす

影響の程度は大きく異なることはないと考えられた。 

以上の知見をもとに、遺伝子発現調節物質のスクリーニング系には GnT-Ⅲの F2-1 プロモータ

ーを使用することとした。（F2-1)-5 断片（282 bp）を有するレポータープラスミドを Huh7 細胞にトラ

ンスフェクトし、約 800 株の微生物培養上清を添加して 2 日間培養した後にルシフェラーゼアッセイ

を行った。その結果、1 株の培養液が F2-1 プロモーター活性を 2 倍程度増強したものの、十分な

再現性を得るには至らなかった。 

次いで、各種植物の水、含水エタノール又はエタノールによる抽出物（約 150 サンプル）及び植
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物由来化合物（約 60 サンプル）について、同様のスクリーニングを行った。この結果、植物抽出物

のうち 2 サンプルが F2-1 プロモーターを活性化した。うち、1 サンプルについて良好な再現性が得

られた。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

アルツハイマー病患者のマクロファージにおいて GnT-Ⅲ遺伝子の発現レベルが低く、アミロイド

βを貪食しないこと、及びアルツハイマー病患者のマクロファージにクルクミノイドを添加すると

GnT-Ⅲ遺伝子の発現及びアミロイドβ貪食能が回復することが報告されている（Proc Natl Acad 
Sci USA 104, 12849–12854, 2007）。本研究により得られた植物抽出物中の有効成分の分離には

至っていないが、食品として摂取することにより GnT-Ⅲ遺伝子の発現を向上させることができれば、

がんの転移だけではなく、アルツハイマー病の発症や悪化を防げるかもしれない。 

 

3.3 新しい膵がんの腫瘍マーカー、フコシル化ハプトグロビンの開発 

（大阪大学大学院 糖鎖シグナルグループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 

膵がんは症状をもつ患者が病院に来たときにはすでに転移を伴っているケースが多く、5 年生存

率が 10％以下の予後不良のがんである。その最大の理由は早期診断が困難なことであり、今日腫

瘍マーカーとして臨床の場で頻用される CA19-9 が陽性になるのは、ある程度病気が進行してから

である。また肝がんのように疾患発症のハイリスク群が同定されてはおらず、胃がんや大腸がんの

ように検診システムも確立されていない。これまでの preliminary な実験データより、膵がん細胞が

多くのフコシル化タンパクを分泌していることがわかった。そこで、本研究ではフコースを標的にし

た膵がんの新しい腫瘍マーカーの開発を試みた。 

膵がん患者の血清中に、フコシル化ハプトグロビンが増加することを見いだし、新しい膵がんの

腫瘍マーカーになる可能性を示した（Int. J. Cancer 118(11), 2803-2808, 2006）。すなわち、フコー

スを認識するレクチン AAL（Aleuria aurantia lectin）を用いてウェスタンブロットを行うと、分子量 40 

Kd のタンパクが膵がん患者血清中で増加し（図 11）、N 末端シークエンスによってハプトグロビンの

β鎖と同定した。 

 
図 11 膵がん患者血清におけるフコシル化ハプトグロビンの増加 

 

免疫沈降した（もしくは抗体カラムを用いて精製した）ハプトグロビンを同様の AAL レクチンによる

ウェスタンブロットを行い、フコシル化糖鎖の増加を確認した。さらに質量分析法を用いて、その詳

細な糖鎖構造を解析した。その結果、健常人のハプトグロビン糖鎖にはフコースが検出されなかっ

たが、膵がん患者のハプトグロビン糖鎖にはコアフコース及び末端フコースが検出された（図 12）。 



 
図 12 フコシル化ハプトグロビンの糖鎖構造分析結果 

 

数種類のがんの患者でフコシル化ハプトグロビンの陽性率を検討すると、大腸がんで 40％、肝が

んと肝硬変で 25％、健常人で 3％であったのに対して、膵がんでは 60％以上の陽性率を示した

（図 13）。従来から用いられている CA19-9 の測定を組み合わせると、85％の症例において少なくと

もいずれかが陽性であった。また、臨床上、膵がんとの鑑別を要する慢性膵炎での陽性率は約

20％であった。 

 

 
図13 種々の疾患におけるフコシル化ハプトグロビンの陽性率 

 

ここで、フコシル化ハプトグロビンの産生臓器が問題になる。6 種類の膵がん培養細胞における

ハプトグロビン遺伝子の発現をRT-PCR法により検討した結果、大量に発現している細胞はPSN-1

細胞のみであった（図 14）。 

 



 
図 14 各種がん細胞におけるハプトグロビン遺伝子の発現 

 

