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研究成果の概要（和文）：細胞表面のシアリル化糖鎖は癌化に伴い変化することが知られる。これまで、シアリ
ル化N-型糖鎖の生合成に関わる制御因子として固形癌で上昇するGOLPH3とその上流のPI4KIIαを見いだした。し
かし、どのようにPI4KIIαが糖鎖を制御するか不明点が多い。本研究により、インテグリンα3との複合体が特
異的にシアリル化を制御することがわかった。さらには上皮細胞接着分子とインテグリンが複合体を形成し、細
胞増殖・移動を調節すること、インテグリンの下流のFAKがシアリル化の調節因子であることが新たに示唆され
た。これらの研究結果は、シアリル化を制御する次世代の抗癌剤開発に新たな知見を与えると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Sialylated N-glycans on the cell surface are known to change in several 
types of cancer. We has been identified GOLPH3 and PI4KIIα as the regulator of sialylated 
N-glycans. However, how PI4KIIα regulates glycosylation remained unclear. A complex between 
integrin α3 and PI4KIIα specifically regulates sialylation. EPCAM also forms a complex with 
integrins. Furthermore, FAK, which is downstream of integrin, was newly found to be a regulator of 
sialylation. These findings may provide new insights into the development of next-generation 
anticancer drugs that regulate sialylation.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： シアル酸　N-型糖鎖　インテグリン　PI4K　がん　転移
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌で変化する細胞表面の糖鎖は癌の悪性化に関わることが知られる。この糖鎖は糖転移酵素遺伝子の発現変化に
加え、糖転移酵素が蛋白質の機能調節によっても制御される。蛋白質による制御は複雑であるが、疾病の治療の
際、介入できるポイントが多く存在するため、特異的治療法の開発に役立つと考えられる。本研究から接着分子
のシグナル伝達が癌における悪性化の原因の1つであることが強く示唆され、癌で変化する糖鎖の蛋白質による
調節の理解が深まったことが学術的意義である。これらの研究成果は、全く新しい癌転移を抑制する治療薬の開
発、さらには、iPS細胞やES細胞をもちいた再生医療における治療法の開発に役立つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
癌、糖尿病、アルツハイマー病などの疾患ではゴルジ体における糖鎖修飾の破綻が認められる。
また、多くのウイルスは細胞表面の糖鎖を侵入経路にしている。また、シアリル化修飾は ES 細
胞や iPS 細胞に高発現することや、上皮間葉転換と深く関わっている細胞間接着と細胞-細胞外
マトリックス間接着に重要な役割を持っていることが報告されていた。従って、疾病の理解や細
胞表面の受容体を標的とした創薬を考える際には糖鎖の理解が重要である。我々の研究室では、
N-型糖鎖の構造変化によって、様々な生物機能が制御されることを明らかにしてきた。さらに、
糖鎖の生合成に関わる制御因子を探索する過程で、Golgiphosphoprotein3(GOLPH3)を見いだした。
GOLPH3 はゴルジ体に発現する蛋白質で、様々な固形癌で高頻度に増幅され、癌の予後と負に相
関する強力な癌遺伝子であるが、シアリル化 N-型糖鎖を制御することで癌細胞の転移・浸潤に
促進的に働くという新規な制御機構が申請者らの研究によって見いだされた (IsajiT.JBC2014)。
他の研究者からも、シアル酸転移酵素の正常な局在を保つために GOLPH3 が必要であることが報
告され(EckertE.JBC2014)、糖鎖生合成においてこの経路の重要性が確認された。さらに、GOLPH3
はフォスフォイノシトール 4リン酸(PI4P)に結合するため、PI4P の産生に関わる PI4KIIαを高
浸潤性の乳癌細胞株で発現抑制した。GOLPH3 の発現抑制細胞と同様に、細胞表面のシアリル化
N-型糖鎖の低下と癌浸潤性の著しい低下が観察された。さらに、PI4KIIα とインテグリン α3
との複合体が糖鎖の生合成経路を調節することがα3の遺伝子を欠失した実験から示唆された。
しかし、これらの詳細な分子機序や具体的な機能については不明点が多くあった。そこで、申請
者は糖鎖発現制御とその機能に着目し研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまで我々は様々な固形癌で上昇する GOLPH3 がシアル酸転移酵素と複合体を形成し、N-型
糖鎖のシアリル化を促進することで、癌細胞の浸潤を促進することを発見した。さらに、GOLPH3
の上流として PI4P の産生に関わる PI4KIIα を発見した。PI4KIIα とインテグリンα3 の複合
体が知られていたため、α3の遺伝子を CRISPR-cas9 で欠失すると予想外にシアリル化が減少し
た。以上のことから、α3 と PI4KIIα の複合体が糖鎖生合成の制御因子であることが示唆され
る。本研究では、N-型糖鎖に焦点を絞り、インテグリンの複合体の特異性、細胞局在、糖鎖構造
を解析することで、シアリル化糖鎖生合成の新しい制御機構を明らかにする。糖転移酵素遺伝子
の調節機構には多くの知見が報告されている。しかし、実際、糖転移酵素のはたらきがどのよう
に調節されているのかは、あまり理解が進んでいない。そこで本研究では「インテグリンα3か
らのシグナルによってシアリル化をはじめとする N-型糖鎖の生合成が調節される」という新た
な分子機序の解明をめざした。 
 
