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研究成果の概要（和文）：研究代表者はこれまでに、これまでにインテグリンα5β1の2量体形成や細胞接着に重要な
糖鎖付加部位を同定した。本研究は接着分子インテグリンに付加された糖鎖を介した複合体形成の機能面における特異
性を明らかにすることを目指した。インテグリンに付加された糖鎖は細胞接着や二量体の形成のみならず、超分子複合
体を形成や増殖シグナルを制御する糖鎖付加部位を同定した。さらに癌遺伝子GOLPH3がシアリル化糖鎖の調節に寄与す
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Integrin α5β1-mediated cell adhesion regulates a multitude of cellular 
responses, including proliferation, survival and cross-talk between different cellular signaling 
pathways. Here we analyzed whether N-glycosylation on integrin involved cell proliferation and 
supramolecular assembly. We identified specific N-glycosylation sites regulating cell prolification and 
supramolecular assembly. Furthermore, we found that Golgi phosphoprotein 3 (GOLPH3) regulates an 
efficient synthesis of N-glycosylation and cell migration.

研究分野： 糖鎖生物学
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１． 研究開始当初の背景 
糖鎖修飾はタンパク質の翻訳後修飾の中

でも最も多く、糖タンパク質が機能分子とし
て振る舞うために不可欠である。細胞表面の
受容体は、複雑な糖鎖モジュールを介して超
分子複合体を形成することで、適切なシグナ
ル伝達をできるようになると考えられてい
る。実際、申請者らが開発した方法で接着分
子インテグリンの周囲 100～300nm に増殖因
子受容体が数十種類存在することを報告し
ている。インテグリンは、細胞接着・移動、
骨格形成を制御すると同時に様々な増殖因
子受容体と複合体を形成して細胞内のシグ
ナル伝達を調節している。研究代表者はこれ
までに、これまでにインテグリンα5β1の 2
量体形成や細胞接着に重要な N-型糖鎖付加
部位を同定した。また、糖鎖リモデリングの
手法を用いて糖鎖を改変すると接着の機能
が制御されることを明らかにしてきた。予備
検討から接着や細胞移動に関与していない
糖鎖付加部位もインテグリンのシグナル伝
達や増殖因子受容体のシグナルを調節する
ことが予想された。さらに、種々の固形癌に
おいて GOLPH3 が過剰発現していることが研
究の開始当初に報告された。GOLPH3 の酵母に
おける相同遺伝子VPS74は糖転移酵素と複合
体を形成し糖鎖合成に関与することもする
ことも知られていた。しかし、ヒトの細胞に
おいて GOLPH3 が糖鎖合成に関わるか糖転移
酵素と超分子複合体を形成するか全く不明
であった。 
 

２．研究の目的 
本研究は①接着分子インテグリンに付加

された糖鎖を介した複合体形成の機能面
における特異性を N-型糖鎖変異体を用い
て明らかにすること。②癌遺伝子 GOLPH3
がヒト細胞において超分子複合体の形成
や糖鎖合成に関わるかインテグリンを介
するシグナル伝達に関わるかを明らかに
することを目指した。 
 

３．研究の方法 
上皮成長因子を過剰発現している種々

の細胞に野生型および糖鎖変異型インテ
グリンを導入し、細胞増殖、細胞内シグナ
ル、複合体形成について生化学的手法を用
いて詳細に解析した。GOLPH3 遺伝子をノッ
クダウンした細胞の細胞移動やシグナル伝
達を解析した。また N-結合型糖鎖の構造を
HPLC により解析した。超分子複合体の特異性
について GOLPH3 と糖転移酵素の共免疫沈降
により調べた。 
 

