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研究成果の概要（和文）：本研究では「GalNAc-T3の基質タンパク質GNAT1に付加された膵癌特異的なO結合型糖鎖の構
造解析」及び「GalNAc-T3により形成された糖鎖構造がGNAT1の機能にどのように影響し、細胞増殖を中心とした癌化・
癌形質に関わるか」を明らかにすることを目的とし、以下の項目の実験を終了した。(1) 膵癌細胞から抽出したGNAT1
上のO結合型糖鎖の付加されているアミノ酸部位及びO結合型糖鎖の構造を明らかにした。 (2) GNAT1と結合するタンパ
ク質を同定し、GNAT1と複合体を形成することにより膵癌細胞の細胞増殖に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This project seeks to identify the formation of uncommon structure of glycoforms 
catalyzed by one of GalNAc-transferases GalNAcT-3 on the target glycoprotein GNAT1. The data provided 
here could provide important information to aid to improve the clinical outcome of pancreatic cancer 
patients. We determined the O-glycosylation sites and carbohydrate alterations on GNAT1 in pancreatic 
cancer cells. Furthermore, GNAT1-bound proteins were identified and these complexes were associated with 
cell proliferation in pancreatic cancer cells. These discovery based studies will provide insight into 
the manner in which GalNAcT-3 acts on the specific substrate proteins that are important to 
growth/survival of pancreatic cancer cells and contributes to disease process in epigenetic manner 
(formation of uncommon structure of glycoforms) that is based on its substrate specificities.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 膵臓学　O結合型糖鎖　膵臓がん　細胞増殖
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１．研究開始当初の背景 
糖鎖の生合成は、正常組織では非常に多く

の種類の糖転移酵素の発現や、酵素自身の基
質特異性により緻密な制御のもとに行われ
ている。リボソームで合成されたタンパク質
のおよそ半数は粗面小胞体やゴルジ装置内
腔の糖転移酵素によって、逐次的に何段階も
の糖転移を受け、生理活性を持った成熟タン
パク質となる。癌性変化に伴う O結合型糖鎖
の変化は糖鎖の伸長が停止した、いわゆる糖
鎖不全的変化と正常な糖鎖に過剰な糖が結
合する変化に大別される。膵癌において癌性
変化に伴い構造が変化した糖鎖としては、O
結合型糖鎖 CA19-9 と CEA が知られており、
膵癌関連糖鎖抗原として進行した膵癌患者
の血中に頻度高く検出される。申請者は、糖
転移酵素であるGalNAc-T3が膵癌で発現上昇
し細胞増殖を亢進させること、そして
GalNAc-T3 が G protein, alpha transducing 
activity polypeptide 1 (GNAT1)を基質とし
ていることを見出した。GNAT1 への糖鎖修飾
が癌化と相関している可能性が示唆された
ため、GNAT1 上の膵癌特異的 O結合型糖鎖構
造の詳細解析を行う必要があると考えた。 
 

２．研究の目的 
膵癌では O結合型糖鎖の変化が癌化に関わ

っていることが示唆されており、糖鎖抗原で
ある CA19-9 と CEA が膵癌腫瘍マーカーに用
いられている。我々は O結合型糖鎖の 1つ目
の単糖を基質タンパク質に付加する糖転移
酵素である N-アセチルガラクトサミン転移
酵素（GalNAc-T）に着目し、GalNAc-T ファミ
リーの１つであるGalNAc-T3が膵癌細胞の増
殖に関わっていることを示す実験データを
得た。また、GalNAc-T3 は細胞増殖に関わる
基質タンパク質 GNAT1 に膵癌特異的な O結合
型糖鎖を付加して細胞増殖に関与している
ことも明らかにした。本研究では、GNAT1 上
の膵癌特異的な O結合型糖鎖の構造解析を行
い、その構造が細胞の増殖亢進ひいては癌化
にどのように関与するかについての知見を
得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗 GNAT1 抗体を作成し、膵癌細胞から内
在性 GNAT1 を単離する。 
 
(2)質量分析計による GNAT1 上の O結合型糖
鎖を同定する。 
精製した GNAT1 から O結合型糖鎖の付加さ

れたペプチド断片を得るため限定分解を行
う。エンドペプチターゼである 
O-sialoglycoprotein endopeptidase（OSGE）
は O結合型糖鎖の付加されたアミノ酸部を切
断し、O結合型糖タンパク質を分解する。得
られた膵癌細胞由来GNAT1ペプチド断片を用
いて GNAT1 のどのアミノ酸に O結合型糖鎖が
付加され、どのような構造であるかを解析す
る。 