また膵がんの手術症例 5 例でハプトグロビンの発現を RT-PCR で検討したところ、すべてのがん

組織で発現が見られた。ところが、血清中のフコシル化ハプトグロビンの陽性率は、組織でのハプト

グロビンの発現量とは必ずしも一致しなかった。従って、膵がん組織だけではなく肝臓を含む他の

組織でフコシル化ハプトグロビンが産生されると考えられる。ハプトグロビンは本来肝臓で産生され

るので、肝臓が産生臓器の最も有力な候補と考えられる。肝臓以外の候補としては、がん細胞及

びがん組織に浸潤した白血球があげられる。 

胆汁の糖タンパク質の糖鎖構造と血清のそれを比較すると、前者ではフコシル化の量が圧倒的

に多く、これはハプトグロビンにも当てはまる。野生型マウスでは肝細胞において産生され、胆汁中

に分泌される数種類のタンパク質が、Fut8 ノックアウトマウスの胆汁中には殆ど検出されなかった。

このことから、フコシル化は肝細胞が産生する糖タンパクの胆汁中への分泌のシグナルになってい

る可能性がある（J. Biol. Chem. 281, 29797-29806, 2006）。 

フコシル化ハプトグロビンは AAL を用いたウェスタンブロット法により検出しており、この方法は手

間がかかるので臨床応用、特にスクリーニング検査には不向きである。そこで、ハイスループット化

を目指して ELISA 類似の測定系を開発することにした。すなわち、抗ハプトグロビン抗体の F(ab')2

フラグメントを固相化し、サンプルを反応させた後、ビオチン化 AAL と酵素標識ストレプトアビジン

により検出する系を考案した。プロトタイプキットを作製し、モデルサンプル（フコシル化ハプトグロビ

ン産生細胞株の培養上清）の測定を行ったところ、Fuc-Hpt を特異的に検出できた。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

現在のフコシル化ハプトグロビンの検出系（レクチンブロット法や免疫沈降法を用いた方法）に関

しては、定量が困難なことや操作が煩雑であることが問題となり、臨床検査法としてすぐには使えな

い。このため現在検討中の ELISA 類似の測定系をより完成度の高いものにする必要性がある。こ

の方法では、抗体のみを用いる通常のサンドイッチ ELISA に較べて特異性、再現性などが問題と

なる可能性がある。これらの問題点が解決できれば、実際の臨床検査として使える可能性がある。

ただし CA19-9 などと同様に、どこまで膵がんに特異性があるかは今後の検討課題である。これま

での私達の検討では、大腸がんでも 40％強の陽性率を示し、最近の他施設からの報告では進行

肝がん、前立腺がん、肺がんなどでもフコシル化ハプトグロビンが高率に検出されるため、フコシル

化ハプトグロビンの産生機構を詳細に解析する必要性がある。そのためには培養細胞レベルでの

検討が必要で、本 ELISA 類似キットの有用度が増すことになる。またフコシル化タンパク質は急性

の炎症で増加することが古くから知られている。実際の臨床の場では、急性炎症は鑑別の対象に

ならないが、こうした症例におけるフコシル化ハプトグロビンの陽性率、定量性も検討すべきである。

本キットが完成して、様々な疾患のフコシル化ハプトグロビンを測定すると、膵がんのマーカーだけ

でなく、他疾患の病態評価や診断にもつながるかもしれない。 

 



3.4 FUT8 の発現が細胞増殖・分化に及ぼす影響の解明 

（大阪大学大学院 糖鎖治療学グループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 

α1,6 コアフコースは EGFR-トリプシン-PAR2 シグナル経路に重要であり、細胞増殖能を制御す

ることができる 

α1,6 フコース転移酵素（Fut8）は、糖タンパク質の N-結合複合型糖鎖の Asn に結合した

GlcNAc の 6 位にα配位でフコース残基を導入する酵素である。 

Fut8 のノックアウトマウスは、そのほとんどが生後数日以内に致死性を示し、少数の生存マウスも

野生型に比べて非常に小さく（図 15）、数週間で死に到るものも多いという重篤な表現形を示す。

つまり、α1,6 コアフコースがマウスの正常な発育に必須であることが示されたのである。これまで

に我々は、Fut8 のノックアウトマウスの肺組織において TGF-β受容体を介したマトリックスメタロプ

ロテアーゼの発現抑制ができなくなることを見出した（Proc Natl Acad Sci USA 102, 15791-15796, 

2005）。それによって、肺組織の細胞外マトリックス生合成と分解の均衡が破れ、肺気腫様の疾患

になることが確認された。またこの欠損マウスは TGF-βを大量に投用することによりその症状が改

善することも確かめられた。ちなみに、他のフコース転移酵素（Fut1、Fut2、Fut7、Fut9、Fut4 及び 

Fut7）ノックアウトマウスの作成も報告されているが、いずれも Fut8 ノックアウトマウスほど重篤な表

現形を示してはいない。 

 

