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論 ⽂ 内 容 要 旨（和⽂） 

学位論⽂
題名 

Glycosylation controls cooperative PECAM-VEGFR2-b3 integrin 
functions at the endothelial surface for tumor angiogenesis 
腫瘍の⾎管新⽣は糖鎖依存的な PECAM-VEGFR2-β3インテグリン 
複合体機能で調節される 

がんの血管新生阻害を目的として、VEGF(血管内皮細胞増殖因子) / VEGFR (血管内
皮細胞増殖因子受容体)経路をターゲットにした阻害剤の開発が試みられている。効
果的な薬剤開発のためには腫瘍血管新生に関する知見を蓄積することが重要である。 
本研究では、以下に述べるように、糖鎖依存的な腫瘍血管新生の調節機構を明らか

にした。シアル酸転移酵素の一つである ST6Gal I はシアル酸 a2,6 ガラクトース糖
鎖末端を生合成する。ST6Gal Iを欠損した St6gal 1 -/- マウスにルイス肺癌細胞を接種
すると、腫瘍内血管の内皮細胞がアポトーシスを起こし、血管新生が減少することを

示した。我々は、ST6Gal Iを欠損させると血管内皮細胞の接着分子である PECAM(血
小板内皮細胞接着分子)の膜表面上における安定性が減少することを示した。本研究
では、ST6Gal I欠損の条件下では PECAM-VEGFR2-b3インテグリンの複合体の機能
低下が見られることを示した。具体的には、St6gal1 -/- マウスから単離した血管内皮
細胞の膜表面において PECAM-VEGFR2複合体が消失することが示された。さらに、
VEGF の細胞内への取り込み及び VEGFR2 依存性のシグナルの上昇がみられた。ま
た、St6gal1 -/- 血管内皮細胞において細胞−細胞外マトリックス間の接着低下に伴うア
ポトーシス、すなわちアノイキスの上昇が観察された。このことから、a2,6-シアル酸
残基の欠損により、細胞−細胞外マトリックス間の接着に関わるインテグリンのシグ

ナルの調節不全が示唆された。また、本来 PECAMを発現していない細胞に PECAM
を発現させると細胞膜表面のb3 インテグリン量が増加した。このことは、血管内皮
細胞の膜表面の PECAM 量とb3 インテグリンの細胞表面量の関連を示唆している。
これらの結果から、α2,6シアル酸残基の欠損により、PECAM-VEGFR2-b3インテグ
リン複合体の血管内皮細胞膜表面での安定性が減少し、その結果、異常なシグナルが

細胞内に伝達され、腫瘍の増大が停滞することが明らかとなった。 
 

（oncogene、2018 年 5 ⽉ 2 ⽇、37 巻、4287-4299） 
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略語 

EGFR 

FAK 

FBS 

GV 

HUVECs 

ITIM 

LLC 

LSEC 

MCAM 

PBS 

PECAM 

PFA 

PLA 

PolyHEMA 

SHP2 

STSP 

TJA-1 

T-PER buffer 

VCAM 

VE-カドヘリン 

VEGF 

VEGFR 

VWF 

: Epidermal growth factor receptor 

: Focal adhesion kinase 

: Fetal bovine serum 

: Glomeruloid vessel 

: Human umbilical vein endothelial cells 

: Immunoreceptor tyrosine inhibitory 

: Lewis Lung carcinoma 

: Liver sinusoidal endothelial cells 

: Melanoma cell adhesion molecule 

: Phosphate-buffered saline 

: Platelet endothelial cell adhesion molecule 

: Paraformaldehyde 

: Polyligation assay 

: Poly 2-hydroxyethyl methacrylate 

: Src homology-2 domain phosphatase 

: Staurosporine 

: Trichosanthes japonica agglutinin 1 

: T-PER Tissue Protein Extraction Reagent 

: Vascular cell adhesion molecule 

: Vascular endothelial cell cadherin 

: Vascular endothelial growth factor 

: VEGF receptor 

: Von Willebrand factor 
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序論 

 
血管内皮増殖因子受容体（VEGFR）は受容体チロシンキナーゼの一種であり、

血管内皮細胞に主に発現している糖タンパク質である。血管内皮細胞の増殖・遊

走の促進などに関与している。腫瘍組織においては、リガンドである血管内皮増

殖因子（VEGF）の発現が上昇し、病的血管新生を促進している。また、転移や、

悪性化の過程にも関与している。主にVEGF/VEGFR経路を標的とする腫瘍血管

新生阻害剤は多くの癌患者の無増悪生存期間を延長させてきたが、生存期間全

体の有効性という面では効果は限定的と言える[1, 2]。この原因の一つとして考

えられるのが、低酸素微小環境下においては癌細胞の代謝が再プログラミング

されて抗血管新生治療に抵抗性を示すことである[3]。中でも特に、細胞接着分

子の発現変化などを含む一連の血管内皮応答は抵抗性に関する原因の一つとさ

れている[4]。プロテオグリカンや糖タンパク質に結合している糖鎖はグライコ

カリックスと呼ばれる炭水化物に富んだ層を形成して、血管内皮細胞を厚く覆

っていることが知られている[5]。また炎症反応や免疫反応を担う血小板や白血

球と血管内皮細胞との接着は血管内皮細胞上の糖鎖と血小板や白血球のセレク

チンが関与しているとされている[6]。しかしながら、増殖因子受容体や細胞接

着分子が持つ糖鎖が生理的血管新生や病的血管新生にどのように関与している

かはほとんど明らかにされていない[7]。最近、腫瘍由来のガレクチン-1が血管内

皮細胞上のVEGFR2が持つ糖鎖に結合し、VEGFのようにシグナル伝達を活性化

して血管新生を促進するという大変興味深い報告がなされた[8]。さらに、もう

一つの興味深い報告では、機能的なVEGFR2複合体にグリコサミノグリカンの一

種であるヘパラン硫酸が同定され、VEGFに依存した細胞の増殖がヘパラン流酸

の発現量に依存するということを示している[9,10]。これらの知見から、糖鎖依

存的なVEGFR2の機能が血管新生をコントロールしていることが示された。

a2,6-シアル酸とはN型糖鎖のガラクトースに酸性糖であるシアル酸がシアル酸

転移酵素ST6Gal I によってa2,6-結合で付加された糖鎖の一種である（Fig. 1）が、

サイトカイン処理することで血管内皮細胞が持つこのa2,6-シアル酸が増加する

ことをいくつかの論文が報告している[11,12]。 

PECAMは免疫グロブリンスーパーファミリーに属する糖タンパク質で、主に

血管内皮細胞や血小板に発現している接着分子である。細胞質領域にITIMモチ
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ーフを持ち、ITIM内のチロシンのリン酸化によってSHP2がリクルートされ、抑

