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1. 序　論 

　糖鎖は、細胞表面のタンパク質上に提示され、組織特異的に、また、発生段階特異的に、さらには、各種疾病特異的に

その発現が制御されている。CA19-9をはじめとする腫瘍マーカー、各種組織や分化細胞のマーカー、そしてステージ特

異的胚性抗原（SSEA）は、胚性幹細胞（ES細胞）のマーカーとして使われている。しかし、幹細胞における糖鎖の役割

は、明らかではなかった。そこで、我々は、糖鎖を合成する糖転移酵素を主な対象としてマウスES細胞でRNAiスクリーニ

ングを行った。現在までに、マウスES細胞のナイーブな多能性状態を維持するために必要な5種の糖鎖構造、（1）

LacdiNAc構造（GalNAcβ1,4GlcNAc）（Sasaki ������, 2011）、（2）ヘパラン硫酸（Sasaki ������, 2008, 2009）、（3）デルマ

タン硫酸（Ogura and Nishihara, 2021）、（4）�-GlcNAc（Miura ������, 2018; Pecori ������, 2021a）、（5）ムチン型�-結合

型糖鎖の1つであるT抗原（Galβ1,3GalNAc）（Pecori ������, 2020）を明らかにした。これらの糖鎖は、いずれも、ナイーブ

な多能性状態の維持に必要な白血病抑制因子（LIF）、骨形成因子（BMP）、Wntシグナル、あるいは、分化の出口とな

る線維芽細胞増殖因子4（FGF4）シグナルのいずれかに関与、あるいは、未分化性維持に関わる転写因子群の翻訳制

御に関与していていた。

　一方で、これらの糖鎖構造は、ショウジョウバエから哺乳類まで進化的に保存されている糖鎖構造でもあった

（Nishihara, 2018）。さらに、我々は、エピブラストへの最初の細胞系譜の決定を��� �����で再現するエピブラスト様細胞と

ES細胞に対し、全グライコーム解析と糖転移酵素の発現解析を行った（Pecori ������, 2021b）。全てのタイプの糖鎖構造

が発生の初期段階から劇的に変化することが明らかになり、この変化には、ポリコーム抑制複合体2による様 な々糖転移

酵素の発現を同時に制御するネットワークが関与していることを明らかにした。これは、種類の異なる糖転移酵素の発現

が一度に制御されることを示した初めての例であった。

　ここでは、この中から、本年度、主に行った【1】幹細胞におけるデルマタン硫酸の機能解析、【2】プロテアソーム活性化

サブユニット3の�-GlcNAc修飾のマウスES細胞における機能解析、【3】ナイーブなマウスES細胞からプライムなエピブ

ラスト様細胞への遷移におけるポリコーム抑制複合体2による糖鎖関連遺伝子の統合的制御の解析について述べる。

2. 幹細胞におけるデルマタン硫酸の機能解析

　マウスES細胞は、着床前の胚性3.5日の内部細胞塊から樹立された細胞で、自己複製能と身体を構成する全ての細

胞に分化する能力、すなわち多能性を有している。ナイーブなマウスES細胞の未分化状態の維持と分化誘導には、様々

なシグナルや増殖因子が寄与しており、そこへの糖鎖、特にグリコサミノグリカンの関与が報告されている（Nishihara,

2018）。

　グリコサミノグリカンは、プロテオグリカンのコアタンパク質を除いた糖鎖部分の総称で、代表的なものには、ヘパラン硫

酸、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸（DS）、ケラタン硫酸があり、細胞表面や細胞外マトリックスに存在する。ケラタン硫

酸は、ES細胞のマーカーとして用いられており、ヘパラン硫酸とコンドロイチン硫酸は、未分化状態の維持や分化に必要

であることが、我 を々含めたいくつかのグループから報告されていた。しかし、これまで、マウスES細胞を含む幹細胞にお

けるDSの機能は不明であった。このため、ES細胞（Ogura and Nishihara, 2021）と神経幹細胞（Ogura ������, 2021）に

おけるDSの機能解析を行った。
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2.1. Dermatan 4-sulfotransferase 1のマウスES細胞における未分化性維持への寄与

