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論文内容の要旨

【目的】

CD44 接着分子はヒアルロン酸をリガンドとする膜糖タンパク質であり、癌の転移や浸潤などと密接に関連してい

ることが知られている o このような CD44 の機能には糖鎖が重要な役割を担っていることも報告されており、癌の転

移における糖鎖構造の癌性変化の関与が示唆されてきた。一方、アスパラギン結合型糖鎖に見られる bisecting Nｭ

アセチルグルコサミン CGlcNAc) 構造の付加は糖鎖の癌性変化として最も高頻度にみられる構造の一つであるが、

この構造の付加が CD44 の機能をどのように変化させ、癌の転移能など癌細胞の性質を変えるのかについてはほとん

ど知られていな L 、 o bisecting GlcNAc 構造を付加する糖転移酵素である ß 1 、 4 -Nーアセチルグルコサミン転移酵

素 CGnT- ill) の癌転移などにおける役割や生理的意義などの解明を目指して、本研究室ではこれまで GnT-ill の

分離精製および遺伝子クローニジグを行い、その機能を解析してきた。本研究では、 bisecting G lcN Ac 構造の付加

による糖鎖癌性変化の癌転移における意義を CD44 の機能制御という点から明らかにするために、高転移性のマウス

B16 メラノーマ細胞株 B16-hm に GnT-ill 遺伝子を導入、高発現させた細胞株を樹立し、これを用いて CD44 を介

した細胞接着や癌細胞の転移に対する bisecting GlcNAc 構造の影響を解析した。

【方法】

β-actin プロモーターを持つ pCAGGS ベクターのクローニング部位にラット GnT-ill の cDNA を挿入し、これ

を GnT-ill 発現ベクターとした。高転移性のマウス B16 メラノーマ細胞株 B16- hm に electroporation 法により

GnT-ill 発現ベクターを導入し、高活性の GnT-ill を発現する三つのクローンを樹立した。一方 B16-hm 親株や

ベクターのみを導入したクローンでは GnT-ill 活性は検出されなかった。

この GnT-ill 高発現細胞株 Cpositive transfectant) を用いて(1) 抗 CD44 抗体による CD44 の免疫沈降物への

E-PHA レクチン Cbisecting GlcNAc 構造に特異的な親和性を示す)の結合、 (2) flow cytometry による細胞表面

での CD44 の発現量、 (3) 固相化ヒアルロン酸への接着と soluble ヒアルロン酸の細胞表面への結合および抗 CD44

抗体による接着の阻害、 (4) グリコシダーゼ処理による CD44- ヒアルロン酸に対する接着の感受性の変化、 (5) 同

種マウスへの皮下接種後の腫壌の進展、を解析し親株と比較した。

【成績】

抗 CD44 抗体による CD44 の免疫沈降物への E-PHA レクチンの結合は GnT-ill 高発現細胞株で著明に増加して
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いたが、 flow cytometry による細胞表面での CD44 の発現量は親株と変わらないことから、高発現細胞株では CD44

上の bisecting GlcNAc 構造が増加していると考えられた。固相化ヒアルロン酸への接着や soluble ヒアルロン酸の

細胞表面への結合は GnT-ill 高発現細胞株で増加し、これらの相互作用は抗 CD44 抗体で抑制されたことからヒア

ルロン酸への CD44 の接着能が GnT-ill 高発現細胞株で増加していると考えられた。親株はノイラミニダーゼと 3 ー

ガラクトシダーゼ処理によりヒアルロン酸への接着が減少したが、 GnT-ill 高発現細胞株ではほとんど変化せず、

さらに ß-N- アセチルヘキソサミニダーゼ処理することによりヒアルロン酸への接着が減少することがわかった。

このことから GnT-ill 高発現細胞株に観察された CD44 を介したヒアルロン酸への接着の増強には GlcNAc 構造が

重要であると考えられた。同種マウスへの皮下接種後に親株では牌臓への転移がみられないのに対して、 GnT-ill

高発現細胞株では牌臓への転移が見られた。この転移は接種前に細胞と CD44 の阻害抗体を反応させることによって

抑制された。

【総括】

以上の結果から、 GnT-ill 遺伝子導入による CD44 の bisecting GlcNAc 構造の増加は CD44 のヒアルロン酸への

結合能を増加させ、マウス B16 メラノーム細胞の牌臓への転移を促進させることがわかった。本研究では糖鎖によっ

て CD44 のような糖タンパク質の機能が調節されることを明らかにし、このような機序によって癌化に伴う糖鎖構造

の変化 C~、わゆる糟鎖の癌性変化)が、癌転移のような癌細胞の悪性度と密接な関連性をもつことを示唆した。

論文審査の結果の要旨

糖タンパク質の糖鎖の癌性変化は古くから知られており、近年それらを制御する糖転移酵素のいくつかがクローニ

ングされてきた。アスパラギン結合型糖鎖の分岐鎖構造 bisecting G lcN Ac の合成を触媒する β1 、 4-Nーアセチ

ルグルコサミン転移酵素 ill CGnT-ill) は肝癌や大腸癌細胞など、種々の癌細胞でその活性が上昇することが知られ

ている o しかし、 GnT-ill を含め糖転移酵素の活性化に伴う接着分子などの糖鎖改変とその生理機能に関する研究

は殆ど報告されていない。

本研究は、 GnT-ill 遺伝子を過剰発現させたマウス B16 メラノーマ細胞を用いて、近年癌の転移と深く関係があ

ると言われている接着分子 CD44 にターゲットをしぼり、ヒアルロン酸に対する接着能と m VIVO での腫蕩の進展か

ら検討したものである o GnT-ill によって糖鎖修飾された CD44 は、ヒアルロン酸への接着能を冗進させ、牌臓へ

の転移性を特異的に促進した。本論文は糖鎖遺伝子の導入により CD44 のもつ特定の糖鎖構造が接着能などの機能に

重要な役割を果たすことをはじめて明らかにしたものであり、基礎的にもまた臨床的にも、糖鎖のリモデリングによ

る癌転移の抑制への道を開く可能性がある o

以上の理由により本論文は学位の授与に値するものと考えられるo
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