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要　旨

P- および L-セレクチンに結合する人工グリコポリマー 6S-GlcNAc-PGA を合成し、本分子が
実験動物モデルにおいて癌転移抑制効果および抗炎症効果をもつことをこれまでに明らかにし
た。本稿では、さらに低分子化した 6S-GlcNAc-PGA を新たに合成し、分子量および糖鎖置換度
とセレクチンに対する結合性の相関性について検討した。その結果、これまでに使用していた
6S-GlcNAc-PGA よりも約 18 倍分子量が小さい 6S-GlcNAc-PGA でもヘパリンよりも高いセレク
チン結合親和性をもつことが明らかとなった。

はじめに

生体内の炎症部位には白血球の顕著な集積、遊走がみられるが、これは炎症性細胞と血管内

皮細胞との相互作用により引き起こされる。炎症は重要な免疫反応の 1つである一方で、血管

外への白血球の過剰な集積は様々な病態の発症や増悪化の原因でもある。この相互作用に関わ

る様々な分子が同定されているが、細胞間の接着に直接関わる分子としてセレクチン、インテ

グリンなどの分子が知られている。セレクチンは、C型レクチンファミリーに属するレクチン

で、 L-セレクチン、P-セレクチン、E-セレクチンの 3種が知られている。L-セレクチンは、好

中球、単球、リンパ球など、白血球全般に広く発現している。P-セレクチンは、血小板を産生

する巨核球および血管内皮細胞で合成され、血小板α顆粒および血管内皮細胞の Wiebel-Palade 

小体に貯蔵されている。炎症性サイトカインやヒスタミン等の刺激による活性化後数分のうち
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に細胞表面上に発現するようになる。E-セレクチンは、サイトカイン等の刺激により活性化さ

れた血管内皮細胞に発現する。刺激後約 4時間が発現のピークであり、12 時間以内に発現が低

下する。セレクチンのリガンドとしてシアリルルイス X がよく知られているが、同構造を持た

ないヘパリンも P-および L-セレクチンと結合することが古くから知られている [1]。また、ヘ

パリンは炎症部位への好中球の浸潤や癌の血行性転移を抑制することが知られているが、この

効果は、癌細胞と血小板、あるいは血管内皮細胞とのセレクチンを介した相互作用をヘパリン

が阻害することによるものであると考えられている [2]。このことから、セレクチンとそのリガ

ンドの結合を阻害する分子は、癌の血行性転移や慢性炎症疾患に対して有用であると考えられ、

いくつかの薬剤が開発されている [3-8]。

我々は、昨年度までにセレクチン阻害薬としてポリグルタミン酸骨格に 6-O-硫酸化 GlcNAc

を多数結合させた人工グリコポリマー 6S-GlcNAc-PGA（図 1）を合成し [9]、本分子が癌転移抑

制効果および抗炎症効果をもつことを明らかにした。6S-GlcNAc-PGA は、ポリグルタミン酸骨

格に 6-O-硫酸化 GlcNAcを多数結合させた構造を持つ。骨格としてポリグルタミン酸を使用し

ていることから、合成時にポリグルタミン酸重合度（DP: Degree of polymerization of glutamic 

acid residues）の低いものを使用することで容易に低分子にすることができる。

安定性や血中半減期を高めるためには、できるだけ低分子化することが必要である。

6S-GlcNAc-PGA と同様に癌の転移抑制効果があることが従来より知られているヘパリンを例に

とると、ヘパリンは抗凝固薬の 1つでもあり、血栓塞栓症や播種性血管内凝固症候群（DIC）の

治療、人工透析、体外循環での凝固防止などに用いられている。ヘパリンは牛や豚の腸粘膜か

ら調製されるが、製剤中に含まれる分子量の違いによって、未分画ヘパリン（分子量 3,000 ～

30,000）と低分子ヘパリン（分子量約 4000 ～ 6000）に分けられる。低分子量ヘパリンは皮下注

射により投与され、未分画ヘパリンよりも長い半減期（腎排泄のみ）を有する。その消失は一

相性であり、血中濃度の予測が未分画ヘパリンよりも容易で、急速な消失がないため投与頻度

も少なくて済むことが知られている。

これまではDP=467のポリグルタミン酸を使用して合成した 6S-GlcNAc-PGA を使用していた

が、本稿では新たに DP=86 および DP=26 のポリグルタミン酸を使用して 6S-GlcNAc-PGA を合

成し（図 1）、セレクチンに対する結合性と分子量の相関について検討した。

人工グリコポリマー 6S-GlcNAc-PGA とセレクチンの結合

はじめに、合成した 3 種の 6S-GlcNAc-PGA についてプレートアッセイによりセレクチン

との結合親和性を比較した。ヘパリンを固相化した 96 ウェルプレートに 0 ～ 20 µg/wellの

6S-GlcNAc-PGA またはヘパリン存在下で マウスP-または L-セレクチン -Fc キメラを加えた。室

温で 2時間インキュベーション後、塩化カルシウムおよび Tween-20 を含む HEPES緩衝液で洗
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浄し、結合したセレクチン -Fcキメラをペルオキシダーゼを結合させたプロテイン Aと TMB発

