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研究成果の概要： 

インテグリンのα鎖とβ鎖の機能発現に最低限必須である N-結合型糖鎖付加部位を決定した(Isaji et 

al J.Biol.Chem.,284,12207-12216,2009)。これにより、元来非常に困難であったこの受容体に基づいた

薬物デザインに有益である結晶構造解析が可能になるかもしれない。さらに特定の N-結合型糖鎖付

加 部 位 が 機 能 調 節 に 重 要 で あ る こ と を 世 界 で 初 め て 明 ら か に し た (Sato et al J. 

Biol.Chem.,284,11873-1188,2009)。糖鎖は、ランダムに修飾され、ヘテロな構造を示すと考えられてき

たが、リン酸化のように付加部位に特異的な構造と機能を持っている可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 

 

我々のグループでは、がん転移・浸潤に最も

深く関わる糖転移酵素のターゲット分子が細

胞の増殖や接着・移動に関わると考えられて

いる増殖因子レセプターや接着分子インテグリ

ンであることを明らかにしている。さらに、これら

の糖蛋白質の糖鎖構造が変化することで接着

やそれに伴うシグナル伝達を制御できることを

明らかにし、糖鎖とがん転移に関わる分子基

盤の解明に近づきつつある(Gu J, Zhao Y, Isaji 

T et al. Glycobiology. 14, 177-186, 2004)。細

胞表面に存在する糖鎖構造の変化による細胞

の機能調節が明らかになるにつれ、個々の糖

鎖付加と蛋白質の特異性を考慮することが糖

鎖機能やがん転移のメカニズムの理解に不可

欠になってきている。インテグリンは二量体

の糖タンパク質である。鎖を含めてインテグ

リン鎖は、種類もの鎖と二量体を形成

することが知られ、その組み合わせによりイン

テグリンのリガンド特異性が決定されると考えら

れている。研究代表者は、（１）インテグリン
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の鎖の機能糖鎖部位を解析し、プロ

ペラドメインにヘテロダイマーの形成と構造の

維持に重要な糖鎖付加部位が存在し、特異的

な構造を持つことを見出した(Isaji T et al. J 

Biol Chem. 281,33258-33267,2006)、（２）イン

テグリンとは同一の鎖をもつが、

両者のリガンド特異性も両者を介するシグナル

伝達も大きく異なることが知られるが、予備的

実験から同じ細胞から得たインテグリンと

の鎖の糖鎖構造は大きく異なる（３）イ

ンテグリンの糖鎖構造はリガンド親和性に関わ

ることを明らかにした。(Isaji T et al. J Biol 

Chem. 279,19747-19754,2004)。これは、糖鎖

修飾の違いがこのインテグリンに大きな違いを

もたらしていることを示唆する。しかし、・・鎖の

糖鎖構造と機能に関してはまったく不明である

し、個々の糖鎖付加部位の機能に関しても十

分に理解されていない。 

 
２．研究の目的 
 

本研究の最終目的は、インテグリンの機
能糖鎖モジュールを用いて、がん転移抑制に繋
がる薬剤のグランドデザインを構築することであ
る。すなわち、部位特異的な糖鎖構造と機能を
明らかにし、26 本以上も付加されている糖鎖が
インテグリンの細胞膜へのターゲッティングや接
着・シグナルといった本質的な機能に関わるか
検討し、その特異的な糖鎖構造を用いることで
がんの浸潤のコントロールをめざすことである。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）インテグリンの付加部位特異的な糖鎖構造
を MALDI-TOF MASS を用いて解析する。 
精製インテグリンを SDS-PAGE 電気泳動を行い、
切 り 出 し た バ ン ド を プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 後 、
MALDI-TOF MASS によりシーケンスの確認を
行うのと同時に、インテグリンの部位特異的な糖
鎖構造解析を行う。 
 
（２）インテグリンに修飾付加されている糖鎖
機能を部位特異的変異導入法を用いて明らか
にする。インテグリンの複数ある推定糖鎖付
加部位のうちそれぞれのドメインごとに糖鎖を欠
損させた cDNA をインテグリン欠損細胞にレトロ
ウィルスをもちい遺伝子導入を行う。このようにし
て得られたドメイン特異的な糖鎖付加変異体を
用いて、糖鎖欠損によりその特異的な基質であ
るフィブロネクチンやラミニン上での細胞の伸
展・移動・細胞の形態等を観察する。さらにイン
テグリン鎖と二量体を形成するかどうか、組に
なる鎖が変わらないかを免疫沈降法したサン
プルを用いて検討する。もし細胞表面にまった
く発現しなくなるミュータントがあれば、パ

