
博士（生命科学）  大柳達也

学 位 論 文 題名

Glyconanoparticles：molecular deslgn，SyntheSiSandliVe

    Cell／animalimaglng

（糖鎖ナノ微粒子の分子設計、合成および生きた細胞・動物のイメージングヘの応用）

学位論文内容の要旨

  人の体内に存在するタンパク質のうち約半数は糖鎖による翻訳後修飾を受けて

おり、細胞の増殖や分化、免疫、がんの転移や浸潤、シグナル伝達、感染や炎症

などの生命現象に深く関わっていることが知られている。しかしながら、これら

の知見は、試験管や培養器などの中でヒトや動物の組織を用いた加vitro試験系で

得られたものが多い。次なる興味は、これらの糖鎖分子が実際に生体内(in vivo)

でどのようなプロセスを経てどのような生体内分布を示すかをりアルタイムの動

画で明らかにし、糖鎖機能を理解し、診断や治療に応用していくことである。近

年、 常磁性 元素や陽 電子放 射性原子 をプローブとするMRIやPETイメージングに

加え、螢光イメージングもマウスなどの小動物では比較的容易に所vivoイメージ

ングが行えるようになってきた。本研究では、比較的安価で操作に熟練の操作を

有せず、リアルタイムイメージングが可能な螢光イメージングを用いて、糖鎖体

内動態解析を行った。

  螢光 プロー ブとして 螢光性 ナノ微粒子(QDs)に着目した。QDsは、一般的な有

機色素分子や螢光タンパク質に比べ、退色しづらい、量子収率が高いなどの魅力

的な 特徴を 持つ。また、QDs表面には糖鎖を多価に提示することができるため、

糖鎖クラスター効果による糖鎖認識タンパク質の高感度検出が期待される。しか

しな がら、 QDsは半導体原子からなるナノ粒子であるため、そのままの構造では

水溶 液に溶 けない。そのため、QDs表面を親水性化合物で被覆し、水溶液中での

凝 集 を防 ぐ こと （＝水溶 化）が必 須であ る。ホス ホリル コリン誘 導体で ある

ll-mercaptoundecylphosphorylcholine (PC)と、アミノオキシ基を有する11，11’―dithio

bis [undec-ll-yl 12-(aminooxyacetyl)amino hexa(ethyleneglycol)]にてQDsを被覆する

こと で、水 溶液中での分散性、pH耐性、長期安定性において、従来の水溶化QDs

よりも優れていることがわかった。続いて、アミノオキシ基に糖鎖誘導体や糖脂

質誘導体を化学選択的に反応させ糖鎖螢光ナノ微粒子を定量的に合成した。その

後、様々を糖鎖螢光ナノ微粒子(glyco-PC-QDs)をそれぞれ培養細胞やヌードマウス

の尾静脈に投与して、螢光イメージングを行った。

  細胞イメージングの結果、glyco-PC-QDsはエンドサイ卜ーシスによって細胞に
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取り込まれりソソーム内に局在していた。その取込み効率は糖鎖の種類ごとに異

なり、特にGDla糖脂質(GDla-PC-QDs)が最も取り込まれた。

  動物 イメージ ングの 結果、シ アル酸 (Neu5Ac-PC―QDs)およ びコント ロール

(PC-QDs)は全身に分散し、グルコース(GlcーPC-QDs)、マンノース(Man-PC-QDs)、

フコ ース(Fuc-PC-QDs)、 ラクトー ス(Lac-PC-QDs)、 N-アセチル グルコ サミン

(GlcNAc-PC-QDs)、N-アセチルガラクトサミン(GalNAc―PC-QDs)は投与後すぐに肝

臓に集積 した。ま た、GlcNAc-PC-QDsから の種々の 糖転移酵素反応によって、

LacNAc－PC-QDs、Lex-PC-QDs、sialyl LacNAc-PC―QDs、sialyl Lex-PC-QDsの合成を

行い、動 物イメー ジング を行った 。Lex-PC-QDsはLacNAc-PC-QDs、Lac-PC-QDs

と同様に注射後すぐに肝臓に集積し始め、1時間後には消光した。一方、sialyl

LacNAc-PC-QDsとsialyl Lex-PC-QDsは2時間経過しても体内で検出され、それぞ

れの臓器分布が異なった。これは個々のシアリル糖鎖の構造の違いが最終的な生

体内分布を制御しているものと考えられる。

本研究により、糖鎖ナノ微粒子を用いることで、糖鎖の生物学的機能解明、糖鎖

    を 利 用 し た ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー の た め の 要 素 技 術 を 確 立 し た 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Glyconanoparticles：molecular design，synthesis and live

    cell/animal imaging

（糖鎖ナノ微粒子の分子設計、合成および生きた細胞・動物のイメージングへの応用）

  近年、糖鎖ナノ微粒子を用いた研究が着目されている。とりわけ、分子メージングや

ドラッグデリバリーシステムでの応用を指向した様々なナノ微粒子に関する発表論文

数は今世紀に入り指数関数的に激増している。金コ口イド（金ナノ微粒子）のように古く

て新しい素材から螢光ナノ微粒子（量子ドット）や磁性ナノ微粒子まで様々な材料を用い

た興味ある研究が報告されている。今後さらに糖鎖を含む生体分子のイメージングはも

とより多様な薬剤や遺伝子の特異的キャリア等としての実用化が大いに期待されてい

る。しかし、実際にナノ微粒子をin vrvoで高次利用するにはいくっかの課題がある。
例えば、＠粒子径の制御、◎安全性の評価、◎非特異吸着や凝集の排除、＠糖鎖や薬剤

の担持法、さらに＠臓器指向性などが考えられる。本論文はこのような現況において、

これらの課題をクリアする新しいナノデパイスを開発し、生きた細胞や動物への応用を

目的としたものである。

  第二章では、11-mercaptoundecylphosphorylcholinと11，11’-dithio bis [undec-ll-yl

12-(aminooxyacetyl)amino hexa(ethyleneglyc01）］により螢光ナノ微粒子を被覆する方

法を確立した。次いで、微粒子表面のアミノオキシ基に対して様々な糖鎖誘導体を結合

させ糖鎖螢光ナノ微粒子を効率的かつ簡便に合成している。螢光相関分光法を用いた物
性評価により、従来の水溶化量子ドットとの性質の大きな相違がホスホリルコリン基に

よる非特異的相互作用の排除によることを証明している。

  第三章・第四章では、第二章で作製した様々な糖鎖螢光ナノ微粒子を生きた細胞や動
物に投与して螢光イメージングを行い、糖鎖の構造が生体内分布の違いの原因となる事

を見出している。分子イメージングのみならず、広くドラッグデリバリーシステム等に

も応用できるツールとしての可能性があることも示した。
  このように、本論文は、分子イメージングや医薬品開発さらに細胞生物学等の基礎研

究におけるプレークスルーとなる新しいツールを開発した点で高く評価され、今後の新

領域での研究開発などにつながることが期待される。
  よって著者は、北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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