
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・共同研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

若手研究

2021～2020

肺癌特異的な糖鎖を標的とした新規診断マーカー・治療法の確立

Establishment of novel diagnostic markers and therapy targeting lung cancer 
specific glycans

８０７７２４５９研究者番号：

増澤　啓太（Masuzawa, Keita）

研究期間：

２０Ｋ１７１９０

年 月 日現在  ４   ６   ６

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：細胞表面に発現する糖鎖は, 癌の進展において重要な役割をはたしている. しかし, 
肺癌における糖鎖の制御機構及び機能は十分明らかにされていない. 本研究では、肺癌における糖鎖の制御機
構・機能を明らかにする為、肺癌バイオバンクを用いて肺癌組織・正常肺組織のメタボローム解析・糖鎖プロフ
ァイリングを行った. 肺癌組織ではフコース転移酵素のFUT3発現及びGDP-L-fucose de novo経路が細胞表面のフ
コシル化を制御する事を明らかにした. また、ITGB1等の細胞接着分子のフコシル化を介して, 肺癌細胞の浸潤
能・転移能が制御される事を明らかにした. 

研究成果の概要（英文）：Aberrant glycosylation is often observed as one of the hallmarks of cancer. 
 However, the regulation of glycosylation in cancer has not been well elucidated, hampering the 
identification of rationale therapeutic target in cancer including lung cancer. In this study, 
lectin array and quantitative RT-PCR for lung cancer samples identified FUT3 as key regulator of 
fucosylation in lung cancer cells. Prospective induction of FUT3 in lung cancer cells promoted 
invasion and metastasis capacity in vitro and in vivo, respectively, partly due to fucosylation of 
cell surface proteins including ITGB1. Tissue microarray analysis confirmed the robust and 
cancer-specific expressions of FUT3 in 141 patient-derived lung cancer samples, associated with poor
 clinical prognosis. 
These data highlight the important roles of FUT3-mediated fucosylation in lung cancer progression.

研究分野：肺癌

キーワード： 肺癌　フコース糖鎖　FUT3　GDP-L-fucose　転移

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌バイオバンク検体を用いて、肺癌特異的な糖鎖及び、その制御機構・肺癌進展における機能・臨床的意義を
明らかにした. FUT3を含むフコース糖鎖合成経路が肺癌に対する新規治療標的になりうることが示唆された。

※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 

近年, 様々な抗がん剤が開発され肺癌患者の予後は改善しつつあるが, 依然として多くの肺癌
患者が癌の進行により生命を失っている. 肺癌患者の予後を改善させるためには新たな治療標
的の解明が必須である.  

細胞表面に発現する糖鎖は, 発癌過程において大きく変化するのみならず, 癌の進展において
重要な役割をはたしており, 古くから CEA などの腫瘍マーカーが診断マーカーとして注目され
てきた. しかし, 糖鎖解析は技術的に困難であり, 多検体を用いた詳細解析はほとんど検討され
てこなかった. 申請者らは, 本邦で開発された糖鎖発現を網羅的に解析できるレクチンマイクロ
アレイを用いる事で, 肺癌バイオバンク検体（癌組織, 非癌組織）の糖鎖プロファイリングを行
い, 肺癌特異的な糖鎖を同定し, その機能を明らかにする事を目的とした.  

 

２．研究の目的 

本研究は上述の実験基盤をもとに肺癌特異的な糖鎖修飾とその機能及び臨床的意義を明らか
にすることを目的とした. 具体的には(1) 肺癌の進行に伴う糖鎖変化, (2) その糖鎖変化が肺癌の
進展に与える影響及び臨床的意義を明らかにする事で肺癌における糖鎖を標的とした新規診断
マーカー・治療法を解明する事を目的とした. 

 

３．研究の方法 

(1) バイオバンク検体を用いた比較糖鎖プロファイリング (右図) 

肺癌バイオバンクの検体（癌部組織, 非癌組織）より Lysate を
抽出しレクチンマイクロアレイを用いてそれぞれの癌部組織及
び非癌組織の糖鎖プロファイリングを行った. また糖転移酵素の
発現を評価する為に検体から RNA を抽出し定量 RT-PCR を行っ
た. 得られたデータから癌部と非癌部を比較する事により, 肺癌
における糖鎖プロファイルを明らかにした. 

 

(2) 肺癌糖鎖の機能解析（in vitro, in vivo） 

(1)で明らかにした肺癌特異的な糖鎖の機能を明らかする為, 肺癌細胞株に対して特定の糖転
移酵素のノックアウト及び過剰発現株を樹立しフェノタイプに与える影響を生物学的に検証す
る（in vitro, in vivo 実験）. また選択的なフコシル化糖鎖の合成阻害剤 (6-アルキニルフコース) 

の肺癌細胞株に対する効果を in vitro で検証した.  