制性シグナルを細胞内に伝達する。また、PECAMは相互的に結合することでシ

グナルを細胞内に伝達することも知られている。PECAMが持つa2,6-シアル酸を

シアリダーゼNeu 1で除去すると、in vitroでの血管内皮細胞のチューブ形成に異

常が生じる[13]、さらに、a 2,6-シアリル化が欠損するとVCAM-1依存性の接着が

促進することが報告されている[14]。これらの結果、血管内皮細胞の接着特性は

a 2,6-シアリル化によって積極的にコントロールされていることを示していると

考えられる。 

インテグリンは細胞表面に存在するタンパク質で、細胞と細胞外マトリック

スをつなぐ接着因子である。また、細胞接着や細胞移動にも関与する。a鎖とb

鎖が結合した二量体から成り、細胞外マトリックスや特異的なタンパク質と結

合すると、FAKタンパク質がリン酸化され、細胞内にシグナルを伝達する。

VEGFR2は病的血管新生の重要な調節因子としてb3インテグリンと機能的複合

体を形成することが知られている[15]。またPECAMやVE-カドヘリンとはシアー

ストレスセンサーとして複合体を形成し、血管の恒常性を維持する役割を果た

している。血流に起因するシアーストレスはこのセンサーを介して、細胞骨格の

分布や量を変化させて、血管内皮細胞の形態や配列や運動に影響を及ぼすこと

が知られている[16]。さらにPECAMはアポトーシスを阻害するシグナルを細胞

内へと伝達する機能を担っているが、この機能を果たすためにはPECAMが相互

作用することが必要であることが知られている [17-20]。PECAMはいくつかの

a2,6-シアリル化されたN型糖鎖を持っており、近年、PECAMはa2,6-シアリル化

糖鎖を認識するレクチン活性を示すことが明らかとなった[21, 22]。PECAM内の

N型糖鎖付加部位は生物種により異なるが[23]、N末端側のIgドメイン1と2にあ

るホモフィリック結合境界面に存在する[24]。このことは、ホモフィリックな

PECAMの結合をa2,6-シアリル化糖鎖が調節していることを示唆している。さら

に、a2,6-シアリル化の欠損はPECAMの細胞膜表面での安定性を減少させ、ミト

コンドリア依存性アポトーシス刺激への感受性を増加させていることが報告さ

れている[4, 22]。これらの知見から、a2,6-シアリル化はPECAM-VEGFR2-b3イン

テグリン複合体の細胞表面における協働的な機能を調節している可能性を示唆

している。 

	 本研究では、a2,6-シアリル化欠損マウスにおいて、腫瘍内血管内皮細胞のア

ポトーシスが亢進することで腫瘍血管新生が減退することを示している。この
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ことから、a2,6-シアリル化依存的な血管新生複合体は腫瘍の血管新生を阻害す

るための新しい治療標的になることが期待できる。 
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方法 

ヒトサンプル 

ヒトの脳のアストロサイトーマ（星状細胞腫）グレード IVのパラフィン切片

は US Biomax Inc. から購入した。 

 

マウス 

St6gal 1 -/- マウス[32]は Dr. Jamey D. Marth（カリフォルニア大学サンタバーバ

ラ校）より提供された。 

全ての動物実験は理化学研究所動物実験ガイドラインに準拠して実施した。 

 

細胞培養と発現プラスミド 

マウスの肝臓からの血管内皮細胞（LSEC）の単離は、抗 CD146（MCAMま

たはMUC18、血管内皮細胞特異的分子）抗体を架橋したヒツジ anti- rat IgGダ

イナビーズ（Thermo Fisher）を用いて実施した[21, 25]。マウスから取り出した

肝臓をコラゲーナーゼ処理により細胞を分散させた後、30 % Histodenz/PBSに

懸濁し密度勾配法によって肝細胞を取り除いた。その後、肝細胞を取り除いた

細胞溶液を抗 CD146抗体ビーズと反応させ、血管内皮細胞のみを拾い上げた。

単離した血管内皮細胞は、10 % FBSと 50 µg/ml endothelial mitogen（Alfa Aesar）

を添加した DMEM/F12（Thermo Fisher）培地中で培養した。LLC細胞（LLC1, 

CRL-1642, ATCC）は 10 % FBSを含む DMEM（Wako）培地中で培養した。ヒト

臍帯静脈内皮細胞（HUVECs、Lonza）は 2 % FBS と EGMTM-2 SingleQuotsTM 

supplements（Lonza）を添加した EBMTM-2培地（Lonza）中で培養し、4継代の

間に使用した。CHO-K1細胞は 10 cm培養ディッシュ上で 10 % FBSを含むa-

MEM培地中で培養した後、ヒト PECAM-pcDNA[22]、ヒト ST6Gal I-pcDNA[21]

またはコントロール pcDNA プラスミド（5 µg）をポリエチレンイミン MAX

（Polysciences）を用いて遺伝子導入した[26]。チューブに DNA : ポリエチレン

イミンMAX=1 : 4の比率で混和し、室温で 20分反応させ、その後、混和溶液

を 50-80 % コンフルになった細胞プレートに滴下した。24時間後、遺伝子導入

した細胞を実験に用いた。 
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腫瘍モデル 

St6gal 1 +/- マウス同士の交配によって得た週齢の一致した ST6Gal 1 +/+（野生

型 : WT）もしくは St6gal 1 -/-（knockout : KO）マウス（どちらも C57BL/6Nを

背景としており、それぞれ n = 8で解析した）の背部皮下にルイス肺癌細胞（LLC、

2×106個）を接種した。3 日もしくは５日ごとにノギスで腫瘍サイズ幅を計測

し、そこから標準式（幅 2×長さ×0.52）[27]を用いて腫瘍体積を算出した。動

物実験規定通りに、マウスは腫瘍が 5 cm3に達する前に安楽死処置した。また、

腫瘍接種後 24日目には全てのマウスの腫瘍を取り出した後、安楽死処置した。

取り出した腫瘍の重量を計測し、4 % PFA/PBSで固定し、その後 30 % スクロ

ースで置換したのち、Tissue-Tek OCT compound（Thermo Fisher）で包埋し、-80 ℃

で保管した。また、同様の方法で得た腫瘍を用いて、パラフィン切片も作製し

た。パラフィン切片は 4 µm、凍結切片は 50 µmの厚さで薄切した。 

 

リアルタイム PCR 

血管内皮細胞の総 RNAは TRIzol reagent（Thermo Fisher）を用いて抽出し、そ

の内の 1 µgの RNAを用い、ランダムヘキサマーを使用して SuperScript III First-

Strand Synthesis System（Thermo Fisher）で逆転写した[28]。PECAMに対するプ

ローブ（Thermo Fisher, Mm01242584_m1）と VEGFR2に対するプローブ（Thermo 

Fisher, Mm01222421_m1）は、5’-末端を蛍光レポーター色素 FAMで、3’-末端を

クエンチャー色素MGBで標識されたたものを使用した。rRNAに対するプロー

ブ（Thermo Fisher, 4308329）は 5’-末端をレポーター色素 VICで、3’-末端をクエ

ンチャー色素 TAMRA で標識されたものを使用した。標的遺伝子の発現量は２

度測定し、rRNA発現量と比較して相対定量法で算出した。 

 

蛍光免疫染色と免疫組織染色 

パラフィン中に包埋したマウスの腫瘍切片は 10 分間キシレンに浸すことで

脱パラフィンし、次に、一連の濃度（100 %、95 %、 70 %）のエタノールにて

再水和した後、ヘマトキシリン・エオジン染色し、組織学的解析に用いた。蛍光

免疫染色には凍結切片を用いた。凍結切片は、5 %ヤギ血清/PBSで 30分間ブロ

ッキングした後、１次抗体溶液中で室温で1時間もしくは4 ℃で一晩反応させ、

その後、PBS で 5 分間振とうさせた後に溶液交換する作業を 3 回行って洗浄し

た。続いて、２次抗体溶液中で室温で 1時間反応させた後 PBSで 3回洗浄し、
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染色した。各実験で使用した 1 次抗体、２次抗体とレクチンについての詳細は