ルスチェイス法などを用い合成段階につい
て検討する。 
 
（３）鎖に関しては発現に機能に関わる糖鎖
付加部位と構造は同定済み（Isaji T et al. J Biol 
Chem. 281,33258-33267,2006）であるが、糖鎖ミ
ュータントをもちいて、部位特異的な糖鎖改変に
インテグリンの機能が調節されるかどうかを鎖
の糖鎖ミュータントを発現している細胞に糖転移
酵素 GnT-V,GnT-III を過剰発現することで検討
する。 
 
４．研究成果 
 

インテグリンのα鎖とβ鎖の機能発現に最低
限必須である N-結合型糖鎖付加部位を決定し
た。糖鎖は、ランダムに修飾され、ヘテロな構造
を示すと考えられてきたが、リン酸化のように付
加部位に特異的な機能を持っている可能性が
あることを世界で初めて明らかにした。具体的な
個々の成果に関して以下に示す。 

 
（１）インテグリンの質量分析による糖鎖
付加部位特異的な糖鎖構造の同定を試みた。
ヒト胎盤から精製したインテグリンを酵
素的にペプチドに消化したあと、HPLC でペ
プチドを分離し、MALDI-TOF MS による質
量分析よって糖鎖構造を決定した。その結果、
site-3 と site-4 には種々の複合型糖鎖が検出
された。しかし、興味深いことに site-5 には、
高マンノース型の糖鎖しか検出されなかっ
た。このことにより、インテグリンの数多く
付加される糖鎖は付加部位により、構造や機
能が異なることが示唆された。 
 
（２）部位特異変異導入法を用いて、インテグ
リンサブユニットの機能糖鎖部位について検
討した。部位特異的変異導入法によりインテグリ
ンサブユニットの糖鎖付加部位の Asn を Gln
に置換した変異体を作成し、レトロウィルスを用
いインテグリン欠損 GE11 細胞に遺伝子導入
を行い、変異インテグリンの安定発現株を得た。
SDS-PAGE から I-like ドメインの三カ所の糖鎖は
鎖の発現、鎖との二量体形成およびサブ
ユニットの成熟化に重要であることが分かった。
FN 上の細胞の伸展活性を比較したところ、
I-like ドメインの 3 か所の糖鎖に変異を導入する
ことで（4-6）、細胞の伸展活性は著しく低下し
たが、逆に I-like ドメインに 3 カ所糖鎖をもつ変
異体(I mutant)も細胞の伸展活性を認めたが、
他の場所に糖鎖をもつ変異体では細胞の伸展
活性は認められなかった。さらに、I mutant は5
鎖の-propeller ドメインにそれぞれ 3 および 1
カ所の糖鎖付加部位をもつ S3-5、S5 変異体と
二量体を形成することができた。以上のことから、
インテグリン1 鎖の I-like ドメインに付加された 3
カ所の糖鎖は機能発現に重要であることが示さ



 

 

れた。 
 
（３）インテグリンの GnT-III による修飾
によって、細胞接着、細胞移動の阻害のメカ
ニズムをより詳細に解析した。鎖に糖鎖が
～本、存在する糖鎖変異体 S3-5,S4,5,S3,5
の糖鎖変異体を発現している細胞に糖転移
酵素 GnT-III を導入して、各付加部位の修飾
効率について検討をした。E4-PHA によるレ
クチンブロットにより、S3,5 は GnT-III によ
る修飾を受けないが、S4,5 と S3,4,5 は効率
よく修飾を受けた。site4 は他の部位より効
率的な修飾を受ける可能性が示された。さら
に、FN 上の細胞接着の比較より、S4,5 では、
GnT-III 導入による接着阻害が起こるが、
S3,5 では起こらないことから、 site4 の
GnT-III による修飾が支持された。加えて、
site4 のみを欠損させた糖鎖変異体(4）では、
WT や site3 のみを欠損させた糖鎖変異体
（3）より、E4-PHA の反応性が著しく減弱
していることからも site4 の GnT-III による
修飾の重要性が示された。以上の結果より、
GnT-III による site4 の部位特異的修飾が、
インテグリン5 を介する FN 上での細胞接
着や細胞移動を阻害的に制御するというメ
カニズムが明らかになった。 
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