ⅰ）増殖能・浸潤能に与える影響を in vitro で評価.  

ⅱ）肺癌細胞株を免疫不全マウスに皮下移植する Xenograft モデルを用いて in vivo における腫瘍
形成能, 増殖能を評価.  

ⅲ）tail vein に投与する肺転移モデルを用いて転移能を評価. 

ⅳ) フコース糖鎖のキャリア蛋白の解析 

 

(3) Tissue Micro Array (TMA) を用いた免疫染色 

 肺癌 TMA を用いてフコース転移酵素 FUT3 の発現を免疫組織学的に評価し, 予後との関係を
解析した. 

 

４．研究成果 

(1) バイオバンク検体を用いた比較糖鎖プロファイリング 

バイオバンク検体から抽出したライセートに蛍光標識してレクチンアレイ反応を行い、ライ

セートと各レクチンとの結合能を半定量化し、同一症例の癌部組織と非癌部組織を比較し肺癌

組織で特異的に上昇している糖鎖を推定した. 癌組織ではフコースの結合を認識するレクチン

であるAOL, AALとの結合能が有意に高かった (図 1). また, 肺癌組織では正常肺組織と比較し, 

FUT3 の発現が有意に上昇しており, FUT3 の発現は AOL, AAL との結合能と相関した (図 2).  

 

 

 



(2) 肺癌細胞株では, FUT3 によりフコース糖鎖は制御される 

 FUT3 の過剰発現株及びノックアウト株を樹立し, フコース糖鎖の発現を westernblotting で評

価した. まず, FUT3 発現のない A549 に FUT3 を過剰発現させた所, フコース糖鎖である Sialyl 

Lewis(x) (SLX), Sialyl Lewis(a) (SLA) の発現が上昇し, 6 アルキニルフコース (6-AF) で治療する

と, 発現が低下した (図 3). 逆に, FUT3 高発現株である H322 を用いて FUT3 をノックアウトし

た所, SLXの発現が低下した (図 4). 以上より, 肺癌細胞では, 主に FUT3によりフコース糖鎖が

合成される事が示唆された. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) FUT3 は, 肺癌細胞株の浸潤能・転移能を制御する 

 A549 に FUT3 を過剰発現させた所. mock と比較して FUT3 発現により増殖能には有意な差を
認めなかったが, 浸潤能が有意に増大した (図 5). 一方で, CRISPR/Cas9 により H322 で FUT3 を
ノックアウトした所, コントロールと比較して浸潤能が有意に低下した (図 6). 

 続いて、in vivo での検証を行った. 肺癌細胞株を免疫不全マウスに皮下移植する Xenograft モ
デルでは, A549 (mock)と FUT3 過剰発現株で腫瘍径に有意な差は認めなかったが, nudo mouse の
尾静脈から注入する肺転移モデルで評価を行った所, FUT3 過剰発現群で肺転移数の増大を認め
た (図 7). 

 

 

 

 

 

 

(4) ITGB1, CEA 等の細胞接着因子がフコース糖鎖のキャリア蛋白である 

 浸潤能・転移能に関わる膜蛋白に注目し, フコース糖鎖のキャリア蛋白の解析を行った. A549

に FUT3 を過剰発現させた細胞株を用いて, SLX で免疫沈降後、ウェスタンブロッティングを行

った所, 細胞接着分子である ITGB1, ALCAM, CEA の発現が見られ (図 8), SLX のキャリア蛋白

である事が示唆された. 続いて, ヒト肺癌組織と正常肺組織から得られた Lysateを用いて同様の

検証を行った所, 肺癌組織のみに ITGB1, CEA の発現が見られた (図 9). 

    

    

                  

        
 

  

   

   

   

   

  
  
  
 
 
  
 
 
 
 
  
 
  
 
  
 
  
 

 

                                

                 

 

 

  
  
  
 
 
  
 
 
 
 
  
 
  
 
   
  
 

   

  

 

    



 

 

 

 

 

(5) FUT3 の高発現は非小細胞肺癌の予後不良因子である 

 非小細胞肺癌患者 126例の TMAを用いて FUT3の免疫染色を行い, 予後との関係を解析した. 

病理学的に FUT3 の染色強度をスコア化して score0,1 の低発現群、score2, 3 の高発現群に分類を

した所, FUT3 低発現群と比較して FUT3 高発現群で生存期間の有意な減少を認めた (図 10). 
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