図 15 Fut8 ノックアウトマウスの発育異常 

 

Fut8 ノックアウトマウスの EGF 受容体は、α1,6 コアフコースが欠損しているため、シグナルをう

まく伝達できず、トリプシンを介したプロテアーゼレセプター2（PAR2）のシグナルが低下し、それが

細胞増殖の抑制を引き起こすことを以下のようにして見出した。 

先に述べたように、Fut8 ノックアウトマウスは生後直ぐに重篤な表現形を示すことが分かっていた

ため、その遺伝子の発現異常は出生前に起こっていることが容易に推察された。そこで、妊娠後

18.5 日目の Fut8 のノックアウトマウスの胎児における mRNA の発現をマイクロアレイ（表 1）及びリ

アルタイム RT-PCR により調べたところ、数種類のトリプシン遺伝子（トリプシノーゲン 4、7、8、11、

16、20）の発現が野生型と比較し 10 分の 1 から 20 分の 1 程度に低下していることを見出した。 
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表 1 Fut8 ノックアウトマウスにおけるトリプシノーゲン遺伝子発現の抑制 

 
 

また、トリプシンのタンパク質そのものの発現量の低下及びそれに伴う総トリプシン活性の低下も

確認された。これらは、Fut8 ノックアウトマウスの膵臓組織の染色によって明確に示すことができて

いる（図 16）。 

 

図 16 Fut8 ノックアウトマウスの膵臓におけるトリプシンの発現低下 

トリプシンは、食物の消化酵素としてのみならず、種々の生体反応にとって非常に重要な役割を

担っていることが明らかにされている。例えば、受精の初発段階としての精子が卵子にもぐりこむ際

の先端反応や、ほ乳類の手の指の間の水かき様の組織の退縮はトリプシンによることが分かってい

る。また、がん細胞の転移において原発巣からのがん細胞の離脱や転移巣への浸潤には多くのプ

ロテアーゼが関与するが、トリプシンも重要な関与酵素の一つであることが知られている。またその

際のがん細胞の増殖にプロテアーゼレセプターが関与していることが最近の研究で明らかにされ

てきた。プロテアーゼレセプター（PAR）には、4種類のファミリーが知られている。PAR1、PAR3及び

PAR4 はトロンビンによって活性化され、PAR2 はトリプシンによって活性化される。ここに、トリプシン

と細胞増殖の関わりの可能性が存在する。 

糖転移酵素の発現が抑制され、その糖転移産物（糖タンパク質の糖鎖）に構造変化が起こり、糖

タンパク質の機能が変化し、その結果 PAR2 を介したシグナルに影響が出るかどうかを確かめるた

めには、このプロセスに相当の時間を要すると考えられるので、細胞内シグナルの遮断のような一

時的な抑制ではなく、定常的に遺伝子の発現を抑制する系によって検討する必要がある。そこで、

我々はレトロウイルスベクターを用いて、定常的に Fut8 の発現を抑制（ノックダウン）したマウス膵臓

がん由来細胞（TGP49-Fut8-KD 細胞）を作成した。TGP49-Fut8-KD 細胞において、Fut8 の

mRNA、酵素活性及びコアフコース構造は顕著に減少しており、トリプシノーゲン遺伝子の発現も

抑制されていた（図 17）。 
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図 17 TGP49-Fut8-KD 細胞における FUT8 及びトリプシノーゲンの発現抑制 

A：Fut8 mRNA 量（リアルタイム RT-PCR）、B：FUT8 活性、C：コアフコース構造（AAL レク

チンブロッティング）、D：トリプシノーゲンタンパク質の発現（ウェスタンブロッティング）、E：

トリプシノーゲン 20 遺伝子の転写（RT-PCR） 

 

この TGP49-Fut8-KD 細胞を用いて、次の項目について検討した。 

（1） トリプシンの産生に影響があるか？ 

（2） 細胞の挙動（特に増殖活性）に影響があるか？ 

（3） PAR2 のシグナルには影響があるか？ 

 

まずは（1）トリプシンの産生であるが、予想通りトリプシンの mRNA もタンパク質も産生が低下して

いた（図 17）。また、（2）細胞増殖も抑制されていた（図 18）。これは、Fut8 ノックアウトマウスが野生

型に比べて小さいことと関係があるかも知れない。（3）PAR2 特異的なシグナル経路は知られてお

らず、これ自体を特定することは困難であったが、特異的なペプチド（SLIGRL）リガンド及びこの反

応の中和抗体を用いて、リガンドの添加により細胞増殖が回復することを証明できた（図19）。 

 

 