４．研究成果 
インテグリンは細胞接着や浸潤のみなら

ず細胞膜上で様々な分子と相互作用するこ
とで細胞増殖やシグナル伝達経路を調節し
ていると考えられている。インテグリンに付
加された糖鎖は細胞接着や細胞表面への発

現に関わることを我々は報告している。数多
く付加している糖鎖は細胞膜表面の超分子
複合体の形成に関わるのではないかと予想
して研究を行った。上皮成長因子受容体を過
剰発現している種々の細胞に野生型および
糖鎖変異型インテグリンを過剰発現し細胞
の増殖を比較した。既知の多くの報告から予
想される結果とは異なり、野生型インテグリ
ンと糖鎖変異型インテグリンを発現した場
合の細胞増殖能は異なった。ここで調べた細
胞増殖能の違いが生体内で十分寄与するか、
ヌードマウスに野生型および糖鎖変異体イ
ンテグリンを播種し、癌の形成を比較し、プ
ラスチックシャーレで比較したのと同じ傾
向の差を認めた。超分子複合体の特異性を確
認するために変異型インテグリンの糖鎖欠
損部位に対して部位特異変異導入法を用い
て糖鎖が導入されるように付加部位に変異
を戻したレスキュー変異体を作成し複合体
形成に関わる糖鎖付加部位を同定した。以上
からインテグリンに付加された特定部位の
糖鎖は細胞接着や二量体の形成のみならず、
増殖因子受容体等と超分子複合体を形成す
ることで増殖シグナの制御に重要であるこ
とが示唆された。 
GOLPH3 に関して、GOLPH3 を抑制する shRNA

を発現するHeLa細胞株を作成した（図１A）。
インテグリンは細胞移動や様々なシグナル
伝達経路に影響を及ぼすことが知られてい
るので、まずノックダウン細胞において細胞
移動能をボイデンチャンバー法で比較した
（図１B）。ノックダウン細胞はコントロール
細胞と比較して有意差をもって細胞移動が
低下していることが分かった。ここで観察し

た細胞移動がインテグリン依存的であるか
どうか確かめるために抗インテグリンβ1 抗
体の存在化同様な実験を行うと細胞移動は
有意に低下した、従って GOLPH3 ノックダウ
ン細胞はインテグリン依存的な細胞移動が
低下していることが分かった。GOLPH3 は種々
の固形癌で発現が上昇している癌遺伝子と
して報告されたが、我々が使用した細胞株に
おいて癌の形成能を比較するため両者の細
胞をヌードマウスに播種し、癌の形成能を比
較した（図１C）。既知の報告の通り GOLPH3
をノックダウンした細胞は癌の重量および



サイズが有意に低下していることが分かっ
た。 

 
GOLPH3 の酵母における相同分子は糖転移酵
素と複合体を形成し、酵母において糖鎖合成
に関わることが報告されている。そこで、
GOLPH3 ノックダウン細胞において N-型糖鎖
構造が変化するかどうか細胞全体の糖鎖を
ピリジルアミノ化して HPLC において比較し
た(図２)。ノックダウン細胞では＊で示した
ピークがコントロール細胞と比較して低下
していた。このピークはシアリダーゼ処理に
より消失したため GOLPH3 ノックダウン細胞
はシアリル化糖鎖が低下していることが分
かった。糖鎖構造の変化に関してコントロー
ル、ノックダウンおよび GOLPH3 遺伝子を再
導入した細胞の糖鎖をLC-MSで解析したとこ
ろHPLCで行った実験と同様の結果を示した。 
 糖鎖合成に与える GOLPH3 の影響を超分子
複合体に注目して以下の解析を行った。 
N-型糖鎖の合成に関わるシアル酸転移酵素
ST3GAL4およびST6GAL1をGOLPH3と共発現し、
共免疫沈を用いて糖転移酵素と GOLPH3 の複
合体形成の特異性を検討した（図３）。 
 

 
図に示すように糖転移酵素 ST3GAL1 および
ST6GAL1はGOLPH3と特異的に相互作用するこ
とが分かった。 
 以上をまとめると GOLPH3 はシアル酸移酵
素と相互作用することでシアリル化糖鎖の
効率的な合成に寄与しインテグリンなどの
膜蛋白質上の糖鎖合成を促進する。シアリル

化された糖鎖によりインテグリンを介した
細胞移動や増殖シグナルが亢進することで
癌の悪性化に関与することが示唆された（図
４）。 
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