　はじめに、DSの生合成経路でのみ働く硫酸転移酵 Dermatan 4-sulfotransferase 1 (D4ST1)をとりあげ、マウスES

細胞において、�����をノックダウン、あるいは、過剰発現させて、その影響を検討した (Ogura and Nishihara, 2021)。

自己複製能はアルカリフォスファターゼ染色、未分化性維持やそれに関わるシグナルに関しては、リアルタイムPCR解析に

よる未分化性維持転写因子の発現やシグナルのターゲット遺伝子の発現の解析、ウエスタンブロットによる各種シグナル

構成因子のリン酸化の解析を行った。

　マウスES細胞でDSの生合成に関わる�����をノックダウンすると、自己複製能が低下した。同時に、Oct3/4、Nanog、

Sox2などの未分化性維持転写因子の発現も低下し、DSが未分化性維持に関わっていることが分かった。逆に、�����

を過剰発現させると自己複製能が増すことも明らかになった。さらに、ノックダウン細胞では、未分化性維持に働くBMPシ

グナルが低下しており、DSはBMPシグナルを制御して未分化性維持に機能していると考えられた。また、Wntシグナルの

過剰な伝達を防いでいることも分かった。これらの事実から、DSがマウスES細胞の未分化性維持に機能していることが

明らかになった。

2.2. 幹細胞からの神経分化におけるデルマタン硫酸の機能

　幹細胞から神経への分化に関しては、マウスES細胞からの分化系と神経幹細胞からの分化系に精製したDSを

加え、リアルタイムPCR解析による各種神経分化マーカーの発現や神経突起の伸長から、その効果を判定した

(Ogura ������, 2021)。

　マウス胚性幹細胞からの神経分化系では、神経分化に従い、DSとDS合成に関わる4種の酵素がすべて増加して

おり、DSの神経分化における機能の存在が示唆された。分化系に精製したDSを加えたところ、神経分化マーカーの亢

進と神経突起の伸長の促進が観察され、DSが神経分化を促進することが分かった。さらに、ヒト神経幹細胞からの神経

分化においても、神経分化マーカーの亢進と細胞遊走の促進がみとめられ、DSが神経分化を促進することが分かった。

これらの事実により、DSを用いたより効果的な神経分化系の構築が可能となった。

3. プロテアソーム活性化サブユニット3の�-GlcNAc修飾のマウスES細胞における機能解析

　RNA顆粒の一種であるP-ボディ（図1）は、膜のない細胞

質オルガネラで幹細胞のアイデンティティを調節している (Di 

Stefano ��� ���, 2019)。液-液相分離によって生じ、その形成

には、RNAヘリカーゼであるDEADボックスポリペプチド6

（DDX6）が必要である。一方、プロテアソーム活性化サブ

ユニット3（PSME3）（図1）は、19S制御ユニットの代わりに

20Sプロテアソーム触媒ユニットに会合することができ、ユビ

キチンやATPに依存しない方法で標的の分解を促進する。

カハール体や核スペックルなど、液-液相分離によって形成さ

れる膜のない細胞質オルガネラの恒常性を調節しているこ

とが報告されていた (Baldin ������, 2008)。また、細胞質にあ

る唯一の糖鎖修飾である�-GlcNAcの幹細胞における機

能も、PKCζのリン酸化を阻害して分化への出口となるFGF4シグナルを抑制していることなど (Miura ������, 2018)、我 を々

含む幾つかのグループにより、複数の機能が明らかになってきていた。しかし、これら三者の関連は予想もされていなかっ

た。本項目の成果は、P-ボディの生物学、多能性ネットワークにおけるプロテアソームと糖鎖修飾�-GlcNAcの役割に

図１ ： マウスES細胞における、�-GlcNAc修飾・プロテアソーム・
　　 液-液相分離 (P-ボディ) の3者の連携による多能性維持機構
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関連する新たな知見を提供し、発生生物学、幹細胞生物学の基盤形成に寄与するものである。

