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研究成果の概要（和文）：　低分化型胃癌細胞に高発現するガレクチン-4の発現をノックアウト(KO)或いはノッ
クダウンにより抑制することで、マウス腹膜播種モデルでの腫瘍形成が大きく低下した。ガレクチン-4の発現抑
制と相関して増殖能が低下し、活性化cMET、CD44等が低下した。近接ライゲーションアッセイ及び近接依存性標
識法により、それらの分子とガレクチン-4が細胞の膜近傍で近接しており、その相互作用に糖鎖が関与すること
が明らかとなった。
　腹膜播種能が低下したKO株での発現糖鎖の変化を質量分析で調べた結果、N結合型糖鎖には変化がみられなか
った一方で、中性糖脂質の組成に大きな差異が認められた。

研究成果の概要（英文）：　Suppression of galectin-4, which is highly expressed in poorly 
differentiated gastric cancer cells, by knockout (KO) or knockdown greatly reduced tumor formation 
in a mouse peritoneal seeding model. In correlation with the suppression of galectin-4 expression, 
proliferative capacity was decreased, and activated cMET, CD44, etc. were downregulated. Proximity 
ligation assay and proximity-dependent labeling revealed that these molecules and galectin-4 
interact in close proximity to the cell membrane. Since this interaction was inhibited with the 
presence of galectin-4 inhibitory sugar or glycosylation inhibitor, glycans on the cells were 
analyzed by mass spectrometry. KO strain with reduced peritoneal seeding ability showed no change in
 N-linked glycans, while a large difference in the composition of neutral glycolipids was observed.

研究分野： 糖鎖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　転移・再発例に多く見られ胃がんの死亡率上昇の大きな原因である腹膜播種をおこす様な悪性度の高い癌に対
する治療は未だ不十分である。本研究の様に糖鎖の変化と糖鎖認識分子の両方を調べる研究は他になく、従来の
研究では見出しえなかった腹膜播種制御機構の一端を解明できた。単一タンパク質分子をターゲットとする場合
と比べて、ガレクチン-4は糖鎖を介し多くの関連分子をコントロールする制御出来る点で有望であり、診断・治
療標的分子としての可能性は少なくないと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腹膜播種は胃癌の転移・再発形式で最も多くみられ、死亡率上昇の大きな原因であるが、手術

による治療が難しく、十分に効果のある治療法は未だ確立されていない。その為、未解決の問題
である胃癌の腹膜播種に関与する分子及びメカニズムを解明することは重要である。腹膜播種
は癌細胞の近接細胞からの離脱、腹膜への接着等の過程を経る為、細胞間相互作用に関わる分子
への理解が必要である。癌化により細胞は異常増殖能や転移性を獲得するが、この時多くの糖転
移酵素群が変化することにより糖タンパク質や細胞表面糖鎖の変化が観察され、それにより細
胞の機能が大きく変化する。その為腫瘍マーカーの多くは糖鎖が抗原であり、多くの癌の診断に
用いられている。 
一方、レクチンの一種でガラクトースを認識し 14 種類存在するガレクチンは様々な組織の癌

化に伴いその発現の変動が報告されているが、それぞれのガレクチンで癌の進展に促進的にあ
るいは抑制的に働くかは異なっている。この一因は癌組織・細胞の糖鎖構造の違いによるもので
あると考えられるが、癌の進展に伴う糖鎖の変化とガレクチンをセットにして調べる研究は今
までなされてこなかった。糖鎖は癌の転移において重要な役割を果たすと言われているが、腹膜
播種に関与する糖鎖やその糖鎖認識分子であるレクチンの解明は重要であるにも関わらず、腹
膜播種に伴う糖鎖の変化とその認識分子であるレクチンの発現を同時に解析する研究は今まで
なされてこなかった。ガレクチン-4が癌関連分子である MUC1, CEA 等に結合すること、腹膜転
移をおこす胃癌細胞で発現の上昇する複数の遺伝子の中にガレクチン-4 が存在することが報告
されていたことから、本研究では特にガレクチン-4に注目した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腹膜播種をおこす低分化型胃癌細胞を研究対象として、その細胞に特異的な糖鎖