 
３．研究の方法 
 
インテグリン α3 がどのように糖鎖を制御するか以下の(1)～(4)を解析して、糖鎖の生合成の
新しい制御機構とその意義を解明した。 
 
（1） インテグリンα3と PI4K の結合特異性の検討 
α3を CRISPR-cas9 で欠失すると、意外なことに、N-型糖鎖のシアリル化が抑制されることが分
かった。α3 の欠失と同様に PI4KIIα の発現抑制によってシアリル化が減少する。一方、イン
テグリンα5 欠失では糖鎖の変化が認められない。過去に、α3 と PI4KIIα の複合体が報告さ
れているため(Berditchevski,F.JBC1997)、糖鎖生合成には両者の相互作用が重要であることが
示唆される。そこで、PI4KIIαとα3やα5との相互作用を免疫沈降で解析し、PI4KIIαとの
相互作用の特異性を確認した。 
 
(2)インテグリンα3の複合体を介した PI4P 産生や糖転移酵素の局在変化の解析 
シアル酸転移酵素は PI4P と GOLPH3 によってゴルジ体に係留されるため（IsajiT.JBC2014）、上
記の実験で明らかになったインテグリンの複合体は PI4P や糖転移酵素の局在を変化させること
が予想される。PI4P は GFP 融合型の PH ドメインをつかい、トランス(TGN46)・メディアルゴル
ジ(GM130)のマーカーと共染色する。同時に、シアリル化糖鎖を生合成する糖転移酵素（例えば、
シアル酸転移酵素 ST6Gal-1 や ST3Gal-4）の局在変化を観察した。 
 
(3)PI4K がゴルジ体の pH環境に及ぼす影響の解析 
ゴルジ体槽の分画は pH 勾配をもつが、ゴルジの pH を人為的に変化させると糖鎖修飾に破綻が
おきることが報告されている（Maeda,Y,etal.NatCellBiol.2008)。実際、ゴルジの pH 制御因子



である GolgipHRegulator を欠失したマウス線維芽細胞では糖鎖発現が低下し、さらにゴルジ体
の PI4P 量が低下している。これは PI4KIIα の発現抑制と非常によく似た表現型であるため糖
鎖制御機構には pH 変化が伴う可能性があった。PI4KIIα の発現抑制細胞に pH 感受性のある蛍
光蛋白質 pHluorin を導入し、ゴルジ体における pHを共焦点レーザー顕微鏡で測定した。 
 
(4)インテグリンの欠失細胞における糖鎖構造の解析 
N-型糖鎖のシアリル化はゴルジ体で主にシアル酸転移酵素 ST6Gal-1 と ST3Gal-4 の 2 つの酵素
が合成しているが、α3の欠失がこれらの酵素のシアル酸修飾効率を減少させることが予想され
る。HPLC および LC-MS で α3 欠失細胞の詳細な糖鎖構造を定量解析することで、α3 がおもに
制御している糖鎖構造を同定した。 
 