 
(3)GalNAc-T3依存的なGNAT1への糖鎖付加の
解析 
GalNAc-T3 ノックダウン膵癌細胞由来

GNAT1 において、同定された GNAT1 への O結
合型糖鎖付加が抑制されるか調べる。本実験
ではコントロールとGalNAc-T3がノックダウ
ンされた膵癌細胞間で、(2)で同定した付加
部位への O結合型糖鎖付加を定量的に比較す
る。安定同位体標識により代謝的に糖鎖を in 
vivo標識し、それぞれの細胞株から GNAT1 を
抽出し、質量分析器を用いて糖鎖付加の変動
解析を定量的に行う。この結果、GalNAc-T3
依存的 GNAT1糖鎖付加部位を明らかにすると
ともに、その部位に付加される糖鎖構造を in 
vivoで明らかにする。 
 
(4)GalNAc-T3依存的糖鎖修飾を介してGNAT1
と結合するタンパク質の同定 
GNAT1 と結合するタンパク質を同定するた

め、GNAT1 を高発現している膵癌細胞株から
抗 GNAT1 抗体にて GNAT1 の免疫沈降を行う。
この場合、コントロール細胞及び GalNAc-T3
がノックダウンされた膵癌細胞の両方を用
いる。サンプルを SDS 電気泳動し、ゲルを銀
染色することで結合分子のバンドを検出す
る。バンドを比較し、GalNAc-T3 がノックダ
ウンされた膵癌細胞には検出されずコント
ロール細胞でのみ検出されるバンドを切り
出し、in gel digestion を行った後、得られ
たペプチドを質量分析器により解析する。さ
らに、GNAT1 と同定したタンパク質の細胞内
局在を共焦点顕微鏡にて観察し、共局在する
かを調べる。これらの結果から、GalNAc-T3
依存的糖鎖修飾を介してGNAT1と結合するタ
ンパク質候補を選択する。これらの中に細胞
増殖因子が含まれていれば、細胞増殖メカニ
ズムに関与している可能性があるため、引き
続き colony formation assay、MTT assay、
Mouse xenograft model などを用いて膵癌細
胞増殖との関係を追及する。 
 
４．研究成果 
免疫したラビット血清をアフィニティー

精製により抗 GNAT1 抗体を精製した。この抗
GNAT1抗体を用いて膵癌細胞株S2-013の細胞
ライセートから免疫沈降を行い、ウエスタン
ブロット法にてGNAT1が免疫沈降されている
ことを確認した。抗 GNAT1 抗体固定カラムを
作製し、S2-013 ライセートから GNAT1 の精製
を行った。OSGE を用いて酵素処理を行った結
果、精製した GNAT1 はペプチド断片化し、
GNAT1 には O結合型糖鎖が付加されているこ
とを確認できた。得られた S2-013 細胞由来
GNAT1 ペプチド断片を濃縮し、質量分析計に
よる GNAT1 上の O結合型糖鎖を解析した。
GNAT1 のセリンやスレオニンに結合した O結
合型糖鎖は、比較的構造は単純であることを
明らかにした。質量分析計の解析結果を検証
するために、安定同位体標識により糖鎖を in 



vivo標識したコントロール S2-013 細胞及び
GalNAc-T3がノックダウンされたS2-013細胞
から抗GNAT1抗体を用いて免疫沈降を行った。
質量分析器を用いて in vivo標識された糖鎖
付加部位の解析を行った結果、ノックダウン
された S2-013 細胞では認められない
alNAc-T3依存的GNAT1糖鎖付加部位を明らか
にすることができた。 
以上の結果から、GalNAc-T3 が GNAT1 に糖

鎖付加する部位と GalNAc-T3 が GNAT1 に付加
する糖鎖構造を明らかにすることができた。
引き続き、GNAT1 の細胞増殖に関わるシグナ
ル伝達経路を明らかにするために S2-013 細
胞から抗GNAT1抗体を用いて免疫沈降を行っ
た。ゲルを銀染色することで結合分子のバン
ドを検出した。GalNAc-T3 がノックダウンさ
れた S2-013 細胞由来の銀染色では認めない
バンドのみを質量分析計を用いて同定した。
ウエスタンブロット法と S2-013 細胞を用い
た免疫細胞染色を行った結果、同定したタン
パク質がGNAT1と細胞質において結合するこ
とを確認できた。現在、GNAT1 複合体が膵が
ん細胞を増殖させる機構において、今回同定
した O結合型糖鎖がどのような役割を担って
いるかを解析中である。 
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