構造とその糖鎖構造を認識するレクチンとしてガレクチン-4 を研究することで、新たな腹膜播
種制御機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1）ガレクチン-4発現が腹膜播種に与える影響 
① ガレクチン-4の発現を変化させる為に、ガレクチン-4が高発現しているNUGC4細胞に対し
て、i)Crispr/Cas9ゲノム編集を行いガレクチン-4の発現をノックアウト(KO)、ⅱ)ガレクチ
ン-4特異的siRNAの添加でその発現をノックダウン(KD)、ⅲ)KO細胞にガレクチン-4発現用プ
ラスミドを導入しガレクチン-4の再発現を行った。 

② ガレクチン-4発現が増殖能に与える影響を調べる為に、生細胞数をMTT assayあるいはATP 
assayで測定し、接着非依存性増殖能は、超低吸着プレート及び細胞培養用プレートでの増
殖能の比較で評価した。 

③ 接着能に関しては、腹膜細胞及び細胞外マトリックスに接着する癌細胞を計数することに
より評価した。 

④ 動物モデルでの腹膜播種能の測定の為に、各細胞をマウス腹腔内に投与後(KDでは細胞投
与後複数回siRNAの投与後)一定期間の後、腹腔内を剖検、腫瘍重量の測定を行った。 

⑤ ガレクチン-4の発現と相関して変化する分子を調べる為に、Western blotting後、各種抗
体で検出を行った。 

⑥ 近接ライゲーションアッセイ(PLA)あるいは近接標識法により、ガレクチン-4と関連分子
との近接を調べた。 

2）腹膜播種能に関連する糖鎖構造 
① 細胞の膜画分を抽出し、糖タンパク質のN型糖鎖を質量分析法(MALDI-MS)で解析した。 
② 細胞から糖脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィー(TLC)或いはEGCase処理で糖鎖を切り
出し後、糖切断酵素消化を併用してMS測定することにより糖脂質糖鎖構造解析を行なった。  

③ 各種細胞に対してrealtime-PCR法で各種糖転移酵素の発現解析を行った。 
 

４．研究成果 
1) ガレクチン-4発現が腹膜播種に与える影響 
① 低分化型胃癌細胞に発現する分子 
各種胃癌細胞で種々の発

分子の発現を調べた所、腹
膜播種をおこす低分化型胃
癌細胞(NUGC4, MKN45)にガ
レクチン-４が高発現して
いることが明らかになった
(図１)。また、胃癌の腹膜播
種部位の免疫染色(図２)で
もガレクチン-4 の高発現が
明らかになった。 



② ガレクチン-４の KOによる腹膜播種の抑制 
ガレクチン-４を KO した細胞株(KO-1、-2)をマウス腹腔内に投与した結果、Wild 株や KO 株

作製時のコントロール株(C1)に比べ、癌形成能の大きな抑制が認められた(図 3)。 

KO 細胞株の接着能は Wild 株に比べて大きな違いは無かったが、増殖能及び接着依存性増殖
能に大きな低下が見られ、ガレクチン-４再発現株(Res)では回復が見られた(図 4)。 

③ ガレクチン-4の発現と相関する分子 
ガレクチン-4 の発現と相関して、KO 株では cMET 及び CD44 の発現が低下していた(図 5a)。

さらに PLA 法により、ガレクチン-4は cMET の活性化体(pMET)、または CD44 と膜近傍で近接し
ていることが明らかになった。また、NGI-1(N 型糖鎖合成阻害剤)の添加で、PLA シグナルが抑
制されたことから、その近接に糖鎖が関与していることが示唆された(図 5b,c)。 