 
図 19 PAR-2 リガンドによる増殖の回復

図18 TGP49-Fut8-KD 細胞の増殖抑制 



トリプシンは糖タンパク質ではないので、α1,6 コアフコースがなくなることの影響を受けるターゲ

ット分子がほかに存在すると予想した。細胞増殖と最も関係しそうな AP-1 複合体の Fut8 ノックアウ

トマウスにおけるを調べた（図 20）。その結果、野生型に比べた Fut8 ノックアウトマウスの c-fos 及び

c-junの遺伝子発現がそれぞれ35.4%、57.4%と明らかに低下していた。次に、α1,6 コアフコースを

数多く（N-結合糖鎖は 12 本）持っており、Fut8 のターゲット分子の可能性が大きい EGFR につい

て調べた。TGP49-Fut8-KD 細胞で確かめてみると、予想通り EGFR のα1,6 コアフコース含量は

低下しており、自己リン酸化の量も低下していることが分かった（図 21）。EGFR のリガンドである

EGF 又は TPA を添加することによりトリプシンの発現量が増加することから、EGFR のα1,6 コアフ

コース結合量が低下するとリガンドとの親和力が低下することが確かめられた。 

 

 
図 20 Fut8 ノックアウトマウスにおける AP-1 の発現抑制 

 

 
図 21 TGP49-Fut8-KD 細胞における EGFR のコアフコースの減少とリン酸化の抑制 

 

つまり、以上の Fut8 ノックアウトマウス及び Fut8 ノックダウン細胞の解析実験により、EGFR-トリプ

シン-PAR2 シグナル経路が存在し、この経路は細胞増殖に深く関与していることが解明できた。し

かもこの経路は、Fut8 の活性制御でがん細胞の増殖抑制ができるということを明示しており、Fut8

遺伝子によるがんの遺伝子治療の可能性を示している。 

 

α1,6 コアフコースはＢ細胞の初期分化段階に重要なα4β1 インテグリン/VCAM-1 の親和性に

影響を及ぼしている 

最近我々は Fut8 ノックアウトマウスのリンパ球の FACS 解析を行い、B 細胞の初期分化過程に異

常のあることを発見した。この分化異常がターゲット分子のα1,6 コアフコースが欠損しているため

であることを想定し、そのターゲット分子の解明とその分化異常との関係を研究した。 

B 細胞は骨髄内において造血幹細胞から分化し、抗原を認識して抗体を産生する形質細胞へと

分化することが知られている。このたび我々が注目したのは、B 細胞の初期分化過程であるプロ B



細胞からプレ B 細胞へと分化するステップである（図）。 

 

 
図 22 B 細胞の分化ステップ 

 

Fut8 ノックアウトマウスの骨髄（CD45R、CD43、IgM、CD11b、Gr-1、TER119）、脾臓（DX5、CD3、

CD4、CD5、CD8、CD45R、CD43、IgM、CD19、IgD、CD11b、Gr-1、TER119）、胸腺（CD3、CD4、

CD8）のリンパ球を FACS により測定した。 

その結果、Fut8 ノックアウトマウスの骨髄のリンパ球

中のプレ B 細胞（CD45R+、CD43-）の割合が野生型に

比して半分以下になっていることが分かった（図 23）。

つまり、Fut8 ノックアウトマウスはα1,6 コアフコースが

欠損しているため、プロ B 細胞からプレ B 細胞へと分

化するステップに異常が生じたと考えられた。 

B 細胞の初期分化過程に重要な役割を担う主な分

子として、SCF（stem cell factor）、c-kit、IL-7 及びα4

β1 インテグリン/VCAM-1 が知られている。我々は、

IL-7 とα4β1 インテグリン/VCAM-1 に注目し、ストロ

ーマ細胞（ST2 又は PA6）の共存下、マウス由来の骨

髄細胞とプレ B 細胞株 70Z/3 の分化を検討した。ま

ず、ST2 あるいは PA6 及び IL-7 の存在下、野生型マ

ウス又は Fut8 ノックアウトマウス骨髄中の B 前駆細胞

頻度をコロニーアッセイにより測定した（表 2）。いずれ

のストローマ細胞存在下においても、野生型マウスに

比べて Fut8 ノックアウトマウス骨髄中の B 前駆細胞頻

度は 4 割から 6 割と低かった。 

 

表 2 野生型及び Fut8 ノックアウトマウス骨髄中の B 前駆細胞頻度 

 No. of colonies per plate (frequency) 

 Fut8+/+ mice Fut8-/-  mice 

ST2 + IL-7-dependent precursors 45.4 ± 6.2 (1/78) 29.4 ± 2.4 (1/138) 

PA6 + IL-7-dependent precursors 26.6 ± 5.0 (1/154) 11.4 ± 3.0 (1/398) 

Mean±SD of triplicate cultures.   

