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インテグリンのアスパラギン型糖鎖修飾の重要性と糖鎖による機能制御

伊左治 知弥

1. はじめに

インテグリンを介した細胞接着は細胞外マトリックス
（ECM）と細胞骨格の間の橋渡しをするだけではなく，細
胞外の情報を増殖・分化・生存などのシグナルに解釈
し，細胞内に伝えるために重要である．インテグリンは
αとβの二量体からなり，N結合型糖鎖（Asn結合型糖鎖）
の修飾を多く受ける分子である．N結合型糖鎖はAsn-X-
Ser/Thr（XはPro以外）のシグナル配列を小胞体のオリゴ
糖転移酵素が認識しAsn残基に付加される．N結合型糖鎖
の修飾はインテグリンのαβ二量体の形成，細胞表面への
発現，タンパク質の安定性などの品質管理に密接に関わっ
ている．一方，がん化することで細胞の糖鎖構造が変化す
ることがよく知られているが，N結合型糖鎖の修飾部位を
多数持つために，インテグリンは糖鎖変化の影響を鋭敏
に受ける．我々はこれまでインテグリンのN結合型糖鎖修
飾に注目し，N結合型糖鎖がタンパク質の安定性のみなら
ず，細胞接着や細胞移動を制御することを明らかにしつつ
ある．本稿では，インテグリンの糖鎖リモデリングによる
機能調節，がん細胞での糖鎖変化の機構，といったインテ
グリンの糖鎖修飾部位に着目した研究について紹介する．

2. 糖鎖リモデリングによるインテグリンの機能解析

我々のグループを含め複数のグループが，糖転移酵素の
発現量を変化させて人為的に糖鎖を改変させる手法（糖鎖
リモデリング）から，糖鎖がインテグリンを介した細胞接
着や細胞遊走を調節することを報告している．たとえば，
N-アセチルグルコサミン転移酵素V（GnT-V）の遺伝子発
現とその産物であるβ1,6GlcNAc分岐型糖鎖構造は転移性
の高いがん細胞で増加し，インテグリンを介した細胞遊走

を促進する 1）（図1A）．一方GnT-IIIはβ1,6GlcNAc分岐型糖
鎖構造を抑制し，インテグリンを介した細胞接着，細胞遊
走および focal adhesion kinase（FAK）のリン酸化を低下さ
せ，がん転移抑制的に働くと考えられる 1）（図1B）．イン
テグリンの活性化には分岐型構造に加えて，糖鎖末端に付
加する酸性糖であるシアル酸との関連が指摘されている．
特に，β1インテグリン上のα2-6結合でシアリル化された
N結合型糖鎖は，マウス乳がん組織においてFAKのリン酸
化を亢進させて上皮細胞の脱分化に関わることが示唆され
ている 2）．興味深いことに，α2-6結合のシアリル化N結合
型糖鎖が少ない細胞株にGnT-IIIを過剰発現するとインテ
グリンのα2-3結合のシアル酸が低下し，細胞遊走が強く
阻害されたが（図1B），シアル酸転移酵素ST6GAL1を過
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図1 GnT-V, GnT-IIIおよびシアル酸転移酵素によるN結合型糖
鎖の修飾の過程と細胞移動に及ぼす影響
GnT-VとGnT-IIIは分岐型糖鎖構造を決定する鍵酵素である．
GnT-Vの発現が上昇しているがん細胞株ではβ1-6GlcNAc分
岐型の糖鎖が増加して，細胞遊走が促進される．インテグリ
ン，カドヘリン，マトリプターゼなどがGnT-Vの基質となる．
α2-3結合でシアル酸を転移するST3GAL4はβ1-6GlcNAc分岐し
た糖鎖に付加しやすいことが酵素学的に知られている．GnT-
IIIの産物であるbisecting GlcNAcはインテグリン，EGFR，カ
ドヘリンなどでみられる．bisecting GlcNAcの修飾があると
β1-6GlcNAc分岐型の糖鎖が減少することで，細胞遊走は抑制
される．しかし，α2-6結合でシアル酸を転移するST6GAL1を
bisecting GlcNAcの構造が多い細胞に過剰発現するとGnT-IIIに
よる細胞遊走の抑制は打ち消される．
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剰発現させてα2-6結合のシアリル化を増やすとGnT-IIIの
細胞遊走の阻害作用が消失した 3）（図1C）．このことはN
結合型糖鎖による細胞遊走の調節にはβ1,6GlcNAc分岐型
糖鎖構造と末端のシアリル化の両方が重要であることを示
している．