表１に記載した。抗 VWF 抗体で染色した腫瘍切片は NanoZoomer Digital 

Pathology（浜松ホトニクス）で画像を取得した。また、ヘマトキシリン・エオジ

ン染色した腫瘍組織は KEYENCE BZ-X700 で観察した。その他の染色切片は

Olympus FV-1000 共焦点顕微鏡を用いて画像を取得した。画像の定量解析には

MetaMorphソフトウェア（Olympus）もしくは FV-10ASW ver. 1.7ソフトウェア

（Olympus）を用いた。ヒト脳のアストロサイトーマのパラフィン切片は抗原賦

活化処理のために 120 ℃でオートクレーブ処理を行った。TJA-1 レクチン染色

では、チラミドシグナル増幅（TSA）法によりシグナル増幅を行なった。まず、

腫瘍切片を 3 %過酸化水素/PBS 溶液中に浸し、内在性ペルオキシダーゼをブロ

ックした後、tyramide signal amplification kit（TSA Biotin System ; Thermo Fisher）

に付属のブロッキング溶液で処理した。その後、抗 PECAM 抗体/ブロッキング

溶液中で 4 ℃で一晩反応させた。次いで、PBSで 3回洗浄した後、ビオチン化

された TJA-1レクチン/Alexa546-donkey anti-mouse IgG/DAPI（1:1000）溶液中で

1 時間反応させた。PBS による洗浄を 3 回行い、ストレプトアビジン-ホースラ

ディッシュ・ペルオキシダーゼ（Horseradish peroxidase; HRP）で 1時間反応させ

た後に 3 回 PBS で洗浄操作し、その後 Alexa488 標識チラミド溶液（1:100）で

10 分間反応することで、チラミドにより増感したTJA-1シグナルを可視化した。 

 

免疫蛍光抗体法 

St6gal 1 +/+ もしくは St6gal 1 -/- マウスから単離し、コラーゲンコートした 8ウ

ェルチャンバースライドで培養した血管内皮細胞は PBSで洗い、4 %PFA/PBSで

30分間もしくは氷冷したメタノールで 10分間反応することで固定した。固定し

た後、必要に応じて、1 % Triton X-100/PBSで 30分間振とうし透過処理を行なっ

た。つぎに、5 % ヤギ血清/PBSでブロッキングを行い、その後１次抗体溶液中

で振とうし、PBS による洗いを 3 回行った。次いで、蛍光標識した二次抗体溶

液で振とうし、染色を行なった。各実験で使用した 1次抗体、２次抗体とレクチ

ンについての詳細は表１に記載した。 

 

近接ライゲーション解析（PLA） 

コラーゲンコートした 8 ウェルチャンバースライド上で培養した HUVEC に

a2,6-シアリル化二分岐 N-型糖鎖（0.5もしくは 2 mM、伏見製薬所）を添加もし



 11 

くは添加せずに、18時間培養した後、PBSで細胞を洗い、4 % PFA/PBSで固定

した。透過処理は必要に応じて、0.3 % Triton X-100/PBS中で 30分間行なった。

抗 PECAM抗体と抗 VEGFR2抗体溶液中で振とうし、次いで、Duolink in situ PLA 

probe anti-mouse PLUS溶液/-rabbit MINUS（Sigma Aldrich）溶液中で振とうした。

その後の手順は製造元のプロトコールに従い実施した。 

 

フローサイトメトリー 

ヒト PECAMとヒト ST6Gal Iを過剰発現させた CHO細胞を回収し、FACS溶

液（1 % BSA, 0.1 % NaN3/PBS）で懸濁した。１次抗体溶液中で 4℃で 30分間振

とうし、PBSによる洗浄を 3回行った。次いで蛍光標識 2次抗体溶液中で 4℃で

30分間振とうし、染色を行い、その後、FACS Calibur（BD Biosciences）でフロ

ーサイトメトリー解析を行なった。 

 

In vitroチューブ形成アッセイ 

St6gal 1 +/+ もしくは St6gal 1 -/- マウスから単離した血管内皮細胞を用いたチュ

ーブ形成アッセイを行った[29]。未重合のマトリゲル（BD Biosciences）を

DMEM/F12（1 : 1）培地で希釈し、24ウェルプレートに 300 µl/wellずつ分注し、

37 ℃で 30分間重合反応を行なった。50 ng/mlマウス VEGF-A（R&D Systems）

を含む 1 mlの培地で細胞（2×105個）を懸濁し、懸濁した細胞を重合したマト

リゲル上に蒔き、3時間もしくは 6時間インキュベートした。2 µlの calcein-AM

（1 mg/ml）を加え細胞を染色した後、チューブ形成を観察した。チューブの長

さは血管新生イメージアナライザーソフト（KURABO）で測定した。 

 

創傷治癒アッセイ（Wound healing assay） 

St6gal 1 +/+ もしくは St6gal 1 -/- マウスから単離した血管内皮細胞（3継代目）

を 50 ng/ml mouse VEGF-Aを添加した DMEM/F12（1 : 1）培地中に 4×105個/ml

の濃度で懸濁し、細胞懸濁液を culture insert（Ibidi）のインサート部分に 70 µlず

つ蒔いた。細胞が接着した後にインサートをはずし、1時間ごとに写真を撮影し

た。それぞれの写真で計測場所を 5 ヶ所選択し、移動距離を計測し解析を行な

った。 
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VEGFR2の内在化 

マウス VEGF-Aを Alexa Fluor 555 protein labeling kit（Thermo Fisher）で標識し

た。St6gal 1 +/+ もしくは St6gal 1 -/- マウスから単離した[21] LSECを、無血清培

地で 16時間培養した。そこに、Alexa標識した VEGF-A（終濃度 4 µg/ml）を添

加し、30分培養した。その後、温めた無血清培地で細胞を洗い、4 % PFA/PBSで

固定した細胞を共焦点顕微鏡で観察した。 

 

In vitroでのアポトーシスの誘導と定量 

コラーゲンコート 8ウェルチャンバースライド上で培養した ST6Gal 1 +/+ もし

くは ST6Gal 1 -/- マウス由来の LSEC（1.75×105細胞/well）を 1 µM STSPで 3時

間処理もしくは 10 µg/ml 抗 Fas抗体（#610198, BD Transduction Laboratories）で

6 時間処理もしくは LLC 細胞を培養した培地中で 0.5 時間培養することでアポ

トーシスを誘導した[18]。アポトーシスを誘導した細胞は抗 cleaved caspase-3抗

体溶液中で振とうし、PBSによる洗浄を 3回行った。次いで Alexa546標識 2次

抗体溶液中で振とうし、染色を行った。染色された細胞は Olympus FV-1000を用

いて顕微鏡解析にて cleaved caspase-3の画像を取得し、cleaved caspase-3の蛍光

シグナル強度を FV10-ASW ver. 1.7 ソフトで定量した。 

 

アノイキス	 アッセイ 

St6gal 1 +/+ もしくはSt6gal 1 -/- マウス血管内皮細胞をpolyHEMA（Sigma Aldrich）

コートした 96 well カルチャープレートに 1-5×105細胞/well で蒔き、それぞれ

0、2、6、24時間インキュベーションした。その後、生細胞を染色するために 1µg

の calcein-AM（Thermo Fisher）を添加し、死細胞を染色するために EthD-1（Thermo 

Fisher）を添加した後、30分振とうすることで細胞を染色した。生細胞と死細胞

は蛍光顕微鏡で観察した。 

 

シアリダーゼ処理 

コラーゲンコートした 8well チャンバースライドもしくは 10 cm 培養プレー

ト上で培養した HUVEC を Opti-MEM で 3 回洗い、Opti-MEM で希釈した V. 

cholera シアリダーゼ中（免疫蛍光解析では 10 milliunits/ml で 30 分、ウェスタ

ンブロット解析では 25 milliunits/mlで 1時間）でインキュベートした。Opti-MEM

と PBSで細胞を洗った後に 4 % PFA/PBSで 30分間細胞を固定し、蛍光免疫染
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色を行った。 

 

ウェスタンブロッティング 

組織溶解液と細胞溶解液、さらに免疫沈降物は 5-20 % ポリアクリルアミドゲ

ルで泳動分画し、ニトロセルロース膜に転写した。その後、5 % スキムミルク/ 

0.1 % Tween 20/TBS でブロッキングを行い、１次抗体溶液中で室温で 1 時間も

しくは 4℃で一晩反応した後、0.1 % Tween 20/TBSで 3回洗浄作業を行った。次

いで HRP標識 2次抗体溶液中で室温で 1時間反応させることで目的タンパク質

を検出した。各実験で使用した 1 次抗体、２次抗体とレクチンについての詳細

は表１に記載した。検出したシグナル強度はルミノ・イメージアナライザー 

LAS-4000（GE Healthcare）を用いて定量した。 

 

