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研究成果の概要（和文）：本研究ではβ4インテグリンに付加されたN結合型糖鎖の癌細胞増殖および悪性化への
影響を調べるため、野生型およびN結合型糖鎖欠損β4インテグリンを発現させた癌細胞株を樹立し、それらを用
いた検討をおこなった。その結果、β4インテグリンのN結合型糖鎖は癌細胞の増殖や生存、運動、浸潤、腫瘍形
成、またそれらに関わるPI3Kシグナル活性化に関与していることを見出した。さらに、β4インテグリン上のβ
1,6GlcNAc糖鎖とガレクチン3の結合がそれらシグナルに重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, to investigate the contribution of N-glycosylation to β4 
integrin-dependent growth of cancers, we established MDA-MB435S cancer cells expressing a 
full-length wild-type β4 integrin and a β4 integrin mutant lacking all five N-glycosylation sites.
 N-glycan deletion on the β4 integrin impaired β4-dependent cancer cell growth, survival, 
motility, and invasion in vitro, and diminished tumorigenesis and proliferation in vivo, suggesting 
that N-glycosylation of β4 integrin is associated with these β4-dependent activities. In addition,
 a defect of N-glycan on β4 integrin attenuated activation of PI3K signaling pathway. Furthermore, 
disruption of the galectin-3-β1,6GlcNAc axis by a neutralizing antibody against galectin-3, a 
defect of N-glycan, or introduction of bisecting GlcNAc on β4 integrin revealed that 
galectin-3-mediated crosslinking of β4 integrin via β1,6GlcNAc-branched N-glycans played an 
important role in tumor development and progression.

研究分野：医歯薬学

キーワード： インテグリン　癌　糖鎖
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１． 研究開始当初の背景 
 α6β4 インテグリンは膜貫通型の細胞表面
受容体であり、そのリガンドとして細胞外マ
トリックスであるラミニン 332 (旧名ラミニ
ン 5)が知られている。両者の結合はヘミデス
モソームと呼ばれる皮膚の接着構造維持に
重要である。そのため α6β4 インテグリンは
接着構造の単なる構成因子と捉えられてき
た。しかしながら近年、皮膚癌や乳癌を初め
とする様々な癌における過剰発現と患者の
予後不良との相関性が多数報告され、癌の形
成や浸潤・転移への関与が考えられるように
なった。ごく最近、その概念は in vitro浸潤ア
ッセイやマウスモデルにより実証された。す
なわち α6β4 インテグリンは接着構造体とし
ての静的役割のみならず、腫瘍形成や癌の浸
潤・転移の促進という動的役割も果たしてい
る。α6β4インテグリンは PI3Kや ERKなどの
シグナルを活性化して癌細胞の運動や増殖、
生存の促進をするが、そのメカニズムについ
ては不明な点が多い。そうしたメカニズムの
理解は、α6β4インテグリンによる癌の形成や
浸潤・転移に対する分子標的治療薬の開発に
必要不可欠である。 
 申請者はこれまで、ラミニン 332が誘導す
る細胞運動にラミニン 332 および α6β4 イン
テグリン上のN型糖鎖が影響することを明ら
かにしてきた  (Kariya et al., 2008, J. Biol. 
Chem.; Kariya et al., 2011, PLoS One)。さらに、
α6β4 インテグリンが細胞外ドメインの N 型
糖鎖を介して EGFR、ラミニン 332と超分子
複合体を形成し、細胞内シグナルを誘導する
ことを明らかにした (Kariya et al., 2010, J. 
Biol. Chem.; Kariya et al., 2011, PLoS One)。予
備実験において α6β4 インテグリン上の N型
糖鎖が癌細胞の増殖や生存に関与している
ことを示唆するデータが得られた。一方で、
α6β4 インテグリンによる細胞増殖や生存に
は細胞運動と同じ PI3Kや ERKのシグナルの
活性化が重要であることが知られている。こ
れらのことから、α6β4インテグリンによる癌
細胞の増殖や生存はN型糖鎖を介した他分子
との相互作用によって制御されている可能
性が考えられる。しかしながら、これまで
α6β4 インテグリンの糖鎖とそれらのシグナ
ルとを結びつける直接的な報告はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は腫瘍形成に関与する α6β4 インテ
グリンが、どのように癌細胞を維持するのか、
その分子メカニズムを糖鎖に着目して明ら
かにするとともに、それら知見による癌治療
薬開発の研究基盤を確立することが目的で
ある。 
 