 

一方、ストローマ細胞側の N-結合型糖鎖のコアフコース欠損がプレ B 細胞のコロニー形成に及

ぼす影響を調べるために、ST2 細胞の Fut8 をノックダウンして ST2-KD 細胞を作製した。なお、

PA6 よりも ST2 の方が Fut8 を多く発現していたため、ST2 を用いた。野生型マウス骨髄細胞を

ST2-KD 細胞の上で培養した場合には、ST2 細胞を用いた場合に比べて B 細胞の前駆細胞コロ

ニー数が半分以下であった。また、抗α4β1 インテグリン抗体又は抗 VCAM-1 抗体を添加すると

コロニー数は顕著に減少した。この結果は、ストローマ細胞におけるコアフコース並びにα4β1 イ
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図 2 3 Fut8 ノックアウトマウス骨髄

におけるプレ B 細胞の減少 



ンテグリン及び VCAM-1 がプレ B 細胞の支持活性に深く関与していることを示している。 

そこで、α4β1 インテグリンのコアフコース化された N-結合糖鎖の重要性を調べるために、定

常的に Fut8 の発現をノックダウンしたプレ B 細胞（70Z/3-KD 細胞）を作製した。70Z/3-KD 細胞

の VCAM-1 に対する結合は、mock 細胞に比べて弱く、70Z/3 細胞と抗α4β1 インテグリン抗体を

予め混合した場合、VCAM-1 に対する結合は殆どブロックされた（図 24）。 

以上から、プレ B 細胞（70Z/3）上のα4β1 インテグリン及びストローマ細胞（ST2）上の VCAM-1

は、α1,6 コアフコースが欠損すること（70Z/3-KD 及び ST2-KD）によって細胞接着活性が低下す

ることが観察され、α4β1 インテグリン及び VCAM-1 のいずれもが Fut8 のターゲット分子であるこ

とが判明した。このことから、プレ B 細胞の分化増殖には B 前駆細胞のα4β1 インテグリンとストロ

ーマ細胞の VCAM-1 双方における N-結合糖鎖のコアフコース化がきわめて重要であると予想で

きる（図）。 

 

 

 

 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

コアフコース残基が生体にとって重要な機能に深くかかわっていることが判明したことは、学術的

にも非常に興味深いところである。しかもこの研究の過程において、培養細胞を用いた RNAi でコ

アフコースの量を調節することによって細胞接着や細胞増殖、さらには細胞分化への影響をコント

ロールできることがわかった。つまり、本来生体は糖タンパク質の関与する反応の制御を糖鎖の修

飾によって行っている可能性を示せた。また、我々の研究によって明らかにされたα1,6 フコース転

移酵素（Fut8）は、他のフコース転移酵素とは異なり、その関与する多様な反応についても再認識

されるであろう。 

応用例として最も重要なことは、特許も出願した24が、例えば Fut8 の発現を抑制することによりがん

細胞の増殖を抑制することができるという発見である。一方、リンパ性白血病の 3 割近くは、プレ B

細胞の表面抗原を有していることが知られており、プレ B 細胞性急性リンパ性白血病（pre-B ALL）

は小児のがんの中で発症率が最も高い病気である。現在では化学療法など治療法の進歩により

寛解率は向上しているが、未だ完全治癒は容易ではない。また、pre-B ALL には E2A-PBX、

TEL/AML1 あるいは BCR-ABL といった染色体転座が見出されることがあるが、多くはまだ原因が

不明である。いわゆる、遺伝子治療のタ－ゲット遺伝子となり得る可能性を持っている Fut8 の研究

がこの白血病発症の原因を明らかにする可能性もあり、今後その標的治療の開発にとって大変有

力なツールとなると考える。 

 

図24 プレ B 細胞株の VCAM-1

への結合能 

図 25 B 細胞の分化と Fut8 



3.5 複合糖質の糖鎖構造解析法の開発（大阪大学大学院 糖鎖治療学グループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 

糖タンパク質のアスパラギン型糖鎖を解析するために、キャピラリー電気泳動 (CE)-ESI-MS を用

いる分析方法を検討した。 

CE 分離を質量分析の前に行えると多大な利点がある。第一に CE 分離では、電荷や分子の大き

さで分離できるわけであり、その後の分析を大変有利に進めることができる。また、溶離液に工夫

は必要だがHPLCカラムとは桁違いの理論段数も魅力である。さらに、HPLC分離に比べて分離に

要する時間が短い。 

本研究に用いた誘導体化法は、糖タンパク質から N-グリカナーゼで切り離された糖鎖がグリコシ

ルアミン型で遊離されることを利用する方法である（J Proteome Res 4, 146-152, 2005、図 26）。 

 
図 26 Fmoc による糖鎖の誘導体化 

 