3. がん遺伝子GOLPH3によるβ1インテグリンの糖鎖
変化による細胞遊走の調節

糖鎖構造は糖転移酵素や糖鎖分解酵素の発現量，ドナー
基質，ターゲットタンパク質の濃度，酵素の局在などさ
まざまな要因で変化する．実際，GnT-VやST6GAL1遺伝
子の発現量はc-Ets-1などのがん遺伝子産物やRasタンパ
ク質あるいはmiRNAなどで調節されることが報告され
ている 4）．一方，糖転移酵素の局在を制御するタンパク
質Vps74pが最近出芽酵母において報告された．Vps74pは
糖転移酵素のゴルジ体におけるアンカリングに必要で，
VPS74遺伝子をノックアウトした出芽酵母はマンノースを
含む糖鎖修飾が減少していた 5）．興味深いことに，VPS74
遺伝子のヒトにおけるオルソログはGolgi phosphoprotein 3
（GOLPH3）遺伝子であり，GOLPH3はさまざまな固形が
んにおいて増加しているがん遺伝子産物であることが明ら
かになった 6）．GOLPH3はトランスゴルジからの小胞輸送
や細胞表面受容体のリサイクリングを促進し，mammalian 
target of rapamycin（mTOR）やAKTシグナルを増強するこ
とが報告された 6）．
がん細胞においてGOLPH3がAKTシグナルを増強する

ことから，GOLPH3は細胞移動やN結合型糖鎖を変化させ
ることが予想された．がん細胞においてGOLPH3はコア
2分岐形成β-1,6-N-アセチルグルコサミン転移酵素と相互
作用しO結合型糖鎖を介した細胞間接着を制御することが
報告されたものの，GOLPH3とN結合型糖鎖修飾の関連は
不明であった 7）．そこで，我々は，N結合型糖鎖構造やイ
ンテグリンを介した細胞遊走に注目してGOLPH3遺伝子の
ノックダウン細胞を解析した．我々は，ECMをトランス
ウェルに固定化したBoyden chamberアッセイを細胞遊走の
解析に用いている．この細胞遊走は抗インテグリンβ1抗
体でほぼ完全に阻害されるためインテグリン依存的な細胞
遊走だと考えることができる．この系を用いると予想どお
り，GOLPH3ノックダウン細胞では細胞遊走が著しく低下
しており，この細胞遊走の低下はGOLPH3遺伝子の再導入
により回復した．ノックダウン細胞ではインテグリンの発
現量は変化しなかったが，シアリル化N結合型糖鎖構造が
特異的に低下していることがわかった．出芽酵母のVps74p
とがん細胞のGOLPH3は共通して糖鎖の制御に関わるが，
酵母のVps74pはマンノース糖転移酵素と相互作用する一
方で，がん細胞のGOLPH3は酵母には存在しないシアル

酸転移酵素（ST6GAL1およびST3GAL4）と相互作用して
いた．GOLPH3遺伝子をノックダウンして，N結合型糖鎖
のシアリル化が減少した細胞にシアル酸転移酵素である
ST6GAL1を過剰発現すると，インテグリン依存的な細胞
遊走が回復した．インテグリン上のシアリル化N結合型糖
鎖を変化させ，がん細胞の転移・浸潤に促進的に働くとい
うまったく新規な分子機構であると考えられる 8）（図2）．
我々の報告の直後にST6GAL1の細胞質内の塩基性アミノ
酸がGOLPH3との相互作用に関わることが報告された 9）．
これらのことから，GOLPH3は糖転移酵素を制御すること
で細胞の移動能を制御することが明らかとなった．

