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研究成果の概要（和文）：本研究では、網羅的遺伝子発現解析を通じて乳癌特異的に発現亢進し

ている遺伝子として同定した新規 O結合型糖転移酵素 BCGT1 の乳癌細胞での役割を解明するこ

とを試みた。RNA 干渉法により、BCGT1 は乳癌細胞の増殖に重要な遺伝子であることを明らかに

した。さらに、この増殖制御は、BCGT1 が癌細胞の生存や増殖に重要である小胞体ストレス応

答制御因子 IRE1 を糖鎖修飾することにより引き起こされていることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we report the critical role of a novel 
glycosyltransferase BCGT1 which was frequently up-regulated in breast cancers cells. 
Knockdown of BCGT1 expression by siRNA significantly suppressed breast cancer cell growth. 
We detected the commonly down-regulation of the several endoplasmic reticulum (ER) 
chaperons, which is important for cell survival and growth of cancer cells,  at protein 
and mRNA levels in BCGT1-depleted cells. These alterations were caused through the 
glycosylation of ER stress sensor IRE1 protein by BCGT1.These results indicate that BCGT1 
regulates cell growth through glycosylation of IRE1. 
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１．研究開始当初の背景 
乳癌は 1996 年以降、日本人女性が罹患す

る癌のトップとなり、死亡者数も増加の一途
をたどっている。現在の乳癌治療は、手術療
法、放射線療法、薬物療法を組み合わせた集
学的治療により行われているものの、十分な
効果が認められない患者も多く、新たな治療
薬の開発が望まれている。そこで申請者らは、
マイクロアレイ解析により乳癌の遺伝子発
現を網羅的に解析し、乳癌特異的に発現が亢
進している遺伝子として新規 O結合型糖転移
酵 素 BCGT1 (Breast Cancer 

GlycosylTransferase 1)を同定した。RT-PCR
法によりマイクロアレイ解析の検証を行っ
たところ、BCGT1 は乳癌臨床検体で高発現し
ており、正常組織ではほとんど発現していな
いことが確認された。また、Western 解析に
より乳癌細胞株における BCGT1の発現を調べ
たところ、正常乳腺上皮細胞 MCF-10A では発
現していなかったのに対し、多くの乳癌細胞
株において BCGT1 の発現亢進が認められた。
そこで、BCGT1 高発現乳癌細胞株を用いて、
RNA 干渉法による BCGT1 遺伝子の発現抑制解
析を行ったところ、BCGT1 の発現を抑制する
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ことにより、乳癌細胞の増殖制御が確認され
た。以上の結果は、乳癌細胞において高発現
している BCGT1が乳癌細胞の増殖に関与して
いることを示すものである。 

 
２．研究の目的 

本研究では、BCGT1 がどのような分子メカ
ニズムにより乳癌細胞の増殖を制御してい
るかを解明することを目的とする。特に
BCGT1 は糖転移酵素であるため、BCGT1 によ
り糖鎖修飾を受ける基質タンパク質の同定
ならびにその基質タンパク質を介した乳癌
細胞増殖機構を解析する。 

 
３．研究の方法 
（１）BCGT1 の基質タンパク質の同定 

RNA 干渉法により BCGT1 の発現を抑制し
た際に発現が変化するタンパク質を 2DICAL
（2 Dimensional Image Converted Analysis 
of LCMS）法により網羅的に解析し、BCGT1
により制御されているタンパク質の同定を
試みる。 

（２）BCGT1 と小胞体ストレス応答機構（（１）
で同定した変化）との関連 

（１）で同定したタンパク質の変化から
BCGT1 の基質タンパク質を推定し、BCGT1 に
よりその基質タンパク質が糖鎖修飾を受け
るか解析する。今回の解析では、小胞体ス
トレス応答因子が多数同定されたため、小
胞体ストレス応答因子の発現を制御する 3
つの小胞体ストレスセンサータンパク質
PERK（PRKR-like endoplasmic reticulum 
kinase）、ATF6（activating transcription 
factor 6 ）、 IRE1 （ inositol-requiring 
protein 1）のうち、どの因子が関与してい
るのか解析する。 