色基質を用いて検出した。その結果、図 2に示すように、6S-GlcNAc-PGAの濃度依存的にセレ

クチンとヘパリンの結合が阻害され、いずれの 6S-GlcNAc-PGAもセレクチンに結合することわ

かった。興味深いことに、DP=467 および DP=26 の 6S-GlcNAc-PGAは、P-と L-セレクチンの両

方で比較対照として用いたヘパリンよりも高い結合阻害効果を示したのに対し、DP=86 はヘパ

リンよりも結合阻害効果が低かった。糖鎖置換度（DS: Degree of substitution of sugar derivates 

based on DP of PGA）は、 DP467、DP26、DP86 の順に高いことから、この結果は少なくとも 

DP=26 以上では、セレクチンに対する結合親和性はポリグルタミン酸重合度に依存せず、DS に

相関することを示唆している。

次に、図 2において比較対照として用いたヘパリンよりもマウスセレクチン対して高い結合

阻害効果を示した DP467 および DP26 について、同様の方法によりヒトセレクチンに対する結

合親和性について検討した。その結果、どちらの 6S-GlcNAc-PGAもマウスセレクチンと同様に

ヒトセレクチン対してヘパリンよりも高い結合親和性を持つことがわかった（図 3）。

癌細胞と P-セレクチンの結合に対する S-GlcNAc-PGA の阻害効果

以上のように、用いた 6S-GlcNAc-PGAの中で最も低分子である 6S-GlcNAc-PGA DP26 がヘパ

リンよりも強くセレクチンと結合することが明らかになったことから、次に癌細胞と P-セレク

チンの結合が 6S-GlcNAc-PGA DP26 により阻害されるかを検討した。癌細胞は、高転移性のマ

ウス腸癌細胞株である colon 26-LuM1を用いた [10]。U底の96ウェルプレートに可溶型マウス

P-セレクチン -Fcキメラを固相化し、0～ 100 ng/mlの濃度の 6S-GlcNAc-PGA DP26、DP467 ま

たはヘパリンを含む細胞懸濁液を各ウェルに加えて 400× gで 2分間遠心した。癌細胞と P-セ

レクチンが結合しない場合は遠心力により細胞はプレートの中心に集まるが、結合する場合は、

癌細胞が P-セレクチンによりプレートの底に接着するため中心に集まらず、相対面積は大きく

なる。コントロールは、P-セレクチン -Fcキメラを固相化していないプレートで同様の操作を

行った。遠心によりプレートの底に集まった細胞塊を顕微鏡で観察し、コントロール実験におけ

る細胞塊の面積を 1としたときの相対面積をグラフ化した。その結果、6S-GlcNAc-PGA DP467

だけでなく 6S-GlcNAc-PGA DP26 でも濃度依存的に P-セレクチンと colon 26-LuM1 の結合が阻

害された（図 4）。また、その阻害効果はいずれもヘパリンよりも高く、図 2および図 3の結果

と一致していた。

S-GlcNAc-PGA DP10 のセレクチン結合親和性

6S-GlcNAc-PGA DP26 でもヘパリンより高いセレクチン結合親和性が見られたことから、ポ
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リグルタミン酸が10個つながった合成ペプチドを用いてより低分子の6S-GlcNAc-PGA DP10を

