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論文内容の要旨

【背景と目的】タンパク質の糖鎖は細胞の発生，分化，接着，増殖の制御に関与し，個々の糖鎖構造は固有の糖転移

酵素の作用により生合成される。タンパク質の糖鎖合成を糖鎖合成阻害剤や site directed m u tagenesis などによっ

て抑えると細胞内輸送が阻害されるという報告がみられるが，特定の糖鎖構造の機能を論じたものはない。 N ーアセ

チルグルコサミン転移酵素ill (GnT-ill) は， N型糖鎖のコアの部分に作用し Bisecting GlcNAc 構造を作る。本酵

素は正常の肝臓にはほとんど発現していないが，肝癌において強発現する。また Gn'l、 -ill の過剰発現がメラノーマ

の肺転移を抑制したり， B型肝炎ウイルスの発現を抑制することから， Bisecting G lcN Ac 構造のもつ生物機能は非

常に多彩なものと考えられる。しかし GnT-ill は種々のサイトカインでは誘導されず，内因性の GnT-ill を活性化

するメカニズム，その産物である Bisecting G lcN Ac 構造糖鎖の生物機能は不明であった。本研究では， adenylyl 

cyclase activator であるフォルスコリンがラット肝癌細胞において Gn'l、 -ill の遺伝子発現を増強させることを見い

出し，細胞表面の糖タンパク質の輸送に関して検討した。

【材料と方法】細胞株としては，種々の肝癌細胞 HuH 6 , HuH 7 , Hep3B , M31 とラットおよびマウスの初代培養

肝細胞を用いた。 GnT-ill の酵素活性は，既報に従い蛍光標識した糖鎖を基質とし，ホモジナイズした細胞と反応後

HPLC で解析した。遺伝子の発現はノザンプロット法で，糖鎖構造の解析はレクチンブロ y ト (E 4 -PHA , L 4 -

PHA, ConA, SSA) , フローサイトメーター，蛍光染色法にて行った。 0-50μMのフォルスコリンを細胞に添加し，

経時的に GnT-ill の活性変化， mRNA の発現，細胞の糖鎖構造の変化を検討した。さらに個々の糖タンパク質の糖

鎖構造，細胞内輸送を検討するため，細胞表面の糖タンパクとして Lamp- 1 ， β-glucuronidase， r -GTP，分泌

タンパクとして ceruloplasmin， α- fetoprotein を免疫沈降後， レクチンプロット， ウエスタンブロットで検討した。

また，細胞内における糖タンパク質の分布を知るため， Opti -Prep を用いて細胞分画を行いレクチンプロットで解

析した。

【結果】フォルスコリン添加後12時間で， GnT-ill の酵素活性，遺伝子発現はピークに達した。 GnT-ill の誘導は H

uH 6 , M31 とラットおよびマウスの初代培養肝細胞に見られたが， M31で最も顕著だったため以後の検討はこの細

胞を用いた。糖鎖構造の解析からは， GnT-ill の活性化にともない細胞全体の Bisecting GlcNAc 構造糖鎖の数が増
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加したが，細胞表面での数は逆に低下した。つまり活性化した GnT- III により合成された Bisecting GlcNAc 構造の

糖鎖をもっ糖タンパク質は細胞内に蓄積すると考えられた。この変化はフォルスコリンの濃度依存性に見られたD 次

に細胞分画法により，それらのタンパク質の局在を検討すると，ゴ、ルジ装置， ライソゾーム分画に多く存在すること

がわかった。個々のタンパク質で検討すると，分泌タンパクである ceruloplasmin と α- fetoprotein は Bisecting

GlcNAc が付加されるにもかかわらず培養液中にコントロールと同様に分泌されるが，細胞表面の糖タンパクである

Lamp-1 ， β-glucuronidase， r -GTP は Bisecting GlcNAc が付加されて，細胞表面への輸送が阻害された。

【総括】本研究により，癌化，癌転移と関連が深い糖転移酵素 GnT- III が， adenylyl cyclase activator であるフォ

ルスコリンにより誘導されることが明らかとなった。さらに，その時生合成された Bisecting G lcN Ac 構造の糖鎖を

もっ糖タンパク質は，選択的に細胞内輸送が阻害されていることが明らかとなった。 Bisecting G lcN Ac 構造の糖鎖

を認識するレクチンの存在が近年注目されており，本研究の今後の展開が期待されるO

論文審査の結果の要旨

近年，多くの糖鎖遺伝子がクローニングされ，糖鎖の研究は急速な進歩を遂げた。中でも N ーアセチルグルコサミ

ン転移酵素皿 CGn1、- III) は，癌化と関連が深い糖転移酵素として注目され，遺伝子の 5' 構造が解析されたにもか

かわらず，誘導因子に関しては長らく不明であった。本研究では第一に， cAMP activator であるフォルスコリンが

GnT-III を遺伝子レベルで発現増強させることを見い出した。また，糖鎖が糖タンパク質の細胞内輸送に関与してい

るという論文は多いが，本研究のように特定の糖鎖構造が細胞内輸送に関係している可能性を示したものはない。第

二に， フォルスコリンによって誘導された Bisecting G lcN Ac 構造をもっ糖タンパク質がゴルジ装置とライソゾーム

に蓄積することを見い出した。近年， Bisecting G lcN Ac 構造を認識するレクチンの存在が強く示唆され，本研究に

見られた生命現象が今後新たな展開を見せる可能性があるo

以上の理由によって本論文は医学博士の学位を授与するに値すると認定する o
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