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β4-ガラクトース転移酵素遺伝子の発現制御によるがん細胞の増殖制御

古川 清

1. はじめに

1970年代にL. Warrenら，さらにP. Robbinsらにより，
細胞ががん化するとタンパク質に結合したN型糖鎖の分
子量が増大することが見いだされ，この現象は1980年
代に木幡陽らにより糖鎖の枝分かれ構造の亢進（高分岐
化）によることが明らかにされた 1, 2）．特にN型糖鎖で
は，Man3GlcNAc2からなる母核構造のManα1→6Man分岐
の非還元末端マンノース（Man）にβ-1,6結合でN-アセチ
ルグルコサミン（GlcNAc）が結合したGlcNAcβ1→6Man
分岐が亢進する．いずれの分岐側鎖のGlcNAc残基も
さらに複数のβ4-ガラクトース転移酵素（β4GalT）によ
りガラクトース（Gal）が付加され，Galβ1→4GlcNAc
側鎖が形成される．O型糖鎖に関しても，細胞ががん
化すると分岐構造を持つコア2糖鎖Galβ1→4GlcNAc
β1→6(Galβ1→3) GalNAcが増加する 2）．興味深いことに，
発生やがん化に関連した抗原の多くはGalβ1→4GlcNAc
側鎖を土台として複数の糖が付加されて形成され（図
1A），細胞間の接着や転移などに関与することが知られて
いる 3）．一方，糖脂質ではシアル酸を含むガングリオシ
ドGM3, GD3が一般的に悪性度の高い脳腫瘍やメラノー
マで高発現する．GM3やGD3は，ラクトシルセラミド
Galβ1→4Glcβ1→Cer（Lac-Cer）を土台として合成される．
この他ラクト，ネオラクト，グロボ，イソグロボ系列の糖
脂質もLac-Cerを土台として合成されるので，Lac-Cerの発
現調節は糖脂質の機能発現にきわめて重要である．この
Lac-Cerの生合成には，β4GalT5とβ4GalT6が関与してい
る 4）．
これらの糖タンパク質や糖脂質は細胞表面に多く存在し

ているので，タンパク質や脂質に結合した糖鎖でのガラク
トースの発現動態は細胞の性質を左右しうることが想像さ
れる．本稿ではまず，β4GalT遺伝子の発現を変化させる

ことでがん細胞表面のガラクトースが細胞の性質を制御し
ていることを示し，さらにβ4GalT遺伝子の遺伝子治療へ
の応用の可能性を紹介したい．

2. β4-ガラクトース転移酵素（β4GalT）ファミリーと
基質特異性

β4GalTには構造の似た七つのアイソザイムが存在し
（β4GalT1～7），これら酵素に見いだされるいくつかの相
同性領域はβ4GalTファミリーに共通の基質や糖供与体を
認識する部位と考えられている（図1B）4）．これら7種の
酵素は基質特異性（分岐側鎖など），発生段階での発現パ
ターン，発現組織などに違いがあることが知られている．
特に基質特異性に関しては完全には解析されておらず，さ
らなる解析が必要である．これまでに得られている報告
から，β4GalT1とβ4GalT2はN型糖鎖の分岐側鎖に幅広く
ガラクトースを転移し，特にポリ-N-アセチルラクトサミ
ン（図1A-c）の合成に高い活性を持つ．さらに，β4GalT2
はα-ジストログリカンに結合したGlcNAcβ1→2Man鎖や
Notch受容体に結合したGlcNAcβ1→3Fuc鎖に効率的にガ
ラクトースを転移する．β4GalT3は糖脂質上のポリ-N-ア
セチルラクトサミノグリカンの合成において，最初のN-
アセチルラクトサミン構造の合成に関与し，β4GalT4は
ネオラクト系列の糖脂質合成に関与している．最近の研
究ではβ4GalT3はN型糖鎖のもつポリ-N-アセチルラク
トサミンの合成に，またβ4GalT4はN-アセチルグルコサ
ミン-6-硫酸のガラクトシル化を行うことができ，ケラ
タン硫酸の生合成に関与している可能性が報告されてい
る．さらに，β4GalT4はセレクチンのリガンドとなるSia
α2→3Galβ1→4(Fucα1→3)(SO3→6) GlcNAc抗原を合成する
酵素の可能性も考えられている．我々はヒト乳がん細胞
からβ4GalT5遺伝子をクローニングし（当時は糖鎖のガラ
クトシル化は古典的なβ4GalTIのみしか存在しないと考え
られていたのでβ4GalTIIと命名した）5），in vitroで酵素活
性を測定するとN型糖鎖やO型糖鎖のN-アセチルグルコ
サミンのみならず，グルコシルセラミド（Glc-Cer）へも
効率よくガラクトースを転移することを見いだした．こ
の酵素遺伝子をがん細胞から単離したこと，分岐構造を
持つ基質糖鎖へガラクトースを転移することから，我々
はβ4GalT5が糖タンパク質糖鎖のガラクトシル化に関与
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するがん関連遺伝子であると考えていた．しかしなが
らGlc-Cerへガラクトースを転移しLac-Cerを合成する酵
素（β4GalT6）が精製されその遺伝子もクローニングされ
ると，両タンパク質の間には70％の相同性が存在するこ
と 3），さらにβ4GalT5はβ4GalT6より効率よくLac-Cerを合
成することから 4, 6），実際β4GalT5は細胞内でどの分子を
基質としているのかが疑問となった．この問題を解決する
にはβ4GalT5遺伝子を破壊したマウスの細胞で，糖タンパ
ク質と糖脂質の分析を行うことが必要と考え，β4GalT5−/−