リン酸化アレイ 

St6gal 1 +/+ もしくは St6gal 1 -/- マウス血管内皮細胞を polyHEMAコートした

培養プレート上で 30分間インキュベートした後回収し、キットの製造元のプロ

トコールに従い細胞溶解液を作成した。細胞溶解液は Proteome Profiler Mouse 

Phospho-RTK Array Kit（R&D Systems）のプロトコールに従い解析を行った。検

出したシグナル強度はルミノ・イメージアナライザー LAS-4000（GE Healthcare）

を用いて定量した。 

 

免疫沈降と SSAレクチン沈降 

マウス肺と血管内皮細胞はプロテアーゼ阻害剤（Complete Protease Inhibitor 

Cocktail、Roche）を含む T-PER buffer（Thermo）に懸濁した後、超音波破砕機を

用いて溶解した。また、マウスの肺組織は Complete Protease Inhibitor Cocktail を

含む TBSでホモジナイズし、105,000 ×gで 35分間超遠心した。沈降物をプロ

テアーゼ阻害剤を含む T-PER buffer に懸濁した後、超音波破砕機を用いて溶解

しミクロソーム画分とした。ミクロソーム画分（1 mg タンパク）に 5 µg の抗

VEGFR2 抗体もしくは抗 FITC 抗体もしくは 30 µl の Sambucus sieboldiana 

agglutinin（SSA）-アガロース（Cosmo Bio）を添加し、2時間振とうした。抗原

−抗体複合体もしくはレクチンと結合した糖タンパク質を沈降させるために、30 

µlの protein G-Dynabeads（Thermo Fisher）を加えた。その後、洗浄を行い、沈降

物はウェスタンブロット解析を行なった。 
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Enzyme-mediated activation of radical sources（EMARS）解析 

これまでアリルアジド基は紫外線によって活性化されることが知られていた

が、HRPが作用するとアリルアジド基は分解されて（EMARS反応）、近傍のタ

ンパク質のアミノ酸と共有結合するような中間体（ナイトレンラジカル）を生じ

る。EMARS解析[30]は、この反応を利用した解析である。まず、生きた細胞の

標的タンパク質に HRP 標識抗体を結合させておき、その後 FITC-アリルアジド

を添加すると HRP 標識された標的タンパクによって、FITC-ナイトレンラジカ

ルを生じる。生じた FITC-ナイトレンラジカルは標的タンパク質の近傍のタンパ

ク質のアミノ酸に結合するため、FITC標識された標的タンパク質近傍の分子は

抗 FITC抗体によって、容易に検出することができる。 

詳しくは、10 cm培養プレート上で培養した St6gal 1 +/+ もしくは St6gal 1 -/- マ

ウス血管内皮細胞を 25 µg の抗 PECAM 抗体（MEC13.3）/PBS 溶液中で 25 ℃ 

20 分間振とうした。その後 PBS で洗い、15 µg の HRP-conjugated anti-rat 

antibody/PBS と 0.1 mM FITC-アリルアジド /PBS 中で 25 ℃ 20 分間振とうし

た。さらに PBSで洗った後、プロテアーゼ阻害剤を含む T-PER bufferで溶解し

た、細胞溶解液を抗 PECAM抗体もしくは抗 FITC抗体で反応させ免疫沈降を行

なった。免疫沈降物は 5-20 % ポリアクリルアミドゲルで泳動分画し、蛍光イメ

ージャーで FITCを検出、もしくはウェスタンブロット解析を行なった。 

 

統計 

Student’s t-testsはMicrosoft Excelで行なった。多群間解析は GraphPad Prismを

用いて行なった。 
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結果 

ST6Gal 1 -/- マウスでは腫瘍血管新生が減退している 

ST6Gal I欠損が in vivoにおける腫瘍の増大にどのような影響を及ぼすかを調

べるため、LLC細胞を St6gal 1 +/+ と St6gal 1 -/- マウスの背部皮下に接種した。

接種後 10 日まで、2 種類のマウス間で腫瘍の増大に差はみられなかった（Fig. 

2a）。しかしながら、2週間後（接種後 14日）くらいから、St6gal 1 -/- マウスに

接種した腫瘍の増大に明らかな遅滞が観察された（Fig. 2a, b）。腫瘍をヘマトキ

シリン・エオジン染色すると、St6gal 1 -/- マウスのから取り出した腫瘍では、

St6gal 1 +/+ と比較して、ネクローシス部の割合が有意に大きいことが明らかにな

った（Fig. 2c, d）。増殖している腫瘍の中で血管新生がうまくいっていないと、

腫瘍細胞がネクローシスを起こすことがわかっており[31]、このことから、St6gal 

1 -/- マウスで腫瘍血管新生が減退しているのではないかと予想した。血管内皮細

胞を観察するため抗 VWF抗体で腫瘍切片を蛍光免疫染色すると、St6gal 1 -/- マ

ウスの腫瘍では腫瘍内の血管形成がほとんど観察されなかった（Fig. 2e, f）。

St6gal 1 -/- マウスは正常に成長し、各組織にも B細胞の異常以外は報告されてい

ないため[32]、St6gal 1 -/- マウスでは、生理学的な血管新生ではなく腫瘍の血管

新生に異常が見られるということがわかった。 

 

St6gal 1 -/- マウスの腫瘍では血管内皮細胞のアポトーシスが上昇している 

がん細胞において ST6Gal I発現が上昇しており、がん組織中の ST6Gal Iの発

現上昇は予後不良と関連性があるとされている [33]。そのため、我々はまず、

St6gal 1 +/+ と St6gal 1 -/- マウス内の腫瘍細胞の ST6Gal Iの発現量に差異がない

ことを確かめた（Fig. 3a）。血管内皮細胞では ST6Gal Iは比較的発現が高いため 

[11, 21]、St6gal I -/- マウスにおいて腫瘍内の血管新生が減退しているのは血管内

皮細胞のアポトーシスが上昇しているためではないかと考えた。そのため、これ

ら２種類のマウスから取り出した腫瘍において、非常に感度の高いアポトーシ

スマーカーであるポリ（ADP-リボース）合成酵素の切断型（cleaved PARP）[34]