　はじめに、共同研究者の山本らが開発した高感度な�-GlcNAc修飾検出法により、マウスES細胞とそこから誘導した

エピブラスト様細胞において、�-GlcNAc化されているタンパク質を広範に検出した (Pecori ������, 2021a)。興味深いこと

に、マウスES細胞と少し分化が進んでいるが多能性は保持しているエピブラスト様細胞では、�-GlcNAc化されているタ

ンパク質のパターンが異なっていた。�-GlcNAcによるプロテアソームの制御とES細胞の多能性ネットワークの関連が不

明であったため、検出されたタンパク質から、Psme3を選択し解析を進めた。Psme3は、多能性を維持している両細胞に

おいて�-GlcNAc修飾を受けていた。

　Psme3とFLAGの融合タンパク質を発現させ、免疫沈降と質量分析によりPsme3と相互作用しているタンパク質を解

析したところ、P-ボディのアセンブリに必要なDdx6とDdx6と相互作用することが報告されているGrbp2、Fxr1、Rpl7など

が検出され、Psme3のP-ボディへの関与が推察された (Pecori ������, 2021a)。実際、Psme3を過剰発現させるとDdx6は

分解され、P-ボディが減少した。質量分析と免疫沈降により、Psme3のSer111が�-GlcNAc修飾されていることが分かっ

たので、Ser111をAlaに置換して�-GlcNAc修飾されないようにした変異体と野生型のPsme3をES細胞に発現させて、

解析を行った。変異体では、�-GlcNAc修飾が減少してDdx6との相互作用も顕著に減少し、Psme3のSer111の

�-GlcNAc修飾が、Ddx6との相互作用とそれに続く分解を制御していることが分かった。また、変異体を過剰発現させた

ES細胞では、Ddx6の分解が抑えられてP-ボディが増加し、Klf4やKlf2などの多能性コア転写因子のタンパク質レベル

が低下して多能性状態から抜け出し、分化に向かっていた。これらの事実から、Psme3のSer111の�-GlcNAc化が、Pボ

ディの恒常性の制御を介してES細胞の多能性を調節するスイッチとして働いていることが明らかになった (Pecori ������, 

2021a)。

4. ナイーブなマウスES細胞からプライムなエピブラスト様細胞への遷移におけるポリコーム抑制複合体2による

糖鎖関連遺伝子の統合的制御の解析

4.1.マウスES細胞とエピブラスト様細胞における全グライコーム解析

　マウスES細胞は、E3.5-E4.5

の着床前胚に由来し、マウスES

細胞から�� �����で分化誘導で

きるエピブラスト様細胞は、

E5.5-E6.5の着床後胚に類似し

ている。マウスES細胞とマウス

エピブラスト様細胞は、それぞ

れナイーブ状態とプライム状態

という2つの異なる多能性状態

を反映しており、着床に伴う多

能性状態の遷移を調べるため

の�� �����の有用なモデルとなる

(Pecori and Nishihara, 2021)。

　マウスES細胞とマウスエピブ

ラスト様細胞の全糖鎖構造解析を行い、�-結合型糖鎖、�-結合型糖鎖、グリコサミノグリカン、糖脂質、遊離オリゴ糖など、

全てのタイプの糖鎖に属する糖鎖構造の絶対量を決定した (Pecori ������, 2021b)。また、全糖鎖構造解析と同じサンプ

ルで全ての糖転移酵素の発現量を定量的に解析した。全てのタイプの糖鎖修飾は、発生の初期段階から、糖転移酵素

図2 ： マウスES 細胞とエピブラスト様細胞における全糖鎖構造の変化とポリコーム抑制複合体2 (PRC2)による
糖鎖関連遺伝子の統合的な制御

　　 �, �-結合型糖鎖；�, �-結合型糖鎖;GAG, グリコサミノグリカン; GSL, 糖脂質; FOD, 遊離オリゴ糖.
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の転写レベルと糖鎖構造レベルの両方で劇的に変化していた（図2）。従来報告されているものに加えて、両細胞の各々