マウス胎仔から繊維芽細胞（MEF）を調製し解析を行っ
た．その結果，糖タンパク質糖鎖のガラクトシル化には変
化はみられなかったが，Lac-Cerとそれから派生するGM3
の発現量がβ4GalT5＋/＋，β4GalT5＋/−，β4GalT5−/−マウス由
来のMEF細胞の順に比例して減少し，β4GalT5はLac-Cer
合成酵素であることが明らかとなった 7）．ホモ個体のMEF
細胞に見いだされたわずかなLac-Cerは，β4GalT6による
ものと思われる．この時点で哺乳動物細胞には二つのLac-
Cer合成酵素が存在することが判明したが，その存在意義
に関しては現在でも不明なままである．in vitroのアッセ
イ系では酵素は加えた基質に容易にアクセスできるが，in 
vivoでは酵素の局在と，その近傍に実際基質が存在するか
が合成される分子の重要な決定要因となる．したがって，
酵素の存在意義を考えるためには，in vitroのアッセイ系だ
けでなくその酵素遺伝子不活性化細胞を用いた細胞レベ

ルでの解析が必須である．ちなみにβ4GalT7はGalTIとも
呼ばれ，グリコサミノグリカン鎖がコアタンパク質と結合
する架橋領域Galβ1→3Galβ1→4Xylの最初のガラクトース
を転移する酵素であり，この酵素遺伝子の変異は早期老化
症の一つであるEhlers-Danlos症候群を引き起こすことが
知られている（各酵素の基質特異性に関する詳細は総説参
照 4, 6））．

3. 細胞のがん化とβ4GalT遺伝子発現の変化

細胞ががん化するとGlcNAcβ1→6Man分岐を合成する
N-アセチルグルコサミン転移酵素V（GlcNAcTV）の活性
や遺伝子発現が増加することが知られていたが，細胞のが
ん化に伴うβ4GalTの変動についての網羅的な解析は行わ
れていなかった．そこで我々はNIH3T3細胞とそれをポリ
オーマウイルスのmiddle T抗原遺伝子で形質転換させた細
胞をがん化細胞のモデルとしてβ4GalT1～6の遺伝子発現
を解析した．その結果，middle T抗原遺伝子の導入により
β4GalT2遺伝子の発現が低下し，β4GalT5遺伝子の発現が
増加することを見いだした 8）．さらにヒト由来の複数のが
ん細胞株でGlcNAcTVと二つのβ4GalT遺伝子の発現を比
較すると，β4GalT2遺伝子の発現はGlcNAcTVの発現と反
比例の関係に，β4GalT5遺伝子の発現は正比例の関係にあ
ることが判明した 9）．