合成した。糖鎖置換度の影響を調べるため、DS=27%と DS=60% の 2種類を合成した。これら

の 6S-GlcNAc-PGA をもちいて図 1と同様の方法でセレクチン結合親和性を検討したところ、図

5Aに示すようにどちらの6S-GlcNAc-PGA DP10もヘパリンとセレクチンの結合を阻害しなかっ

た。そこで、次に 6S-GlcNAc-PGA DP10 のセレクチンに対する結合を調べた。6S-GlcNAc-PGA 

DP10/DS60% または6S-GlcNAc-PGA DP10/DS27% をプレートに固相化し、可溶型 P-セレクチン

-Fcキメラを 0～ 10 µg/ml の濃度で加えた。室温で2時間インキュベーション後、塩化カルシウ

ムおよび Tween-20 を含む HEPES緩衝液で洗浄し、結合したセレクチン -Fcキメラをペルオキ

シダーゼを結合させたプロテイン Aと TMB発色基質を用いて検出した。その結果、図 5Bに示

すように、6S-GlcNAc-PGA DP10/DS27%では陰性対照として用いた GlcNAc-PGA DP10/DS60%

と同様に P-セレクチンに対する結合がみられなかったのに対し、6S-GlcNAc-PGA DP10/DS60%

では P-セレクチン -Fcキメラの結合が見られた。

まとめ

これまで使用してきた 6S-GlcNAc-PGA DP467 よりも分子量が約 18 倍小さく、未分画ヘパリ

ンの平均分子量よりも小さい 6S-GlcNAc-PGA DP26 でもヘパリンよりも高いセレクチン結合親

和性がみられ、セレクチンと癌細胞の接着を阻害できることが明らかとなった。

そこで、DP=10 の合成ペプチドを用いてさらに低分子の 6S-GlcNAc-PGA DP10 を合成し、こ

れまでと同様の方法で、セレクチンに対する結合親和性をヘパリンと比較したところ、結合が

ほとんどみられなかった。

ヘパリンにおいては、低分子ヘパリンよりは結合親和性が低いものの 4糖のオリゴヘパリン

でもセレクチンに対する結合がみられ、セレクチンと癌細胞の結合の阻害やチオグリコレート

処理により誘導される腹腔内への好中球の浸潤を抑制できることが報告されている [11]。さら

に未分画の 4糖オリゴヘパリンに比べ、高硫酸化 4糖オリゴヘパリンではより高いセレクチン

結合親和性を持ち、2糖のオリゴヘパリンでは結合がみられない。6S-GlcNAc-PGA の場合でも、

6S-GlcNAc が 4個隣接しているような構造がセレクチンと結合に必要であるのかもしれない。

6S-GlcNAc-PGA DP10/DS60 では、硫酸化糖鎖は 1分子あたり平均 6個結合していることにな

るが、4個隣接しているものは確率的に非常に少ないと思われる。以上のことから 6S-GlcNAc-

PGA DP10 でも DSを上げることにより、高いセレクチン結合親和性を持つ可能性がある。

今後は、今回セレクチンに対して高い結合親和性が見られた従来よりも低分子の 6S-GlcNAc-

PGA DP26 を用いて動物実験モデルによりその癌転移抑制および抗炎症効果を検討する。また、

DS の高い 6S-GlcNAc-PGA DP10 を合成し、セレクチンに対する親和性検討する予定である。
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DP ( -PGA) DS Mw 

6S-GlcNAc-PGA DP467 467 51% 165 kDa

6S-GlcNAc-PGA DP86 86 39% 25 kDa 

6S-GlcNAc-PGA DP26 26 47% 9 kDa 
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図 1．人工グリコポリマー 6S-GlcNAc-PGAの構造の模式図とポリグルタミン酸重合度 (DP)、
写真 4糖鎖置換度 (DS) および分子量 (Mw)

図 2. 6S-GlcNAc-PGA によるヘパリンとマウスセレクチンの結合の阻害

　ヘパリンを固相化したプレートに 6S-GlaNAc-PGA またはヘパリンの存在下で Fc タグのついた
可溶型マウスセレクチン組換えタンパクを加え、セレクチンと固相化ヘパリンの結合に対する阻害
活性を測定した。
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図 3. 6S-GlcNAc-PGA によるヘパリンとヒトセレクチンの結合の阻害

　ヘパリンを固相化したプレートに 6S-GlaNAc-PGA またはヘパリンの存在下で Fc タグのついた
可溶型マウスセレクチン組換えタンパクを加え、セレクチンと固相化ヘパリンの結合に対する阻害
活性を測定した。

図 4. 癌細胞とセレクチンの結合に対する 6S-GlcNAc-PGA の阻害効果

　(A) P- セレクチンを固相化した U 底プレートに 6S-GlcNAc-PGA またはヘパリンの存在下でマ
ウス腸癌細胞由来株 colon 26-LuM1 を加え、400 × g で２分間遠心した。陰性対照実験には P- セ
レクチンを固相化していないU 底プレートを用いた。(B) P- セレクチンを固相化していないプレー
トの細胞塊の面積を１としたときの相対面積を測定し、グラフ化した。
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図 5. 6S-GlcNAc-PGA DP10 のセレクチンセレクチンに対する結合親和性

A. ヘパリンを固相化したプレートに 6S-GlcNAc-PGA DP10 またはヘパリンの存在下で Fc タグの
ついた可溶型マウス P- セレクチン組換えタンパクを加え、セレクチンと固相化ヘパリンの結合に
対する阻害活性を測定した。
B. 6S-GlcNAc-PGA DP10 を固相化したプレートに Fc タグのついた可溶型マウス P- セレクチン
組換えタンパクを加え、セレクチンと固相化 6S-GlcNAc-PGA DP10 の結合を測定した。陰性対照
には、硫酸基の結合していない GlcNAc-PGA DP10/DS60% を固相化した。


