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研究成果の概要（和文）：N―アセチルグルコサミン糖転移酵素―V (GnT-V)はβ１，６結合で二本鎖N-glycanにN―ア
セチルグルコサミンを結合させる糖転移酵素であり、発がん時やがんの転移時にその発現が上昇する。今回我々は、が
ん微小環境（とくにマクロファージ）におけるGnT-Vの役割をGnT-Vノックアウトマウス（KOマウス）を用いて検討した
。KOマウス由来骨髄マクロファージはM2分化に抵抗性であったこと、KOマウスではブレオマイシン誘導性皮膚硬化が低
下し、M2マクロファージの浸潤が低下していたことより、GnT-VはマクロファージのM2分化に関与していることが推測
された。

研究成果の概要（英文）：N-Acetylglucosaminyltransferase-V (GnT-V) expression is elevated during malignant 
transformation in various types of cancer. To characterize the biological function of GnT-V in 
macrophages,we analyzed the role of GnT-V using GnT-V knockout (KO) mice. In bone marrow-derived 
macrophages (BMDMs), IL-4-induced expressions of M2 macrophage markers were reduced in KO mice. In 
addition, KO mice were resistant to BLM-induced skin sclerosis with reduced number of CD163+ M2 
macrophages. These results suggest the importance of GnT-V in differentiation of M2 macrophages in the 
skin.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞膜に局在するタンパク質や脂質の

ほとんどは糖鎖修飾をうけ糖脂質、糖タ

ンパク質、プロテオグリカンとして細胞

表面に存在する。糖鎖は「第３の生命鎖」

とも呼ばれ、核酸・タンパク質の研究に

続き、近年研究が進んでいる分野である。

とくにある種の癌では糖鎖構造の変化が

みられることより、臨床的には癌マーカ

ーや癌ワクチンとしての応用がなされて

いる。 

今日まで 200 以上存在するという糖転

移酵素（糖鎖を生合成する酵素群）の中

で、N-アセチルグルコサミン転移酵素-V

（GnT-V）はゴルジに運ばれてきた糖タ

ンパク質に修飾を行うN型糖鎖の糖転移

酵素の一つであり、二本鎖 N 型鎖のマン

ノースに GlcNAc を β1-6 結合させる。臨

床的には GnT-V を発現している胃がん

や大腸がんは転移しやすく予後不良であ

り、また、GnT-V ノックアウトマウスで

はがん転移が抑制されることより

GnT-V は糖転移酵素の中でもがんの転

移に関係が深い分子と考えられている。 

申請者らは GnT-V 過剰発現マウスを

作成し皮膚を解析することにより、

GnT-V 過剰発現表皮角化細胞は遊走能

が亢進し、EGFR シグナルを介した

epithelial-mesenchymal transition 

(EMT)様変化を引きおこすことを報告し

た（Terao M, Miyoshi E et al. J Biol 

Chem. 2011 286(32): 28303-11.）我々

の報告は in vivo において GnT-V ががん

の浸潤・転移、あるいはがん幹細胞に関

与する EMT の誘導を示唆する初めての

報告である。 
 
２．研究の目的 
（１）皮膚がんの臨床サンプルにおける

GnT-V の発現とがんの進行度の関連性

を解析する。 

（２）がん微小環境における GnT-V の発

現の意義をマクロファージを中心に解析

する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）皮膚がん臨床サンプルにおける

GnT-V の検討 

当研究室保存の有棘細胞がんの臨床サ

ンプルを用いて免疫組織化学的に

GnT-V の発現を評価し、臨床病期との相

関を検討する。 

（２）がん微小環境における GnT-V 発現

の意義 

がん微小環境において重要な役割をは

たすと考えられるマクロファージにおけ

る GnT-V の役割を GnT-V ノックアウト

マウス（GnT-V KO）を用いて検討する。

in vitro では野生型および GnT-V KO マ

ウス骨髄よりマクロファージを単離・培

養し M1 および M2 マクロファージへの

分化能を検討する。in vivo では M2 マク

ロファージがその病態形成に重要とされ

ている強皮症モデル（ブレオマイシン誘

導性皮膚硬化モデル）と B6F1 メラノー

マ移植実験を野生型およびGnT-V KOを

用いて検討する。 

 

４．研究成果 

 

（１）皮膚がん臨床サンプルにおける

GnT-V の検討 

有棘細胞がんの皮膚サンプルにおける

GnT-V の発現と臨床病期、転移病変の有

無を検討した。  例の有棘細胞がん

（T1 19 例、T2 6 例、T3 6 例、T4 

１７例）の検討を行った。各グループ間

における GnT-V 発現スコアーに有意な

差はみられなかった。 

 



 
（２）GnT-V はマクロファージの M2 分

化に関与した 

 近年、腫瘍の浸潤に M2 マクロファー

ジ の 形 質 を も つ tumor associated 

macrophage（TAM）の重要性が指摘さ

れている。そこで、GnT-V KO マウス骨

髄細胞よりマクロファージを誘導（bone 

marrow derived macrophage: BMDM）

し、M1、M2 刺激による各々のマーカー

発現を検討した。 

まず、M1 誘導指摘（LPS）、M2 誘導刺

激（IL-4、IL-13）に伴う GnT-V の発現

を検討したが各刺激による GnT-V の発

現に大きな差はみられなかった。 

 
次に、LPS 刺激により BMDM を M1 マ

クロファージに分化させたのちに M1 マ

クロファージのマーカーである iNOS 発

現を検討した。結果、GnT-V KO マウス

由来 BMDM で有意に iNOS 発現が上昇

していた。 

 

IL-4、IL-13 刺激により BMDM を M2

マクロファージに分化させたのちに M2

マクロファージのマーカーである Fizz1

発現を検討した。結果、GnT-V KO マウ

ス由来 BMDM で有意に Fizz1 発現が低

下していた。図には示していないが、

Ym1 においても同様の結果がみられた。 

 

 

以上の結果より BMDM における GnT-V

は M2 分化に重要な役割を果たしている

ことが考えられた。 

（３）GnT-V KO マウスはブレオマイシ

ン（bleomycin: BLM）誘導性皮膚硬化に

抵抗性を示した。 

 in vivo において GnT-V のマクロファ

ージにおける役割を解析した。まず、

BLM 誘導性皮膚硬化時の GnT-V の発現

を検討したところ、コントロール群

（PBS）に比べ BLM 群で GnT-V の発現

上昇がみられた。 

 



 
 野生型マウスと GnT-V KO マウスの

BLM 誘導性皮膚硬化を比較したところ、

下記 HE 染色、マッソントリクローム染

色で示すように、GnT-V KO マウスは

BLM 誘導性皮膚硬化に抵抗性であり、コ

ラーゲン発現量も有意に低下していた。 

 

 

 さらに、浸潤細胞を検討したところ、

GnT-V KO マウスにおいて F4/80 陽性の

マクロファージ、CD163 陽性の M2 マク

ロファージ数が有意に低下していたこと

より、M2 マクロファージの低下が、BLM

誘導性皮膚硬化の抵抗性に関与している

可能性が考えられた。 

 

（４）メラノーマの微小環境における

GnT-V の役割の検討 

 がん微小環境における GnT-V の役割

を検討するために、野生型マウスおよび

GnT-V KO マウスに B6F1 メラノーマ細

胞（500000 個）を皮内注射し、大きさ、

組織学的検討を行った。しかし、野生型

マウスとGnT-V KOマウスでメラノーマ

の大きさに差は見られなかった。 
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