３．研究の方法 
(1) β4インテグリンの野生型およびN型糖鎖
欠損変異型の cDNA発現ベクターを、ヒトメ
ラノーマ細胞株 MDA-MB435S に導入し、そ
れぞれを発現する細胞を樹立した。樹立した

細胞における β4 インテグリンの細胞表面発
現量を FACSにより解析した。また、α6イン
テグリン抗体免疫沈降物に対する β4 インテ
グリン抗体を用いたウェスタンブロット解
析により、α6 と β4 インテグリンサブユニッ
ト間のダイマー形成について調べた。 
(2) (1)で樹立した細胞のラミニン 332 上での
接着能を接着アッセイにより解析した。増殖
能の解析は MTT アッセイをおこなった。運
動能と浸潤能についてはボイデンチャンバ
ーを用いてマトリゲルなし、ありの条件でそ
れぞれ解析をおこなった。腫瘍形成能につい
てはヌードマウスの皮下に細胞を移植し、6
週間後の腫瘍の体積を測定することで決定
した。 
(3) PI3Kシグナルは各細胞の細胞抽出液に対
して Aktの抗体およびそのリン酸化型を認識
する抗体を用いたウェスタンブロットをお
こない、バンド強度からリン酸化 Akt/全 Akt
を算出することで測定した。 
(4) スクロース／ラクトース処理をおこなっ
た表皮癌細胞株 A431細胞、GnT-IIIを強制発
現させた細胞の細胞抽出液から、β4抗体を用
いた免疫沈降により β4 インテグリンを分離
した。それら沈降物に対してガレクチン 3の
抗体を用いたウェスタンブロットをおこな
うことで、β4の糖鎖欠損による複合体形成能
への影響を調べた。野生型、糖鎖欠損型、野
生型+GnT-III 発現 MDA-MB435S 細胞にガレ
クチン 3を添加した際の細胞運動能を調べた。
また、野生型および糖鎖欠損型発現
MDA-MB435S 細胞にガレクチン 3 抗体を処
理した際の細胞運動についても調べた。 
 
 
４．研究成果 
 本研究は、β4インテグリンに付加された N
型糖鎖の癌細胞増殖および悪性化への影響
を調べるために、以下の検討をおこなった。 
 
(1) 野生型およびN型糖鎖欠損β4インテグリ
ンを発現させた MDA-MB435S 癌細胞株を樹
立した。FACSおよび β4インテグリン抗体を
用いた免疫沈降による解析より、糖鎖欠損は
β4 インテグリンの細胞表面での発現や α6 イ
ンテグリンとのダイマー形成に影響を与え
ないことを明らかにした。 
(2) (1)で樹立した細胞を用いた解析により、
β4 インテグリンの N 型糖鎖が癌細胞の増殖
や生存、接着、運動、浸潤、腫瘍形成に関与
することを明らかにした。 
(3) β4インテグリンの N型糖鎖は、PI3Kシグ
ナル活性化に関与しており、(2)で解析した癌
細胞の増殖や悪性化の促進に関与すること
を見出した。 
(4) β4インテグリン抗体を用いた免疫沈降解
析より、ガレクチン 3 と β4 がβ1,6GlcNAc
糖鎖を介して結合していることが明らかと
なった。更に、ガレクチン 3添加、ガレクチ
ン 3 阻害抗体処理で β4 インテグリン糖鎖依



存的細胞運動がそれぞれ促進、阻害されたこ
とより、ガレクチン 3 と β4 インテグリンの
β1,6GlcNAc糖鎖を介した結合が β4の機能に
重要であることが示唆された。 
 
 本研究結果および以前の研究結果を総合
すると、β4インテグリン、ラミニン 332、EGFR
上の β1,6GlcNAc 糖鎖をガレクチン 3 が架橋
することで、超分子複合体が形成される。そ
の結果、癌の生存シグナルである PI3K シグ
ナルが活性化され、癌の悪性化を促進してい
ることが考えられた（図 1）。現在まで、β4
インテグリンが糖鎖を介して癌の悪性化を
促進するということは知られておらず、本研
究が世界で初めての報告となる。本研究は、
これまでタンパク質中心に考えられてきた
癌の悪性化の分子メカニズムにおいて“糖
鎖”の重要性を示唆するものであり、癌研究
に新たな視点を取り入れるきっかけとなる
と思われる。今後はこれらの結果についてさ
らに詳細に検討をおこない、癌治療薬開発へ
と結びつけていきたい。 
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