と PECAM（血管内皮マーカー）のシグナルを見るために蛍光免疫染色を行った。

その結果、St6gal 1 -/- マウスの腫瘍内血管の方が抗 cleaved PARP抗体で染まって

いる割合が有意に高いことがわかった（Fig. 3b, c）。次に、様々なアポトーシス

刺激に対する St6gal 1 -/- 血管内皮細胞の感受性を見てみることにした。腫瘍内環



 16 

境を模倣するため LLC 細胞を培養した培養液を St6gal 1 -/-血管内皮細胞に加え

ると、St6gal 1 +/+ に比較して非常に高い caspase-3活性を示した（Fig. 3d）。さら

に内因性ミトコンドリア依存性アポトーシス誘導剤である STSP や外因性アポ

トーシス誘導剤である Fasリガンドを加えても、St6gal 1 -/- 血管内皮細胞でより

高い caspase-3活性が見られた（Fig. 3d, e）。PECAMは外因性ではなく内因性の

アポトーシス刺激に対して抵抗性を示すことが知られている[21]。そのため、

PECAM レクチンのリガンドであるa2,6-シアル酸が欠損している場合は、機能

的 PECAM 複合体に異常が生じることで、外因性および内因性のアポトーシス

刺激に対して感受性が増加するのでないかと仮定した。そのため、次に、PECAM

以外にa2,6-シアル酸を持つような、機能的な血管内皮因子に着目することにし

た。 
 

St6gal 1 -/- 血管内皮細胞では VEGF/VEGFR2依存的シグナルが上昇する 

VEGFR2は PECAMと機能的複合体を形成することが知られており[16]、また

VEGFR2の N型糖鎖はa2,6-シアリル化されていることも報告されている[8]。実

際に SSAレクチンを用いた沈降実験で、VEGFR2にa2,6-シアル酸が含まれてい

るということを確認したので（Fig. 4a）、次にa 2,6-シアリル化がどのように

VEGF/VEGFR2 シグナル伝達に影響を及ぼしているかを試験することにした。

VEGFは in vitroでも in vivoでも血管新生を促進する主要因子である[35]。まず

in vitro での VEGF/VEGFR2 依存的な血管新生測定系として、VEGF 存在下で

St6gal 1 +/+ と St6gal 1 -/- 血管内皮細胞の細胞遊走をみるために創傷治癒アッセイ

を行なった。その結果、St6gal 1 -/- 血管内皮細細胞で St6gal 1 +/+ 細胞より 3倍も

高い遊走能を示した（Fig. 4b, c）。次に、VEGFを添加したマトリゲル上に St6gal 

1 +/+ と St6gal 1 -/- 血管内皮細胞を植え付け、in vitroでのチューブ形成アッセイ

を行なった。どちらの細胞においても 6 時間後には毛細血管様の密な網目構造

を形成したが、3時間後では St6gal 1 -/- 血管内皮細胞のみが緩い網目構造を形成

し、St6gal 1 +/+ 細胞に網目構造は全く観察されなかった（Fig. 4d）。3時間後の時

のこれらの網目構造の長さを定量解析したところ、St6gal 1 -/- 血管内皮細胞の方

がより長く網目構造を形成することがわかった（Fig. 4e）。これらの結果から、

a2,6-シアリル化の欠損により VEGF依存性シグナルが上昇することがわかった。

近年の報告によるとVEGFR2が内在化されるとVEGFR2の下流のシグナルが伝

達される[36]。そのため、St6gal 1 -/- 血管内皮細胞における VEGF依存的シグナ
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ルの上昇は、VEGFR2 の内在化の増加によって起こり得る可能性があると考え

た。そこで、VEGF-A の細胞内への取り込みは、主に VEGFR2 によって行われ

ていることを利用し[36]、蛍光標識した VEGF-A の取り込みを St6gal 1 +/+ と

St6gal 1 -/- 血管内皮細胞とで比較した。その結果、VEGF-Aの取り込みを示す蛍

光スポットが St6gal 1 -/- 血管内皮細胞の核周辺で St6gal 1 +/+ よりも顕著に多く

観察された（Fig. 5a, b）。VEGF/VEGFR2のシグナル伝達機構には正のフィード

バック機構が存在する。つまり、VEGFR2 は VEGF と結合し、核へと移行する

ことで VEGFR2の発現が上昇するとされている[37]。そこで、単離直後の St6gal 

1 -/- 血管内皮細胞に比べ、継代を繰り返した St6gal 1 -/- 血管内皮細胞では

VEGFR2 の発現が相対的に高くなっているのではないかと予想して実験を行っ

た。その結果、単離直後の新鮮な St6gal 1 +/+ と St6gal 1 -/- 血管内皮細胞で測定し

た VEGFR2と PECAMの発現量はほとんど同じであった（Fig. 5c）。しかし、こ

れら２種類の血管内皮細胞を VEGF 存在化で 2 週間培養すると、St6gal 1 +/+ 細

胞に対して、St6gal 1 -/- 血管内皮細胞でのみ VEGFR2 の発現量が２倍も増加し

ているということがわかった。これらの結果もまたa2,6-シアル酸が欠損すると

VEGF/VEGFR2 シグナル伝達が上昇するという結果を支持していると考えられ

る。 

	 VEGFR2と複合体を形成する分子の一つである[16]PECAMの膜表面上での安

定性の低下は、St6gal 1 -/- 細胞で VEGFR2の内在化とシグナル伝達亢進を引き起

こす原因となっている可能性がある[21]。弱い結合で相互作用している様な

PECAM 近傍の分子を同定するために、EMARS 解析を行なった。EMARS 解析

とは細胞が生きている状態で細胞膜上の標的分子の近傍に存在する分子を同定

するために、近年確立された技術である。St6gal 1 +/+ と St6gal 1 -/- 細胞ともに抗

PECAM抗体、HRP標識 2次抗体そして FITC-アリルアジド[30]を用いて解析を

行なったところ、St6gal 1 +/+ 細胞でのみ 250 kDaと 300 kDaの 2つの FITC陽性

シグナルが観察された。（Fig. 5d上）。250 kDaのシグナルに対応するタンパクは

VEGFR2であることが予想された。そこで、FITC標識された分子の同定を試み

た。まず、抗 FITC抗体で免疫沈降されてきた FITC標識タンパクのうちの一つ

が、St6gal 1 +/+ 細胞でのみ抗 VEGFR2抗体によって検出された。これはつまり、

PECAM-VEGFR2複合体が St6gal 1 -/- 細胞の膜表面では減少していることを示唆

している。しかし、これら２種類のマウス肺ミクロソームで行なった共沈実験に

おいては、PECAM-VEGFR2共沈量は同程度であった（Fig. 5e）。 これは、St6gal 
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1 -/- 細胞の細胞膜表面上の PECAMが減少しているため、EMARS解析では HRP

標識された PECAMはほとんど存在せず、EMARS反応が膜表面で起こらなかっ

たためと考えられる。一方、St6gal 1 +/+ 細胞においては PECAMが細胞膜上に留

まっていられるため、HRP標識された PECAMの近傍の分子が FITC標識された

ということを示唆している（Fig. 5d）。次に、PECAM-VEGFR2 複合体を直接観

察するために、近接ライゲーション解析を行なった。その結果、透過処理を行わ

ない HUVECの膜表面に PECAM-VEGFR2複合体を観察することができた（Fig. 

5f）。また、透過処理を行うと PECAM-VEGFR2複合体シグナルが増加した。こ

れは定常状態でも複合体が内在化するということを示唆している。さらに

PECAM はシアル酸、特にa2,6-シアル酸を特異的に認識するようなレクチンで

あり、PECAM-PECAM相互作用もシアル酸が重要であることが報告されている。

そのため、PECAM の相互作用を競合的に阻害するためにa2,6-シアリル化糖鎖

を細胞に添加し、PECAM-VEGFR2量の変化を観察した。その結果、添加量依存

的に内在化 PECAM-VEGFR2量が著しく増加した（Fig. 5g）。これらの結果から、

PECAM-VEGFR2 複合体はa2,6-シアル酸欠損下でも安定ではあるが、より内在

化しやすいということが考えられた。 

 

細胞内へ生存シグナルを伝達するためにa2,6-シアリル化はインテグリンを細胞

膜表面に保持する役目を果たしている 

St6gal 1 -/- マウスにおける腫瘍血管新生の減退は VEGF/VEGFR2 シグナル増

加では説明し難いため、我々はインテグリンと呼ばれるa2,6-シアリル化した分

子に着目することにした（Fig. 4a)。インテグリン-VEGFR2シグナル伝達経路は

病的血管新生に関与するとされているので、St6gal 1 -/- 細胞における PECAM-

VEGFR2 複合体の内在化が増加することでインテグリン依存性のシグナル伝達

に影響を及ぼす、もしくは細胞外マトリックスとインテグリンと結合が不適切

になる、またはアノイキスとして知られている細胞死[38]を引き起こしたりする

かもしれないと考えた。接着斑キナーゼ（FAK）が焦点接着部位にリクルートさ

れることと、それに続いて起こる Tyr 397の自己リン酸化（pFAK-Y397）はイン

テグリン依存的シグナル伝達のマーカーである[39]ことから、まず St6gal 1 +/+ と

St6gal 1 -/- 血管内皮細胞を抗 pFAK-Y397 抗体で免疫染色してみることにした。

すると、St6gal I -/- 細胞で焦点接着の増加が見られた（Fig. 6a, b）。次に、アノイ

キスによって誘導される細胞死を評価するため、St6gal 1 +/+ と St6gal 1 -/- 血管内
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皮細胞を polyHEMA コートした培養プレート上に蒔いた。両種の細胞を同じ密