 
４．研究成果 
 
細胞表面のシアリル化糖鎖は癌化に伴い変化することが知られ、糖鎖の構造変化によって受
容体は調節され、癌の転移などの疾患に深く関わる。シアル酸の異常はがん細胞の浸潤・転移と
密接に関連すると言われている。我々は分岐型糖鎖の生合成に関わる GnT-III、GnT-V、α1,6 フ
コース(コアフコース)転移酵素(Fut8)およびシアル酸転移酵素などの機能に注目し、細胞接着
分子であるインテグリンをモデル分子として研究を行ってきた。糖鎖構造のみならず糖鎖付加
サイトも分子の機能に重要であることを明らかにした（Hang,etal.JBC.2015；SciRep.2016；
MCB.2017）。複数のα2,3 シアル酸転移酵素の中にある特定なα2,3 シアル酸転移酵素が選択的
にインテグリンを修飾し、細胞接着などの機能制御に関わることが明らかとなった（Qi, et.al. 
FASEB J. 2019）。 
糖鎖の制御には遺伝子の発現と糖転移酵素の制御との 2 つあるが、これまで蛋白質による糖
転移酵素の制御に着目し、GOLPH3 と PI4KIIαキナーゼがシアル酸修飾に必須であることを明ら
かにした。興味深いことに、シアリル化 N-型糖鎖にはインテグリンα5β1ではなく、α3β1と
PI4KIIα間の相互作用が必要であることもわかった(Isaji, et al. JBC. 2019)。また、糖鎖構
造を詳細に解析することで、この複合体は O-型糖鎖には影響をあまり与えないが、N-型糖鎖に
特異的に影響を及ぼすことが分かった。また、ゴルジ体での pH 変化において少なくともトラン
スゴルジの pHの変化は認められなかった。 
PI4KIIα とインテグリン α3 の複合体に加えて、細胞間接着分子である上皮細胞接着分子
（EpCAM）とインテグリン β1 の複合体についても見いだした。EpCAM は、腫瘍関連抗原の中で
最も発現頻度が高く、癌の悪性化に関与するが、EpCAM が癌細胞の増殖、接着、移動特性に果た
す役割は不明なままである。いくつかの腫瘍細胞株をスクリーニングし、大腸がん CW-2 と A431
細胞が EpCAM を高発現していることを見出した。細胞接着・移動に EpCAM の生物学的機能を評価
するために、CRISPR/Cas9 システムを用いて、これら 2 種類の癌細胞で EpCAM 遺伝子欠損細胞
（KO）を樹立した。EpCAM-KO 細胞は、細長い細胞形態を示した。細胞増殖や細胞外マトリック
ス上での細胞移動の減少、focal adhesion kinase（FAK）、AKT、ERK といった細胞内のリン酸化
シグナルが低下していた。さらに、EpCAM-KO 細胞では、コロニー形成能が著しく低下していた。
共免疫沈降法では、EpCAM がインテグリンβ1に結合していることが明らかになった。興味深い
ことに、細胞間の接着分子 EpCAM の遺伝子欠損によってインテグリン β1 の細胞表面の発現量
と糖鎖が変化することから、この複合体も糖鎖の生合成に関わる可能性が示唆された。また、
EpCAM-KO 細胞では、integrin α5の発現量が野生型細胞と比べて減少していた。 
さらに、シアリル化は N-型糖鎖の分岐にも影響を受けることが知られるが N-型糖鎖の分岐と
O-GlcNAc との糖鎖修飾には相互関係があることがわかった。理論的には、O-GlcNAc 化が減少す
れば、共通のドナー基質となる UDP-GlcNAc が余るために、分岐型の N型糖鎖の生成量が増加す
る可能性がある。レクチンブロッティング、HPLC、質量分析による解析の結果、N-アセチルグル
コサミン転移酵素 IV (GnT-IV) が生合成するβ1-4 GlcNAc 分岐の量が O-GlcNAc 転移酵素ノッ
クダウン細胞 (OGT-KD) で野生型細胞と比較して著しく減少していることが判明した。O-GlcNAc
転移酵素は UDP-GlcNAc トランスポーター（SLC35A3）を修飾し、O-GlcNAc 転移酵素-SLC35A3-GnT-
IV を介した N型糖鎖の生合成に関与することがわかった(Song, et. al. FASEB J.2022)。 
インテグリンや PI4KIIαを介したシアリル化の制御メカニズムの詳細を明らかにするため、
インテグリンの下流の重要なシグナル分子である FAK がシアリル化に及ぼす影響について検討
した。HeLa 細胞および 293T において CRISPR/Cas9 システムを用いて FAK 遺伝子欠損細胞(KO)を
樹立した。興味深いことに、レクチン染色、FACS、HPLC を用いた解析から、KO 細胞では野生型
細胞に比べシアリル化が低下しており、KO 細胞に FAK を再導入するとシアリル化は回復した。
これらのことから、インテグリンのシグナル自体がシアリル化を調節していることが示唆され
た(投稿準備中）。以上の研究は、シアル酸に関連する次世代抗がん剤の開発に新たな知見を与え
るだけでなく、iPS細胞やES細胞を利用する再生医療の開発にも新知見を与えると考えられる。 
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