遊離されたグリコシルアミン型のオリゴ糖を Fmoc 誘導体化し、直ちに CE-ESI-MS で分析を行うこ

とにより分析は糖鎖の切断からの全工程を4時間程度で完了することができる。本法は、MS/MS解

析を行うことにより、糖鎖の構造情報も得ることができる優れた方法と考えられる。 

Human AGP (α1-acid glycoprotein)、Bovine Fetuin 及び RNase B (Bovine pancreas) を対象と

して分析した。糖鎖の遊離方法、その後の誘導体化及び分析条件は、糖タンパク質をリン酸緩衝

液(pH 8.5)に溶解後、N-グリカナーゼを加え 2 時間 37oC でインキュベートし、グリコシルアミン型で

遊離された糖鎖を含む酵素反応液に Fmoc-Cl のアセトン溶液を添加し 37℃で 1 時間加温した。

反応終了後、過剰試薬をクロロホルムによる抽出で除去し水層の一部を CE-ESI-MS で分析した。 

糖タンパク質から、グリコシルアミン型で遊離された糖鎖はFmoc-Clにより容易に短時間で標識さ

れ、クロロホルムを用いる抽出操作により容易に余剰の Fmoc-Cl を除去して精製することができた。

さらに、Fmoc 標識された糖鎖を含む反応溶液は直ちに CE により分析することができ、CE-MS 又

は CE-MS/MS により構造情報を容易に取得することができた。 

中性もしくは（シアル酸結合の場合）酸性の糖鎖が、なぜ CE-ESI-MS で正電荷を帯びるのかとい

うことに興味が持たれる。複合型 2 本鎖糖鎖は 2 価イオン、3 本鎖糖鎖は 3 価、オリゴマンノース型

の糖鎖は 1 価で検出されることが分かった。このことから、これらの電荷は GlcNAc の窒素原子上に

プラスチャージが生じるためと考えるのが妥当なようである。このような電荷の例は、過去に報告が



なく CE-ESI-MS 分析に特有の現象と思われた。 

最近その開発競争が注目されている抗体医薬品であるハーセプチン、リツキサン及びシナジス

の糖鎖分析に本法を応用した。これら抗体医薬品の多くは、CHO 細胞で製造されるヒト型もしくは

キメラタンパク質であるためその糖鎖構造は類似している。図 27 にハーセプチンの分析チャート及

び解析した糖鎖構造を示す。 

 

 
 

 
図 27 ハーセプチンの糖鎖構造解析結果 

 

本研究で確立した CE-ESI-MS で分析法は糖鎖の切断からの全工程を 4 時間程度で完了するこ

とができるため、糖タンパク質医薬品の糖鎖構造の品質管理や製造工程管理に使うことができると

思われる。今後、MS/MS 測定を利用して糖鎖配列とフラグメンテーションの関係を検証すべく、デ

ータを収集していく予定である。 

 

(2) 研究成果の今後期待される効果 

糖タンパク質のアスパラギン型糖鎖を解析するために、現在最も広く使われている方法は、糖鎖

を糖タンパク質からヒドラジンもしくは酵素で切断し、その後蛍光標識（例えば 2-アミノピリジンを使

った PA 化）を行い、HPLC にで解析するという方法である。この方法の欠点は、HPLC の溶出位置

がその糖鎖の構造決定の根拠となるため、非常にコントロールされた分析系を必要とすることと、構

造が完全に決められた高純度のスタンダードが必須であるということである。 

このたび我々が確立した方法の特長は、分析の最終手段に MS を使っているためほぼ確実に糖

鎖構造の推定ができ、必ずしもスタンダードを必要としないことである。また。CE では泳動中に各

分子が分離できるが、これは必須ではなく本実験系の CE は微量サンプルを効率よく導入するイン

ジェクターとしての役目が大きい。 

このように高速で高感度な分析法が確立できたので、品質試験や製造工程管理などに応用する

ことの可能性については現在検討中である。さらに、基礎の分野の機能的糖鎖分析及び糖タンパ

ク質医薬品の開発において、部位特異的糖鎖分析（どの位置にどういった構造の糖鎖か付加して

いるか）が重要になってくる。最終的には、糖鎖のみならず糖ペプチドの CE-ESI-MS 法の確立を

目指す。 



４ 研究参加者 

 

   ①タカラバイオグループ（遺伝子発現解析、GnT-Ⅲプロモーター解析、フコシル化ハプトグロ

ビンの ELISA 系構築） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

小山 信人 タカラバイオ（株） 部長 総括 
平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月

峰野 純一 タカラバイオ（株） センター長 遺伝子発現解析総括 
平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月