度で単一の細胞になるようにして、プレート上に蒔いたところ、6時間後には楕

円体状の凝集体を形成し始めた。さらに 24時間後では、St6gal I  -/- 細胞の方が

明らかに凝集体が小さく、calcein-AM陽性の生細胞に対して EthD-1陽性の死細

胞の割合が非常に高いことがわかった（Fig. 6c, d）。この結果は、a2,6-シアル酸

の欠損が血管内皮細胞のアノイキスを促進するような異常なインテグリンシグ

ナルを引き起こしていることを示唆している。アポトーシス上昇の分子メカニ

ズムを更に解析するため、同時に 39種のマウス受容体チロシンキナーゼのリン

酸化を検出することができる、リン酸化アレイを行なった。その結果、St6gal 1 
-/- 細胞で上皮成長因子受容体（EGFR）のリン酸化が上昇していた（Fig. 6e）。以

前に血管内皮細胞から酵素的にシアル酸を除去すると、PECAMの相互的な結合

が失われ、アポトーシスシグナルが上昇することが報告されていた[22]。実際に、

血管内皮細胞をシアリダーゼ処理することによりカスパーゼ活性が上昇するこ

とを確認した（Fig. 6f）ので、血管内皮細胞をシアリダーゼ処理し、シアル酸を

除去することで同様に EGFRのリン酸化が上昇するかを確認したところ、EGFR 

Y1173 のリン酸化が上昇していることを見出した（Fig. 6g）。インテグリンは

EGFRシグナル伝達により調節されていることがすでに知られている[40]。また、

所属研究室は以前に血管内皮細胞に ST6Gal Iを過剰発現させると PECAMの細

胞膜表面での発現量が増加することを見出している[21]ことから、本来 PECAM

を発現していない細胞に PECAM を異所性に発現させると、細胞膜表面でb3 イ

ンテグリンが保持されるのではないかと予想して実験を行った。内在性a2,6-シ

アリル化酵素と PECAMを欠損している CHO細胞にヒト PECAMを過剰発現さ

せると、ST6Gal Iの発現の有無にかかわらず、b3インテグリンの細胞膜上での

発現量が増加した（Fig. 6h）。また ST6Gal Iの有無にかかわらず、過剰発現した

PECAMは CHO細胞の膜表面で保持されることもわかった。これらのことは細

胞膜表面上の PECAMはb3 インテグリンを細胞膜表面上に保持させることがで

きることを示唆している。 

 

グリオーマ（神経膠腫）で特徴的な肥厚した血管内皮ではa2,6-シアリル化が増

加している 

もし、a2,6-シアル酸が腫瘍内血管新生にとって決定的な生存因子の一つであ

るならば、血管内皮細胞におけるa 2,6-シアル酸の増加は腫瘍の中でも観察され
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るであろうと考えた。神経系の ST6Gal I発現は無視することができるほど少な

いため[21, 41]、脳腫瘍組織切片を用いた。脳における血管内皮のa 2,6-シアリル

化は TJA-1レクチンで容易に検出することができるので、PECAMと TJA-1レク

チンのシグナルを解析した。脳の正常な血管（Fig. 6i 下パネル）と比較すると、

星状細胞腫では腎糸球体様血管（GV）が TJA-1で強く染色される（Fig. 6i 上パ

ネル）。その結果、a 2,6-シアリル化糖鎖がヒトの脳腫瘍内血管で上昇しているこ

とが確認された。 
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考察 

この研究において、a2,6-シアリル化が欠損すると、VEGF/VEGFR2 とインテ

グリン依存性シグナルの異常なシグナル伝達を引き起こし、さらに腫瘍血管内

皮細胞のアポトーシスを引き起こし、そのことが腫瘍血管新生と腫瘍増大の減

退につながることを発見した。St6gal 1 -/- 細胞は内因性（例、STSP依存的）、外

因性（例、 Fas 依存的）アポトーシス刺激のどちら対しても高い感受性を示し

た。つまり、PECAMのリガンドであるa2,6-シアリル化の欠損は、抗アポトーシ

ス分子である PECAMの機能を減退させる。一方で、PECAMの欠損は外因性の

Fas 依存性アポトーシス経路に影響を及ぼさないことがわかっている[18]。これ

らのことから、a2,6-シアリル化の欠損は PECAM 以外のいくつかの膜糖タンパ

ク質に影響を及ぼしていることが示唆される。Fas受容体はa2,6-シアリル化され

ているため、癌細胞におけるa2,6-シアリル化の欠損が Fas 依存性アポトーシス

に対する感受性を増加させているとの報告[42]から、同様のことが血管内皮細胞

でもおきているのでないかと考えた。エンドソームへの Fas の細胞内輸送はア

ポトーシスシグナル伝達を伝播するとされている [43]。a2,6-シアリル化の欠損

により Fas の細胞膜表面での安定性が減退していることが推測されたが、血管

内皮細胞における Fasの発現量は低く[44]、血管内皮細胞に発現している Fasの

生化学的解析は困難であり詳細な解析は行わなかった 

St6gal 1 -/- 血管内皮細胞において、a2,6-シアル酸依存的な PECAM同士の相互

作用は欠失している。このことは PECAM-VEGFR2 複合体の膜表面における安

定性の低下につながり、次いで異常なシグナル伝達を引き起こす（Fig. 7）。

VEGFR2もまたa2,6-シアリル化しているにもかかわらず、a2,6-シアリル化糖鎖

の欠損細胞、もしくはa2,6-シアル酸依存的結合を競合阻害するためにa2,6-シア

リル化糖鎖を細胞に添加しても PECAM-VEGFR2 複合体は保持されていた。こ

れは、この複合体の結合は糖鎖非依存的な結合が主体であることを示唆してい

る。また、VEGFR2シグナルを促進すると、St6gal 1 -/- 血管内皮細胞において in 

vitro実験では血管新生が亢進していたが、一方で、腫瘍の血管新生は St6gal 1 -/- 

マウスで減退していた。これは、インテグリンが中心的役割を担う[38]アノイキ

スアッセイで、St6gal 1 -/- 血管内皮細胞で細胞死の亢進が観察されたことから、

インテグリンが細胞外マトリックスと結合できなくなることによって生じるア

ポトーシスが強く誘導され[45]、腫瘍血管新生の減退が引き起こされたと考えら
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れる。所属研究室では、a2,6-シアリル化が欠損していると、PECAMのリン酸化