4. TGF-βによるEMT誘導時の結合型糖鎖の変化

N結合型糖鎖は上皮間葉転換（EMT）においても重要
であると考えられる．インテグリンを介した細胞移動は
EMTを起こして転移するがん細胞と深いつながりがあ
る．マウス細胞株においてトランスフォーミング増殖因子
β（TGF-β）によってEMTを誘導すると，シアリル化N結
合型糖鎖が著しく増加した．この原因はST6GAL1をコー
ドするSt6gal1遺伝子の発現増加であった．St6gal1のプロ
モーター領域に転写因子SP1が結合することで遺伝子発
現が亢進して，その結果シアリル化N結合型糖鎖が増加
した 10）．さらに，乳がん細胞株（MDA-MB-231細胞）で
ST6GAL1をノックダウンするとEMT誘導は低下し，β1イ
ンテグリンを介した細胞遊走も著しく低下していた．興味
深いことに，シアル酸の動態を詳細に解析すると，EMT
は複数の過程から構成されており，シアリル化N結合型糖
鎖の亢進は細胞質ATP濃度が上昇するEMT後期の成熟化

図2 ゴルジ体に存在するがん遺伝子産物GOLPH3によるN結
合型糖鎖の変化とインテグリンの機能調節
GOLPH3とシアル酸転移酵素，PI4Pが特異的に相互作用して
（A），インテグリンなどのさまざまな糖タンパク質上のα2-6結
合シアリル化N結合型糖鎖修飾を増加させる（B）．細胞表面の
N結合型糖鎖変化の相乗効果によって細胞内のAKT経路などの
シグナルが劇的に変化することでがん悪性化を促進する（C）．
Isaji, T., et al. （2014）. J. Biol. Chem., 289, 20694‒20705より改変．
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過程であることが報告された 11）．複数のインテグリン分子
種がシアリル化N型糖鎖のターゲットとして同定されてい
る．したがって，EMTによって生じるインテグリン分子
種の糖鎖リモデリングは，がん転移に重要であると考えら
れる．

5. インテグリンN結合型糖鎖変異体の機能スクリーニ
ング

糖転移酵素の基質特異性は広く，基質になる糖鎖は細胞
全体に分布している．そのため，糖転移酵素の過剰発現や
ノックアウトによる糖鎖リモデリング解析は細胞全体の
糖鎖の構造が変化してしまうため，機能調節メカニズム
の詳細は不明な点が多い．その解決手段の一つとして特
定の糖タンパク質に注目した以下のアプローチを行った．
我々は，インテグリンに付加しているN結合型糖鎖の機能
の詳細を明らかにするためα5β1インテグリンのN結合型
糖鎖付加モチーフに変異を導入して，細胞表面への発現や
細胞接着に関わる糖鎖の付加位置をスクリーニングした．
α5β1インテグリンはα鎖に14か所，β鎖に12か所の糖鎖
付加モチーフがあり，その複数に変異を導入した糖鎖変異
体をそれぞれインテグリンα5鎖欠損細胞（CHO-B2），お
よびβ1鎖欠損細胞（GE11）に導入して解析した（図3A）．
α5鎖のβプロペラドメインの糖鎖付加は細胞接着に 1）（図
3B），β1鎖の I-likeドメインの糖鎖は二量体の形成や細胞
表面への発現に必須であることがわかった 1）（図3C）．さ
らに，GnT-IIIによる細胞遊走阻害にはα5鎖のβプロペラ
ドメインにある4番目の糖鎖変化が特に関与することがわ
かった 1）．これらの詳細な検討によって，インテグリンの
N結合型糖鎖は修飾部位によって，細胞接着・遊走や細胞
表面への発現といった特徴的な機能を持っていることが示
唆された．実際にインテグリンと細胞外マトリックスの結
合の際にインテグリンのN結合型糖鎖部分が結合をガイド
しているようすがX線結晶構造解析によってとらえられ，
糖鎖やその構造変化が分子間相互作用に重要な役割を果た
していることが確認された 12）．
インテグリンを介する細胞遊走・増殖・生存シグナル