近接標識法は、ガレクチン-4 と近接している分子をガレクチン-4抗体(aG4)に結合する HRP に
よってビオチン化し、そのビオチン化分子をストレプトアビジン(SA)ビーズにより捕捉し分析
する方法である(図 6a)。近接標識法によって、細胞表面の数多くのガレクチン-4 の近接分子が
ビオチン標識され、その中に pMET や CD44 が存在したが、細胞内分子である GAPDH や pAKT、細
胞外分子でも CD29 等は標識されなかった(図 6b)。ガレクチン-4 抗体をウサギ IgG(C)に置き換
えた場合はガレクチン-4抗体非依存的に SAビーズに結合する分子(*)のみ検出された(図 6b)。 
抗体の代わりに HRP 標識ガレクチン-4 を使用した場合にも多くの分子が標識され、その標識

分子がガレクチン-4 の結合を阻害する糖(Lac:ラクトース)や糖タンパク質(AF:アシアロフェツ
イン)の共存で減少し、阻害しない糖(Suc:スクロース)では減少が見られなかったことから、近
接分子への結合は糖鎖を介していることが明らかになった(図 6c)。 

④ ガレクチン-4の発現抑制 
ガレクチン-4特異的 siRNA(Gi)の導入によりガレクチン-4の発現を KDすると、cMET の活性化

体(pMET)や増殖能、さらには細胞膜近傍のガレクチン-4 と pMET の近接が、コントロール
siRNA(Ci)を導入した場合に比べて減少した(図 7a-c)。 
また、siRNA 投与により、マウスマウス腹膜播種モデルでの癌形成能の大きな抑制が見られた

ことから、ガレクチン-4発現抑制による腹膜播種治療への可能性が示された(図 7d)。 



 
2）腹膜播種能に関連する糖鎖構造 
① 腹膜播種能の異なる細胞株膜糖タンパク質の N型糖鎖 
膜糖タンパク質の N型糖鎖を解析した結果、高度にフコシル化されバイセクト構造を持ち、シ

アリル化が見られず還元末端がガラクトースの高分岐コンプレックス型糖鎖が確認されたが、
その糖鎖プロファイルは腹膜播種能の異なる細胞株間で顕著な違いは認められなかった。 
② 腹膜播種能の異なる細胞株の中性糖脂質 
我々は過去の研究でガレクチン-4 が糖脂質、中でも硫酸化糖脂質へ結合することを明らかに

していることから、硫酸化糖脂質を調べたが、大きな差異は認められなかった。しかしながら、
TLC及び MALDI-MS解析で、KO株にwild株と比べ一部の中性糖脂質の有意な上昇が見られ(図 8、
↑)、この糖脂質糖鎖を解析した所、1-3Gal が付加したラクト系糖鎖であることが明らかになっ
た。(論文準備中) 

ラクト系糖脂質の1-3Galを付加する糖転移酵素の発現をRealtime-PCR法で調べた所、
B3GALT5の発現が上昇していた。この糖脂質糖鎖の変化と腹膜播種能との関連を調べる為に
B3GALT5を導入した細胞を作製し、さらなる実験を行なっている。 

腹膜播種に関与するとして報告される多くの分子の発現は必ずしも癌特異的ではなく、正
常でも生体内で様々な役目を担っている為、その阻害には副作用のリスクを伴う。またその
分子の発現の有無が有効性を左右すること、長期投与による耐性の出現等、解決すべき点は
多い。糖鎖は癌特異的な変化が観察されており、分子の細胞内局在や働きを制御する役目が
知られている。しかしながら、糖鎖発現は複雑で、様々な種類の糖鎖合成酵素、糖鎖分解酵
素の作用した結果完成する為、転移や腹膜播種における糖鎖の役割についての理解は遅れて
いるのが現状である。本研究の様に糖鎖の変化と糖鎖認識分子の両方を調べることにより、
従来の研究では見出しえなかった腹膜播種制御機構の一端が明らかになってきた。単一タン
パク質分子をターゲットとする場合と比べて、ガレクチン-4は糖鎖を介し多くの関連分子を
制御出来る点で有利であり、診断・治療標的分子としての可能性は高いと考えられる。 
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