佐川 裕章 タカラバイオ（株） 主幹研究員
プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索総括 

平成 14 年 11 月～

平成 17 年 9 月 

向井 博之 タカラバイオ（株） センター長 遺伝子発現解析 
平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月

高山 正範 タカラバイオ（株） 副ｾﾝﾀｰ長 遺伝子発現解析 
平成 15 年 4 月～

平成 19 年 10 月

巽 容子 タカラバイオ（株） 主任研究員 遺伝子発現解析 
平成 14 年 11 月～

平成 17 年 3 月 

北川 正成 タカラバイオ（株） 副ｾﾝﾀｰ長 遺伝子構造解析 
平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月

于 福功 タカラバイオ（株） 次席研究員 肝幹細胞への遺伝子導入
平成 14 年 11 月～

平成 15 年 10 月

糠谷 育衛 タカラバイオ（株） 次席研究員 肝幹細胞への遺伝子導入
平成 14 年 11 月～

平成 15 年 10 月

小林 英二 タカラバイオ（株） 主任研究員
プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索 

平成 14 年 11 月～

平成 19 年 4 月 

佐々木 

   美紀子 
タカラバイオ（株） 研究員 

プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索 

平成 14 年 11 月～

平成 19 年 8 月 

田辺 雅茂 タカラバイオ（株） 研究員 
プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索 

平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月

九町 木綿 タカラバイオ（株） 研究員 
プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索 

平成 14 年 11 月～

平成 16 年 3 月 

高橋 秀一 タカラバイオ（株） 次席研究員 遺伝子発現解析 
平成 14 年 11 月～

平成 17 年 3 月 

中筋 愛 タカラバイオ（株） 研究員 
プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索 

平成 14 年 11 月～

平成 17 年 9 月 

外園 成和 タカラバイオ（株） 研究員 遺伝子発現解析 
平成 14 年 11 月～

平成 16 年 3 月 

佐野 睦 タカラバイオ（株） 主幹研究員 総括サポート 
平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月

江頭 知恵 タカラバイオ（株） 課長補佐 
プロモーター解析、遺伝子

発現調節物質探索 

平成 16 年 4 月～

平成 19 年 10 月

松村 肇 タカラバイオ（株） 研究員 肝細胞への遺伝子導入 
平成 16 年 4 月～

平成 18 年 6 月 

上萩 京子 タカラバイオ（株） 主幹研究員
フコシル化ハプトグロビン

ELISA 系の開発 

平成 18 年 4 月～

平成 19 年 10 月

注：参加時期最後の所属･役職を示す。 



   ②糖鎖治療学グループ（FUT8 ノックダウン細胞の解析、プロテオミクス解析、糖鎖構造解析） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

近藤 昭宏 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
寄附講座教授 

平成 14 年 11 月～

平成 19 年 8 月 

中川 孝俊 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
寄附講座助手 

平成 14 年 11 月～

平成 19 年 8 月 

李 文哲 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

21 世紀 COE 

博士研究員 

平成 17 年 4 月～

平成 19 年 8 月 

中の 三弥子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

21 世紀 COE 

博士研究員 

平成 17 年 4 月～

平成 19 年 8 月 

篠部 衣利子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
研究補助員 

平成 15 年 4 月～

平成 17 年 10 月

西川 真美 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
研究補助員 

平成 15 年 4 月～

平成 17 年 8 月 

三神 恵 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
研究補助員 

糖鎖遺伝子による

肝炎／肝癌の新し

い治療薬開発のた

めの基礎的検討 

平成 15 年 4 月～

平成 18 年 4 月 

 

 

   ③糖鎖シグナルグループ（レクチンによる糖鎖シグナルの解析、肝幹細胞分離法の開発と応用

の検討、新規腫瘍マーカーの開発） 

 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

三善 英知 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
教授 CREST 研究の全般 

平成 14 年 11 月～

平成 19 年 10 月
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医学系研究科 
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究員 
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吉岡 智子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

研 究 補 助

員 

実験の補助 

（ハプトグロビン） 

平成 18 年 11 月～

平成 19 年 10 月

野田 勝久 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

21 世 紀

COE 博士

研究員 

糖鎖遺伝子によるウイル

ス性肝障害の修復 

平成 16 年 4 月～

平成 16 年 9 月 

井出 義人 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
大学院生 

レクチン／糖鎖を用いた

診断の臨床的ｱﾌﾟﾛｰﾁ 

平成 16 年 4 月～

平成 18 年 3 月 

奥山 紀子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
大学院生 

糖鎖遺伝子によるウイル

ス性肝障害の修復 

平成 16 年 4 月～

平成 17 年 3 月 

秋長 歩 
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大学院生 
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クチンの研究 
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平成 18 年 3 月 