（３）BCGT1 による IRE1 の糖鎖修飾 
（２）で IRE1 が BCGT1 の発現を抑制した

際に異常が生じることが確認されたため、
IRE1 が BCGT1 により糖鎖修飾されているか
解析する。その方法としては、内在性 IRE1
を免疫沈降し、糖鎖を認識するレクチンで
調べる。また、HEK293T 細胞に IRE1 と BCGT1
を共発現させ、IRE1 が糖鎖修飾されるか確
認する。 

（４）IRE1 の糖鎖修飾部位の同定 
IRE1 の糖鎖修飾部位を同定するために、

大腸菌で発現・精製した IRE1 に HEK293T 細
胞で発現・精製した BCGT1 を反応させ、
2DICAL 法により IRE1 の糖鎖修飾部位を同
定する。 

（５）BCGT1 の乳癌における発現亢進機構 
ZR-75-1 細胞に小胞体ストレス誘導剤ツニ
カマイシンを処理した際に BCGT1 の発現亢
進が認められたことから、小胞体ストレス
と BCGT1 の発現との関係を調べる。 

（６）BCGT1 の発現と乳癌の臨床病理学的所

見との関連 
BCGT1 の発現と乳癌の臨床病理学的所見

（予後、悪性度、抗癌剤感受性など）との
関連を解析するために、数百例の乳癌臨床
検体を用いた大規模な調査を行う。すでに
特異性の高い抗 BCGT1 ウサギポリクローナ
ル抗体を作製できているため、BCGT1 エピト
ープペプチドを用いて抗 BCGT1 抗体を精製
し、その後、乳癌臨床検体の免疫組織染色
を行う。 

 
４．研究成果 
（１）BCGT1 の基質タンパク質の同定 

まず、ZR-75-1 乳癌細胞に対して、RNA
干渉法により BCGT1 の発現抑制した際のタ
ンパク質変化を2DICAL法により解析したと
ころ、BCGT1 の発現を抑制することにより、
GRP78（78 kDa glucose-regulated protein）、
GRP94、PDIA3（Protein disulfide-isomerase 
A3）、PDIA4、Calreticulin など多数の小胞
体分子シャペロンの発現が低下しているこ
とが示された。そこで、この変化がタンパ
ク質の安定性に起因するのか、転写レベル
の低下により引き起こされているのか明ら
かにするために、real time PCR 法により、
ｍRNA の発現変化を解析した。その結果、全
ての遺伝子が転写レベルで発現低下してい
ることが確認されたため、BCGT1 が小胞体分
子シャペロン遺伝子の発現を制御している
可能性が示唆された。 

（２）BCGT1 と小胞体ストレス応答機構（①
で同定した変化）との関連 

BCGT1 の発現を抑制した際に認められた
小胞体分子シャペロンの発現低下が小胞体
ストレスセンサータンパク質 PERK、ATF6、
IRE1 のどの分子を介して引き起こされたの
か明らかにするために、RNA 干渉法により
BCGT1 の発現を抑制した ZR-75-1 細胞に対
して、小胞体ストレス誘導剤であるツニカ
マイシンを処理した際の影響を解析した。
PREK は下流遺伝子 CHOP の発現変動、ATF6
は活性化により生じるプロテアーゼによる
切断、IRE1 は XBP1 遺伝子のスプライシング
変化を調べた。その結果、PERK および ATF6
に関しては、ツニカマイシン刺激による活
性化は、BCGT1 の発現を抑制してもコントロ
ール（siEGFP 処理）と同程度であった。一
方、IRE1 に関しては、BCGT1 の発現を抑制
することにより、ツニカマイシン刺激によ
るXBP1のスプライシングの抑制ならびにそ
の下流遺伝子であるタンパク質分解関連遺
伝子EDEMの発現低下が認められたことから、
BCGT1 の発現抑制は、IRE1 の機能低下を引
き起こすことが示唆された。また、癌細胞
におけるストレス環境下を模倣した低酸素
および低グルコールによるストレスにおい
ても同様の結果が得られた。 