に特徴的な糖鎖構造が、全てのタイプの糖鎖で新規に見出されており、これらはナイーブ状態とプライム状態の2つの

多能性状態を区別するための新規マーカーになると考えられた。また、マウスES細胞とマウスエピブラスト様細胞の両者

は、他の細胞株（ヒトES細胞や正常あるいは癌の体細胞株など）に比較して、特徴的な全糖鎖構造のプロファイルを示し、

他のタイプの糖鎖より大量に糖脂質が発現していた（図2）。また、マウスES細胞からエピブラスト様細胞への遷移では、

糖脂質と遊離オリゴ糖の発現は減少したが、�-結合型糖鎖、�-結合型糖鎖、グリコサミノグリカンは増加した。

4.2.マウスES細胞からエピブラスト様細胞への遷移におけるポリコーム抑制複合体2による糖鎖関連遺伝子の

統合的制御の解析

　ポリコーム抑制複合体2（PRC2）は、ヒストンH3リジン27（H3K27me3）をトリメチル化し、遺伝子の発現を抑制する 

(Deevy and Bracken, 2021)。 我々は、PRC2が、マウスES細胞からエピブラスト様細胞への遷移に伴って引き起こされ

る劇的な糖鎖構造の変化をトータルに調整するネットワークの中心となっていることを明らかにした。

　はじめに、ChIP-Atlasの包括的なデータベース（https://chip-atlas.org） (Oki ������, 2018)を用いて、これまでに公開

されているマウスES細胞のクロマチン免疫沈降-シーケンス（ChIP-seq）データセットを詳細に解析し、糖転移酵素などの

糖鎖関連遺伝子のプロモーター領域で濃縮されている因子を検索した。マウスES細胞において、PRC2複合体が、すべ

てのタイプの糖鎖修飾にわたる様 な々糖鎖関連遺伝子のプロモーター領域に濃縮されていることを見出し、H3K27me3

修飾を顕著に減少させるPRC2阻害剤EED226を用いて、それを確認した (Pecori ������, 2021b)。

　マウスES細胞からエピブラスト様細胞への遷移とEED226処理前後のマウスES細胞でフローサイトメーターにより糖

鎖構造の変化を比較したところ、エピブラスト様細胞への遷移とEED226処理前後において、多くの構造が同様な変化

を示し、遷移におけるPRC2の直接的な関与が考えられた。さらに、マウスES細胞とエピブラスト様細胞、および、EED226

処理前後における糖転移酵素などの糖鎖関連遺伝子の発現の違いをRNA-seqで比較した。遺伝子の43％がエピブラ

スト様細胞とEED226処理マウスES細胞で、同様な発現変化を示し、PRC2による制御を受けていることが分かった

（図2）。これらの結果は、発生初期におけるPRC2による「全糖鎖修飾の変化をトータルに制御するネットワーク」の存在を

示していた。

5.まとめと展望 

　上述のように、幹細胞表面にある様々なタイプの糖鎖は、細胞外からの主要なシグナルの受容を制御して、幹細胞の

多能性維持や分化に関与している。さらに、細胞内の唯一の糖鎖修飾である�-GlcNAcは、下流のシグナル伝達分子の

リン酸化を制御するばかりでなく、プロテアソーム活性化サブユニット、Psme3の�-GlcNAc修飾を介してRNA顆粒の

安定性を制御し、そこに含まれているKlf4やKlf2などの多能性コア転写因子mRNAのタンパク質への翻訳を調節して

いることも明らかになった。この成果は、液-液相分離によるmRNAの翻訳調節と多能性ネットワークにおけるプロテア

ソーム、糖鎖修飾�-GlcNAcの新規な関連を明らかにしたものであり、生化学、幹細胞生物学、発生生物学の基盤形成

に寄与する。

　さらには、発生初期におけるポリコーム抑制複合体、PCR2による様 な々糖転移酵素の発現を同時に制御するネットワ

ークの存在、すなわち、発生初期にそれぞれ異なるタイプの糖鎖構造が一度に変化するメカニズムを初めて明らかにし

た。この様な異なるタイプの糖鎖構造の同調した変化は、様々な組織の分化形成過程や癌などの疾病に至る過程でも

見いだされる可能性があり、今後、糖鎖機能を統合的に調節されたものとしてとらえていく必要があることを示した。
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