図1 糖鎖抗原（A）とβ4GalTファミリー（B）
（A）多様な糖鎖抗原がN型やO型糖鎖さらにネオラクト系列糖脂質のGalβ1→4GlcNAc側鎖に発現する．a：ポリシ
アル酸，b：HNK抗原，c：ポリ-N-アセチルラクトサミン，d：O型抗原，e：A型抗原，f：B型抗原，g：Lex抗原，
h：シアリルLex抗原，i：Ley抗原，j：ラクトシルセラミド，k：ペプチド‒グリコサミノグリカン架橋領域．（B）
ヒトβ4GalTファミリーのタンパク質．個々の酵素において，■は膜貫通領域（TM），青色，緑色，赤色の領域は
ファミリーに保存されている領域を示す．Cはシステインを示し，その番号はタンパク質内での位置を示す．
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ヒト白血病細胞ではがんの悪性度の指標の一つである薬
剤耐性の獲得に，β4GalT1とβ4GalT5の遺伝子発現の増大
が関与している．これらの遺伝子発現が高くなるとヘッ
ジホッグシグナルが活性化され，膜輸送タンパク質であ
るP糖タンパク質や薬剤耐性関連タンパク質の発現が増大
する．実際，HL60細胞でβ4GalT1あるいはβ4GalT5の遺
伝子発現を人工的に高めると細胞は薬剤耐性を獲得する
こと，逆にβ4GalT1あるいはβ4GalT5の遺伝子発現を抑制
すると薬剤耐性細胞が薬剤への感受性を取り戻すことが
報告されている 10）．糖鎖がどのように機能しているのか
はわからないがきわめて興味深い知見である．HeLa細胞
でβ4GalT2の遺伝子発現を高めるとp53を介したアポトー
シスが誘導されること，さらにβ4GalT2遺伝子の転写因子
がp53であることから 11），がん細胞ではp53を不活性化し，
その結果β4GalT2遺伝子の発現が抑制され細胞のアポトー
シスを防いでいると考えられる．またβ4GalT3に関して，
遺伝子の高発現は脳腫瘍で細胞の移動や浸潤を促進し，一
方ヒト直腸がんでは細胞の転移を抑制することが報告され
ている 12, 13）．このような相違はがん細胞で固有のガラクト
シル化が特定の糖タンパク質で起き，さらに固有の糖脂質
が発現してくるためであると考えられ，これらがどのよう
な現象を支配しているのか解析が必要である．

4. がん細胞におけるβ4GalT遺伝子発現の改変とその
腫瘍形成能の変化

1） β4GalT2遺伝子の発現増強
細胞ががん化するとβ4GalT2遺伝子の発現が低下する．
そこで悪性度の高いB16-F10マウスメラノーマ細胞から
β4GalT2高発現細胞株を数株樹立した．これらの細胞はい
ずれも複数の細胞膜タンパク質で糖鎖のガラクトシル化が
亢進しており，さらに細胞密度が高くなると全体に細胞と
細胞の境界が明確になり，細胞間接着が回復してきたと思
われた．また，β4GalT2遺伝子の発現が対照の細胞株と比
較して2.5倍高いD4細胞株と対照の細胞株をC57BL/6マウ
ス皮下に移植すると，D4細胞でその腫瘍形成が著しく抑
制された（表1A）．形成された腫瘍組織を免疫組織化学的
に解析すると，D4細胞由来の腫瘍ではTUNEL陽性細胞が
出現しアポトーシスが誘導され，さらにCD31陽性の血管
内皮細胞が減少し血管新生が抑制されていることが見いだ
された 14）．これらの現象にはガレクチンが関与すること
が知られており，B16-F10細胞でβ4GalT2遺伝子の発現が
増大すると細胞膜タンパク質に結合した糖鎖のガラクトシ
ル化が亢進し，特定のガレクチンが結合あるいは結合でき
なくなり，上記の現象が誘導されたものと考えられる．

2） β4GalT5遺伝子の発現抑制
細胞ががん化するとβ4GalT5遺伝子の発現が増大する．
そこで上記と同様にB16-F10細胞へβ4GalT5アンチセンス
cDNAを導入し，β4GalT5遺伝子の発現を抑制した細胞株
を数個得た．これらの細胞ではLac-Cerの発現量が減少す
るとともに，Lac-Cerから派生するGM3の発現量も減少し
ていた．さらにこれらの細胞は培養系での増殖速度も減少
し，細胞密度が高くなると細胞間の接着が部分的にみられ
た．細胞株の中で対照と比較してβ4GalT5遺伝子の発現が
23％，65％抑制されたE4, E5細胞株と対照の細胞株をそれ
ぞれC57BL/6マウス皮下に移植すると，E4, E5細胞株での
腫瘍の形成が対照株と比較して有意に抑制され，その抑制
度はβ4GalT5遺伝子の発現抑制度と相関する傾向がみられ
た（表1B）．この腫瘍を上記と同様に免疫組織化学的に解
析すると，アポトーシスの誘導や血管新生の阻害に若干の
変化はみられるものの，むしろがん細胞で増殖を促進する
MAPK経路の情報伝達分子のリン酸化が抑制されている
ことが見いだされた 15）．Lac-CerはMAPK経路を活性化す
ることが知られているので，β4GalT5遺伝子の発現抑制が
Lac-Cer合成を抑制した結果と思われる．
上記の実験から，がん細胞の腫瘍形成能とβ4GalT5遺伝
子の発現レベルとの間に相関があると考えられた．しか
し，遺伝子を導入した細胞では導入遺伝子の脱落などが起
こり，安定した状態で維持することが難しいので，元々
のβ4GalT5遺伝子量の異なるβ4GalT5−/−，β4GalT5＋/−，