 

 

（３）BCGT1 による IRE1 の糖鎖修飾 
BCGT1 は糖転移酵素であるため、IRE1 が

BCGT1 により糖鎖修飾されているか明らか
にするために、ZR-75-1細胞を用いて抗IRE1
抗体により IRE1 の免疫沈降を行い、糖鎖を
特異的に認識するレクチンにより、IRE1 の
糖鎖修飾を確認した。その結果、IRE1 が糖
鎖修飾されていることが認めされた。さら
に、RNA 干渉法により BCGT1 を抑制した際に
は、この糖鎖修飾が低下することが示され
た。また、HEK293T 細胞に IRE1 と BCGT1 を
共発現させた際にも、IRE1 の BCGT1 による
糖鎖修飾が確認された。以上の結果から、
IRE1 は BCGT1 により糖鎖修飾されているこ
とが明らかとなった。 

（４）IRE1 の糖鎖修飾部位の同定 
IRE1 の糖鎖修飾部位を同定するために、

IRE1 と BCGT1 を in vitro で反応させ、
2DICAL 法により IRE1 の糖鎖修飾部位を解
析したところ、複数の糖鎖修飾部位が同定
された。現在、それらの糖鎖修飾部位の Ala
変異体を作製し、ZR-75-1 細胞に発現させ、
内在性 IRE1 を発現抑制した際に、機能をレ
スキューできるか解析を行っている。 

（５）BCGT1 の乳癌における発現亢進機構 
上記解析過程において、ツニカマイシン

刺激により、BCGT1 の発現亢進が認められた
ことから、小胞体ストレス応答機構が BCGT1
の乳癌の発現亢進に関与している可能性が
示唆された。そこで、in silico 解析により
BCGT1 のプロモーター領域を調べたところ、
小胞体ストレス応答機構の転写因子の結合
領域が同定された。現在、引き続き解析を
進めている。 

（６）BCGT1 の発現と乳癌の臨床病理学的所
見との関連 

まず、BCGT1 エピトープペプチドを用いて
抗 BCGT1 抗体の精製を行った。Western 解析
および免疫細胞染色により、抗体の特異性
を確認したところ、BCGT1 のみを強く認識す
る非常に特異性の高い抗体が精製できた。
現在、この抗体を用いて臨床検体の免疫染
色を行っている。 

 
 以上、本研究により、BCGT1 が IRE1 を糖鎖
修飾することにより、その機構を制御してい
ることが明らかになった。乳癌などの固形癌
内部では血管形成不良により、低酸素、低グ
ルコース、低 pH といった微小環境ストレス
に曝されている。このようなストレスは小胞
体内における異常タンパク質の蓄積を引き
起こし、それにより小胞体ストレス応答機構
が活性化される。小胞体ストレス応答機構の
活性化は、癌細胞の生存や増殖に関与するこ
とがこれまでに明らかにされている。 

小胞体ストレスセンサータンパク質 IRE1
は小胞体分子シャペロンおよびタンパク質

分解関連遺伝子の発現を誘導することが報
告されている。従って、BCGT1 による IRE1 機
能の活性化は乳癌細胞がストレスを受けた
際に生じる異常タンパク質の蓄積を防ぎ、乳
癌細胞の生存や増殖を引き起こしていると
考えられる。 
 今後、IRE1 の糖鎖修飾部位を明確にするこ
とにより、BCGT1 による IRE1 の糖鎖修飾を介
した乳癌細胞増殖機構を解明する予定であ
る。 
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