が増加し、タンパク質チロシンフォスファターゼ 2含有 Srcホモロジー2ドメイ

ン（SHP2）が PECAM にリクルートされることを見出している[21]。本研究で

は、アノイキスがどのように受容体チロシンキナーゼのリン酸化量の変化につ

ながるかを調べた結果、EGFRがリン酸化することを同定した。EGFRはこれま

でにがんの血管新生と転移をブロックする様な治療の標的とされている[46, 

47]）。興味深いことに、Morello等はb1 インテグリンが細胞膜上での EGFRの効

率的な代謝に必要であると報告している[40]。 

	 血管内皮細胞における膜糖タンパク質の不安定性を説明するためのいくつか

のメカニズムの 1 つとして、a2,6-シアル酸特異的レクチンである PECAM の細

胞膜上からの欠失が、PECAMと一緒にいるようなパートナー分子たちの内在化

の促進につながることを示した（Fig. 7）。共沈実験では、PECAM-VEGFR2複合

体はa2,6-シアル酸非依存的に結合していることを示し、CHO細胞での異所性の

PECAM 発現によってa2,6-シアル酸非依存的にb3 インテグリンの膜表面量が増

加することも示した。これらの事実は、PECAM-VEGFR2- b3インテグリンの複

合体形成にはa2,6-シアル酸は必要ではないことを示している。つまり、a2,6-シ

アリル化が血管内皮細胞膜表面における PECAM のホモフィリック結合に関与

しているとするならば、VEGFR2やb3インテグリンのようなパートナー分子の

細胞表面への局在化をa2,6-シアリル化した PECAM が決めており、それによっ

て、それ等の分子のシグナル伝達や血管内皮細胞の生存も調節しているという

興味深い構図が見えてくる。加えて、異所性の PECAM 発現はb3 インテグリン

の細胞膜上における安定性を向上させていること、ST6Gal I発現のない CHO細

胞の表面に過剰発現した PECAMが保持されることから、PECAMが安定的に細

胞膜表面で発現するためにa2,6-シアル酸が必要であるというのは血管内皮細胞

の特徴であることが考えられる。 

	 ガレクチンはシアル酸を持たないガラクトース末端糖鎖に結合する[49]。

VEGFR2[8]とインテグリンがa2,6-シアリル化しているとガレクチン-1、3が結合

できなくなり[48, 49]、競合的に PECAM とこれらの糖タンパクの複合体形成が

細胞膜表面で増加し、抗アポトーシス作用を伝達する。逆に、a2,6-シアリル化

が欠損していると、ガレクチン-1、3の結合は促進し、ガレクチンと VEGFR2は

複合体を細胞外に形成し、血管新生を促進する [50]。これらのことから、 

PECAM とガレクチン-1、3 のレクチン作用はどちらも細胞の生存に重要である
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と言える。 

腫瘍で血管内皮アポトーシスを引き起こすような VEGF/VEGFR2 とインテグ

リンの異常なシグナル伝達はa2,6-シアリル化の欠損によって生じる。近年、ほ

とんどの血管新生阻害剤は VEGF/VEGFR2 シグナル経路を標的にしていること

を考えると、a2,6-シアリル化は抗血管新生治療戦略としての新規の標的になり

得る。また、癌組織における ST6Gal I発現の上昇は、一般的に臨床状態が不良

であることと関係が深い[33]。以上のことから、本研究で示した結果は、a2,6-シ

アリル化を標的にすることは新規でかつ効率的な抗がん剤開発につながる可能

性を示唆している。しかしながら、St6gal 1 -/- マウスは B細胞に異常があるため

[32]、ST6Gal I阻害剤は免疫学的な副作用を示すかもしれない。所属研究室では、

現在、PECAMの糖鎖標的を模倣した化合物を用いてスクリーニングを行なって

おり、これらの化合物が PECAMアンタゴニストとして作用し、血管新生阻害剤

となることが期待される。 
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図および表	

表 1. 本研究で⽤いた抗体とレクチン 

 
  

 

 

1(�/���� 2+(�/����  -��%9

Endothelial markers
Rabbit Anti-VWF Alexa 488-donkey anti-rabbit
(Dako, #A0082, 1:100) (Thermo Fisher, A11008, 1:100 )
Rat anti-mPECAM(MEC13.3) Alexa488-donkey anti-rat
(Biolegend,#102502, 1:100) (Thermo Fisher, A11006, 1:100 )
Rabbit anti-VEGFR2 HRP-conjugated anti-rabbbit
(Cell Signaling, #2479, 1:1000) (GE Healthcare, NA934, 1:1000)
Goat anti-mPECAM HRP-conjugated anti-goat
(Santa Cruz, #sc1506, 1:1000)

Rabbit anti-VEGFR2 conjgated sepharose ".,8 Figure 4e
(Cell Signaling, #5168 )
Rabbit anti-VEGFR2 Duolink PLA probe anti-rabbit MINUS PLA Figure 4f and 4g
(Cell Signaling, #2479, 1:100) (Sigma-Aldrich, 1:5)
Mouse anti-PECAM(JC/70A) Duolink PLA probe anti-mouse PLUS PLA Figure 4f and 4g
(abcam, #ab9498, 1:10) (Sigma-Aldrich, 1:5)
Mouse anti-hPECAM Alexa 546-donkey anti-mouse
(Dako, #M0823, 1:50) (Thermo Fisher, A11030, 1:50 )
Rabbit anti-integrin-b3 HRP-conjugated anti-rabbbit 
�
������4) Figure 3a
(Cell Signaling, #4702, 1:1000) (GE Healthcare, NA934, 1:1000)
Apoptosis markers
Rabbit anti-cleaved PARP Alexa 546-donkey anti-rabbit
(Cell Signaling, #9544, 1:100) (Thermo, A11040, 1:100 )
Rabbit anti-cleaved caspase-3 Alexa 546-donkey anti-rabbit
(Cell Signaling, #9661, 1:100) (Thermo Fisher, A11040, 1:100 )
Others
Rabbit anti-ST6Gal I * Alexa 488-donkey anti-rabbit
(IBL, M1, 1:20) (Thermo Fisher, A11008, 1:100 )
Sambucus sieboldiana  agglutinin ����,8

 (SSA)-agarose (Cosmo Bio) Figure 3a
Rabbit anti-Fluorosein ".,8 Figure 4d
ROCKLAND, #600-101-096, 1:400)
Rabbit anti- FAK(phospho Y397) Alexa 546-donkey anti-rabbit
(abcam, #ab39967, 1:100) (Thermo Fisher, A11040, 1:100 )
Rabbit anti-EGFR HRP-conjugated anti-rabbbit 
�
������4) Figure 5g
(abcam, #ab52894, 1:1000) (GE Healthcare, NA934, 1:1000)
Rabbit anti-EGFR(phospho Y1173) HRP-conjugated anti-rabbbit 
�
������4) Figure 5g
(Cell Signaling, #4407, 1:500) (GE Healthcare, NA934, 1:1000)
Mouse anti-GAPDH HRP-conjugated anti-mouse 
�
������4) Figure 5g
(Millipore, #MAB374, 1:1000) (GE Healthcare, NA931, 1:1000)

(Thermo Fisher, T20932, 1:100 )

".01*2 Figure 1e


�
������4) Figure
3a, Figure 4d, 4e

3!".*2 Figure 2b, Figure 4a ,
Figure 5a

3!".*2 Figure 2b

3!".*2

Figure 2e and Figure 5f

Biotin-conjugated Trichosanthes japonica
agglutinin I (TJA-I) lectin (Seikagaku Co.,
1:100)

".01*2 Figure 2a

* Rabbit anti-ST6Gal I antibody�$'����SSAGSLKSSQLGREI:��ST6Gal I �	��76#��5;�&��
IBL/��'���

(Jackson Immuno Research laboratories,
#705-035-147, 1:1000)


�
������4) Figure 4d
and 4e

3!".*2 Figure 5a

".01*2 Figure 5i

HRP-conjugated Streptavidin and Alexa
Fluor 488 tyramide

".01*2 Figure 5i
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Figure 1 

 

 

Figure 1. ST6Gal Iの作用機序 

ST6Gal Iはタンパク質に結合する糖鎖の末端にa2,6-結合様式でシアル酸を付加

する。 
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Figure 2 

 
Fig. 2: St6gal 1 -/- マウスでは腫瘍の血管新生が減退している 

a. 週齢の一致した St6gal 1 +/+ （WT）と St6gal 1 -/- （KO）マウスの背部皮下に

LLC細胞を接種した。腫瘍サイズは 3-5日ごとに測定した。*p < 0.05（Student’s 

t-tests）。 b. LLC 細胞接種 24 日後に、腫瘍を解剖的に取り出し、重量を測定し

た。測定値は平均±標準誤差として示す（WT, n = 8; KO, n = 7）。*p < 0.05（Student’s 

t-tests）。 c. WT と KO マウスから取り出した腫瘍切片をヘマトキシリン・エオ

ジン染色した。ネクローシス部は破線で囲み矢印で示した。スケールバー: 1cm。  

d. 腫瘍のネクローシス部の面積を測定し、ネクローシス領域の割合をグラフに

した。測定値は平均±標準誤差として示す（WT, n = 8）。*p < 0.05（Student’s t-

tests）。 e. WTと KOマウスから取り出した腫瘍切片を抗 VWF抗体（緑）で染

色した。スケールバー: 1cm。f. 腫瘍内の VWF 陽性血管領域を測定した。測定

値は平均±標準誤差として示す（n = 3）。*p < 0.05（Student’s t-tests）。 
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Figure 3 