森脇 健太 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
大学院生 フコシル化の制御 

平成 16 年 4 月～

平成 19 年 10 月

近藤 菜美 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
大学院生 細胞内シグナルの解析 

平成 16 年 4 月～

平成 18 年 3 月 

山中 香奈子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
大学院生 

糖鎖を用いた腫瘍マーカ

ーの開発 

平成 16 年 4 月～

平成 18 年 3 月 



顧 建国 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
助教授 

神経の分化と糖鎖の研

究 

平成 16 年 4 月～

平成 18 年 3 月 
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大阪大学大学院 

医学系研究科 
研究員 
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医学系研究科 

研 究 補 助

員 
肝臓の分化と糖鎖 

平成 16 年 11 月～

平成 17 年 12 月

三神 恵 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

研 究 補 助

員 
論文作成の補助 

平成 18 年 4 月～

平成 19 年 8 月 

水野 洋子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

21 世 紀

COE 博士

研究員 

肝臓の再生医療、動物

実験 

平成 18 年 4 月～

平成 19 年 10 月

中川 勉 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

NEDO ﾎﾟｽ

ﾄﾞｸ研究員
腫瘍マーカーの開発 
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平成 19 年 10 月

桑本 佳奈 
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医学系研究科 
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平成 19 年 10 月

近藤 昭宏 
大阪大学大学院 

医学系研究科 
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授 

糖鎖遺伝子による肝炎／

肝癌の新しい治療薬開

発のための基礎的検討 

平成 19 年 9 月～

平成 19 年 10 月

中の 三弥子 
大阪大学大学院 

医学系研究科 

21 世 紀

COE 博士
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糖鎖遺伝子による肝炎／

肝癌の新しい治療薬開

発のための基礎的検討 

平成 19 年 9 月～

平成 19 年 10 月
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1. 第 43 回 日本肝臓学会総会 優秀演題賞 

糖鎖を用いた肝幹細胞の分離と応用 

三善英知、佐々木 望、野田勝久、谷口直之、林 紀夫  

2007 年 5 月 31 日 

 

2. 第 38 回 日本膵臓学会大会 優秀演題賞 
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② 新聞報道 
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③ その他 
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(６)その他特記事項 

 

 

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 

 

なし 

 



８ 結び 

当チームは本研究を機に結成されたので、テーマに直接関係する研究の蓄積が豊富とは言え

ず、研究期間の前半は期待していた実績を挙げられなかった。しかし、研究テーマについては B

型肝炎からがんに、また、研究対象とする糖転移酵素については GnT-Ⅲ及び GnT-Ⅴから FUT8

に重心を移動させることにより、FUT8 遺伝子の発現抑制による細胞増殖抑制メカニズムの解明や

腫瘍マーカーとしてのフコシル化ハプトグロビンの発見をはじめとした成果を挙げることができた。 

FUT8 遺伝子の発現を抑制するだけでがんを治療できるわけではないが、化学療法や放射線療

法との組合せにより従来よりも高い治療効果を得られるようになるかもしれない。この場合、遺伝子

発現を抑制するよりも、FUT8 の活性や GDP-フコースの合成酵素又はトランスポーターを阻害する

ことによりコアフコース構造を抑制する方が現実的ではないかと思われる。一方、フコシル化ハプト

グロビンはより実用化に近い位置にあると考えている。今後、検出キットの感度や特異性を向上さ

せる必要があるが、抗体に比べて結合性の弱いレクチンを用いて検出する点がネックになる可能

性がある。コアフコース構造を認識する新規のレクチンや抗体の開発がブレークスルーとなるかも

しれない。 

CREST の研究費はある程度自由に費目間の流用ができる点において好都合であった。その一

方、平成 18 年度までは研究費の大部分が JST の直接執行であり、共同研究者の分まで合わせる

と毎月処理する書類や伝票はかなりの量になった。例えば、オンライン処理システムが導入されて

いれば研究者、研究事務所双方の労力がかなり軽減されていたのではなかろうか。 

当チームは、研究代表者が企業の所属という、CREST においてはやや特殊な形であった。その

ため、タカラバイオグループにおいては本研究専属の研究員を置かず、実験ごとに最も適した部

署が担当することにした。このやり方が研究成果にプラスに働いたかマイナスに働いたかはともかく

措くとして、各研究員が日々の業務を抱えている現状にあっては一つの選択肢であったと考えて

いる。 

われわれが 5 年間の研究を遂行するにあたり、研究総括の谷口先生を初め、領域アドバイザー

の先生方、JST 本部及び糖鎖研究事務所の皆さんなど、関係各位には多大なご助力をいただきま

した。深く感謝します。 
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タカラバイオグループ 

糖鎖治療学グループ 
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