表1　β4GalT2センスcDNA（A）またはβ4GalT5アンチセンス
cDNA（B）を導入したB16-F10マウスメラノーマ細胞株の造腫瘍
能

A

細胞株 腫瘍形成 
動物の匹数

腫瘍径 
（mm）（n） p-値 a

B16-mock （C2） 10/10 13.1±0.8 （10）b

B16-β4GalT2 （D4） 8/10 5.1±1.1 （8） ＜0.01

B

細胞株 腫瘍形成 
動物の匹数

腫瘍径 
（mm）（n） p-値 c

B16-mock （C1） 10/10 13.3±0.5 （10）d

B16-β4GalT5 （E4） 10/10 10.4±0.6 （10） ＜0.05
B16-β4GalT5 （E5） 9/10 5.9±0.7 （9） ＜0.01

a C2細胞とD4細胞が造る腫瘍の平均サイズの比較における有
意差．c C1細胞とE4細胞およびC1細胞とE5細胞が造る腫瘍の
平均サイズの比較における有意差．b, d 数値は平均長±標準誤差
（匹数）．（A）は文献14からNature Publishing Groupの転載許可
を，また（B）は文献15からOxford University Pressの転載許可を
得て一部変更し掲載．
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β4GalT5＋/＋マウス由来のMEF細胞にポリオーマウイルス
のmiddle T抗原遺伝子を導入して細胞をがん化させ，そ
の性質を解析した．まずこれらの細胞の形質転換率を軟
寒天培地で増殖するコロニーの大きさ（体積）と数で解
析すると，その大きさと数はβ4GalT5−/−＜β4GalT5＋/−＜
β4GalT5＋/＋マウス由来のMEF細胞の順で高かった．次に
これらの細胞をヌードマウス皮下に移植し腫瘍形成能を解
析すると，上記の順に大きかった．以上の結果から，がん
細胞の腫瘍形成能はβ4GalT5の遺伝子量（コピー数）に比
例すると結論づけられた 15）．
しかしながら，この現象ではβ4GalT5遺伝子の最終産物

であるLac-Cer自身が重要であるのか，それともLac-Cerか
ら派生するGM3等の多様な糖脂質が重要であるのかは不
明である．ヒト好中球ではLac-Cerは細胞膜の脂質ラフト
に局在し細胞膜の機能を制御している知見があるので 16），
一般のがん細胞でもLac-Cerが脂質ラフトに存在し，そこ
に局在する細胞接着分子や増殖因子受容体の機能を制御し
ている可能性が考えられる．実際，対照細胞に比べフィブ
ロネクチンへの接着性が著しく低いβ4GalT5−/−マウス由来
のMEF細胞をLac-Cerを含む培地で培養し細胞膜に取り込
ませるとフィブロネクチンへの接着性が回復することか
ら，Lac-Cer自身が細胞膜でインテグリン分子の機能を制
御していることが考えられる（論文投稿準備中）．細胞膜
でLac-Cerの発現量が増えるとそれがどのような働きで細
胞の性質を変えうるのか，そのメカニズムの解明が今後重
要であり，それは細胞の異常な増殖のメカニズムを解き明
かす新たな出発点となるかもしれない．

Lac-Cerを合成する活性を有する酵素としてβ4GalT6
も存在するが，その発現レベルはβ4GalT5と比較し低
く，かつ細胞のがん化で遺伝子発現の変動はみられな
い．β4GalT5のノックアウトマウスは胎生致死となるが，
β4GalT6のノックアウトマウスには顕著な異常はみられず
生存できる．これら二つの酵素で合成されるLac-Cerに脂
肪酸の構造の違いを含めた相違があるのか，これもきわめ
て興味深い問題である．最近，多発性硬化症（中枢性脱髄
疾患）モデルマウスの炎症部位でβ4GalT6によるLac-Cer
の生合成が亢進し，これが炎症を促進することが報告され
ている 17）．このLac-Cerはβ4GalT5が生合成するものと質
的に異なるのか，あるいはこの炎症部位でβ4GalT6遺伝子
の発現が特異的に活性化されているのか，その転写制御の
メカニズムなどを解明する必要がある．