は単独で働くものではなく，インテグリンとさまざまな
受容体が複合体を形成して調節すると考えられる．事実，
EMARS法（細胞膜上で分子間相互作用を生化学的に可視
化する方法）を用いて，β1インテグリンの近傍に増殖因
子受容体が存在することが明らかになっている 13）．さら
に，β1インテグリン遺伝子をノックアウトしたがん細胞
では細胞移動がほぼ完全に喪失するだけでなく，生存シグ
ナルや多くの受容体を介するシグナルが著しく低下してい
た 14）．興味深いことに，ごく最近の糖鎖変異体を用いた解
析から，インテグリンの細胞膜近傍にあるN結合型糖鎖は

上皮増殖因子受容体（EGFR）やリピッドラフトとの相互
作用に関与し，特定の付加位置のN結合型糖鎖がEGFRと
複合体を形成することでがんの形成を抑制していることを

図3 N結合型糖鎖修飾の変異体の作製と細胞接着，細胞表面
の発現の比較
（A）インテグリンα5鎖とβ1鎖のN結合型糖鎖修飾モチーフの
位置と糖鎖欠損変異体．（B）細胞接着に重要なα5鎖のN結合型
糖鎖修飾の位置．α5鎖欠損細胞（CHO-B2）に各種α5変異体
を導入した．Δ1-5変異体ではまったく細胞が伸展できなかっ
た．一方で野生型（WT）およびS3-5では伸展がみられた．（C）
細胞表面への発現に重要なβ1鎖のN結合型糖鎖修飾の位置．
β1鎖欠損細胞（GE11）に各種β1変異体を導入した．WTおよ
びS4-6では細胞表面にβ1インテグリンが発現してたが，Δ4-6
では膜表面への分布がみられなかった．Isaji, T., et al. （2006）. 
J. Biol. Chem., 281, 33258‒33267, Isaji, T., et al. （2009）. J. Biol. 
Chem., 284, 12207‒12216より改変．

図4 N結合型糖鎖を介した細胞増殖の抑制機構
インテグリンα5鎖の細胞膜近傍の糖鎖（Calf domainにある11
番目の糖鎖）がある場合（左），インテグリンα5β1はEGFRや
リピッドラフトと糖鎖を介した複合体を形成する．EGF刺激
後のEGFRのエンドサイトーシスやシグナル経路が阻害される
ために細胞増殖が抑制される．一方で，インテグリンα5鎖が
発現していない場合や細胞膜近傍の糖鎖がない場合（右），多
くのEGFRはα5鎖とは独立しており，EGFの刺激により十分
な増殖シグナルが伝わり，細胞増殖を促進する．Hang, Q., et 
al. （2015）. J. Biol. Chem., 290, 29345‒29360より改変．
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見いだした（図4）15）．

6. おわりに

接着分子インテグリンのN結合型糖鎖をモデル分子とし
て取り上げた研究から，インテグリンの糖鎖は細胞移動
の調節に重要であること，その糖鎖変化はがんの悪性化
やEMTの過程において重要であること（図1）が明らかに
なった．さらには，インテグリンの特定の位置の糖鎖修飾
に注目することで（図2）糖鎖は細胞接着や細胞遊走の制
御のみならず細胞表面の糖鎖を介した複合体形成に対して
も重要で，細胞のシグナルを制御していること（図3）が
明らかになった．糖鎖構造が異なる細胞株で同様の解析を
行うと細胞増殖の抑制は弱くなるため，膜近傍の特別な構
造が重要であると考えられる．今後，複合体に関わる重要
なN結合型糖鎖の構造や糖鎖を介した相互作用の様式を明
らかにすることで，N結合型糖鎖の重要性をより深く明ら
かにしてゆきたい．
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