3） 二つのβ4GalT遺伝子の発現の改変
これまで述べてきたようにB16-F10細胞でβ4GalT2遺伝
子の発現を増大あるいはβ4GalT5遺伝子の発現を低下させ
ると，いずれも腫瘍形成が抑制され，これらは異なるメカ
ニズムで腫瘍の増殖を抑制していることが判明した．また

これらの遺伝子発現の変化は細胞のがん化に伴い観察され
るので，究極的にはがん細胞で二つの遺伝子の発現を同時
に制御すれば，より腫瘍形成を抑制できると考えられる．
実際，B16-F10細胞で二つの遺伝子を操作すると，単独で
遺伝子を操作した細胞よりさらに腫瘍形成が抑制される結
果が得られている（論文投稿準備中）．

5. β4GalT遺伝子によるヒト腫瘍の増殖抑制の試み

特定の遺伝子を導入しその発現が安定したがん細胞株を
動物に移植してその腫瘍形成を抑制できても，発生してき
た腫瘍へ遺伝子を均一に効率高く導入することは難しい．
何とかしてβ4GalT遺伝子を標的としたヒトのがん治療は
できないものであろうか．そこで千葉県がんセンター病理
部門の田川雅敏博士と共同研究を行い，SCIDマウス皮下
にヒト肝臓がん細胞を移植し5 mm大の腫瘍を造り，この
腫瘍へアデノウイルスベクターに組み込んだヒトβ4GalT2 
cDNAを注射器で複数箇所へ注入し，腫瘍の増殖を観察し
た．その結果，腫瘍の増殖は対照（アデノウイルスベク
ターのみ注入）に比べて有意に抑制された（図2）14）．こ
れらの腫瘍組織ではTUNEL陽性細胞の増加やCD31陽性
細胞の減少がみられたが，腫瘍全体で統計処理を行うと
遺伝子が注入されなかった領域も含まれるため有意差は
得られなかった．しかし，このことはもしヒトβ4GalT2 
cDNAを腫瘍へ均一に注入できる手法を開発すれば，その
増殖を有意に抑制することができることを示している．ま
たβ4GalT5遺伝子に関しても，そのアンチセンスcDNAや
siRNAを腫瘍に注入し効率的にβ4GalT5の発現レベルを低
下させれば，同様に腫瘍の増殖を抑制できる．細胞のがん
化ではタンパク質と脂質に結合した糖鎖に同時に変化が起
こるので，β4GalT2とβ4GalT5の二つの遺伝子の発現を制
御することが肝要である．

図2 ヒトβ4GalT2 cDNAを注入したヒト肝腫瘍の増殖活性
（A）SCIDマウスに移植した肝腫瘍の成長曲線（○：対照，●：
β4GalT2 cDNAを注入した腫瘍）．（B）β4GalT2 cDNAを注入し
たヒト肝腫瘍（25日目の右側腹部）．文献14からNature Pub-
lishing Groupの転載許可を得て一部変更し掲載．
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6. おわりに

1990年に米国でアデノシンデアミナーゼ（ADA）欠損
による重症複合免疫不全症（SCID）の患者に初めて遺伝
子治療が行われた．これは患者の血液から造血幹細胞を取
り出し遺伝子を導入し，体内へ戻すことにより行われた．
1995年に同じ疾患の患者で国内でも遺伝子治療が行われ
た．しかしながら，その後大量のベクター（遺伝子の運び
屋）を用いたことによる死亡例や，2002年にフランスで
実施されたX染色体連鎖重度免疫不全症患者への遺伝子治
療で白血病などの副作用が引き起こされたことから，遺伝
子治療は据え置かれてきた．その後新たなベクターの開発
が進み，遺伝子治療の有効性を示す研究も増え，欧州では
2012年に初めて遺伝子治療薬としてGlyberaが承認され，
リポタンパクリパーゼ（LPL）欠損症の患者に投与されて
いる．本稿で述べたように細胞のがん化で生じる糖鎖の構
造異常を修復すると腫瘍の増殖を多方面から抑制できるこ
とから，本糖鎖遺伝子（糖鎖を生合成する酵素をコード
する遺伝子）はがんの遺伝子治療薬として大いに期待でき
る．
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