 
Fig. 3: ST6Gal Iの欠失によって血管内皮アポトーシスは促進する 

a. St6gal 1 +/+ （WT）と St6gal 1 -/- （KO）マウスから取り出した腫瘍切片中の

ST6Gal Iを染色した。ST6Gal I（緑）、DAPI（青）。スケールバー: 20 µm。 b. WT

と KOマウスから取り出した腫瘍切片の血管内皮 PECAM（緑）と cleaved PARP

（赤）と DAPI（青）を染色した。スケールバー: 100 µm。 c. PECAM陽性領域

に対する PARP陽性領域の割合を示す。測定値は平均±標準誤差として示す。そ

れぞれのマウス（n = 3）からの 5枚の切片を解析に用いた。**p < 0.01（Student’s 

t-tests）。 d. WT と KO マウスから単離した血管内皮細胞を LLC 培養液、STSP

（1 µM）、抗 Fas抗体（10 µg/ml）で刺激したのち、カスパーゼ 3活性を顕微鏡

Olympus FV-1000 にて写真撮影し、写真を FV10-ASW ソフトウェアにて解析し

た。測定値は平均±標準誤差として示す。Prism 7ソフトウェアにて分散分析を

行なった。 e. WTと KO血管内皮細胞を 10 mg/mlの抗 Fas抗体で 6時間刺激し

たのち、cleaved caspase-3（赤）と DAPI（青）を染色した。スケールバー: 200 µm。 
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Figure 4 

 
Fig. 4: ST6Gal Iの欠失していると細胞遊走が亢進する 

a. St6gal 1 +/+ （WT）と St6gal 1 -/- （KO）マウスから単離した血管内皮細胞溶解

液を SSA-agarose と反応させた。その後、沈降物をウェスタンブロットにて

VEGFR2 とb3 インテグリンの染色を行なった。 b. 創傷治癒アッセイ。WT と

KO血管内皮細胞を culture insertに蒔き、細胞が接着した後 insertをはずし 1時

間ごとに写真を撮影した。図は 0または 8時間の写真を示す。スケールバー: 100 

µm。 c. 創傷治癒アッセイのそれぞれの経過時間の写真につき 5 カ所の移動距

離を測定した。測定値は平均±標準誤差として示す。**p < 0.01（Student’s t-tests）。 

d. In vitroチューブ形成アッセイ。WTと KO血管内皮細胞をそれぞれ VEGFを

添加した重合マトリゲルに懸濁し、3 または 6 時間インキュベートした。その

後、calcein-AMで染色し、チューブ形成を観察した。スケールバー: 200 µm。 e. 

In vitroチューブ形成アッセイの 3時間における、管の長さを angiogenesis assay 

software（KURABO）を用いて決定した。*p < 0.05（Student’s t-tests）。 
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Figure 5 
 
 

 
 
 
Fig. 5: ST6Gal I欠失により VEGFR依存性シグナルが亢進する。 

a. St6gal 1 +/+ （WT）と St6gal 1 -/- （KO）マウスから単離した血管内皮細胞に Alexa 

555標識 VEGF-Aを添加し、30分間反応した。その後、PECAM（緑）と DAPI

（青）の染色を行なった。スケールバー: 20 µm。 b. ブラインド分析によって細

胞内に取り込まれた Alexa 555標識 VEGF-Aを計数した。測定値は平均±標準誤

差として示す（n = 10）。***p < 0.001（Student’s t-tests）。 c. WTまたは KOマウ

スから単離直後の血管内皮細胞もしくは単離後、~2 週間培養した血管内皮細胞

におけるVEGFR2と PECAMのmRNA量をリアルタイム PCRにより分析した。

VEGFR2とPECAMの発現量は rRNA発現量と比較して相対定量法で算出した。

測定値は平均±標準誤差として示す（n = 3）。 
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Figure 5 

 
 

Fig. 5: ST6Gal I欠失により VEGFR依存性シグナルが亢進する 

d. WTとKOマウス血管内皮細胞を用いて、PECAM近傍に存在する分子を FITC-

arylazide（FA）で標識し、同定するために、EMARS解析を行なった。FITCで標

識された分子は蛍光スキャナーで検出した（上）。また、FITCで標識された分子

を抗 FITC抗体で免疫沈降し、VEGFR2抗体を用いて同定した（下）。 e. WTま

たは KO血管内皮細胞のミクロソーム画分に抗 VEGFR2抗体結合セファロース

ビーズを入れ反応した。共免疫沈降物の VEGFR2と PECAMを免疫染色した。 

f. HUVEC を用いて PECAM-VEGFR2 複合体を検出するために PLA アッセイを

行なった。非透過処理（上）と透過処理（左下）した際の PLAアッセイの結果

を示す。PECAM-VEGFR2複合体シグナルの特異性を確認するために、抗 PECAM

抗体を加えないコントロール（中央下）と抗 VEGFR2 抗体を加えないコントロ

ール（右下）を共に行なった。黄色と青の点線は細胞の境界線を示す。スケール

バー: 20 µm。 g. HUVEC にa2,6-シアリル化糖鎖を添加 18 時間後、PECAM-

VEGFR2 複合体を観察するために PLA アッセイを行なった。スケールバー: 20 

µm。 
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Figure 6 

 
 

Fig. 6: ST6Gal I欠損による調節不全 integrin依存性シグナルは血管内皮細胞に

アポトーシスを引き起こす 

a. St6gal 1 +/+ （WT）と St6gal 1 -/- （KO）マウスから単離した血管内皮細胞を固

定し、pFAK-Y397（赤）、PECCAM（緑）、DAPI（青）の染色を行なった。スケ

ールバー: 20 µm。 b. pFAK-Y397陽性の接着斑を 50細胞分計測し、ブラインド

分析した。WTと KO細胞の、1細胞に対する染色陽性の接着斑の数をグラフに

示した。**p < 0.01（Student’s t-tests）。 c. WTと KOマウス血管内皮細胞を用い

てアノイキスアッセイを行なった。生細胞は calcein-AM（緑）で、死細胞は EthD-

1（赤）で染色した。polyHEMAコートプレートへ細胞播種後、0, 24時間の典型

的な写真を示した。スケールバー: 100 µm。 d. アノイキスアッセイの各時間帯

における生細胞に対する死細胞の割合をグラフに示した。測定値は平均±標準

誤差として示す（n = 3）。*p < 0.001（Student’s t-tests）。 
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Figure 6 
 

 
 

 

Fig. 6: ST6Gal I欠損による調節不全 integrin依存性シグナルは血管内皮細胞に

アポトーシスを引き起こす 

e. WTと KOマウス血管内皮細胞を polyHEMAコートプレートへ細胞播種 30分

後、細胞を回収・溶解し、Proteome Profiler Mouse Phospho-RTK Arrayを行なった。

各スポットの相対的なシグナル強度をコントロール強度（100 %）に対する比と

して定量化した。測定値は平均±標準誤差として示す（n = 4）。*p < 0.05（Student’s 

t-tests）。 f. HUVEC をシアリダーゼ処理し、固定し、抗 cleaved caspase-3 抗体

（赤）と DAPI（青）で染色した。三角矢印は典型的で顕著な cleaved caspase-3シ

グナルを示す。 g. HUVECを±シアリダーゼ処理し、細胞溶解液を用いて EGFR、

pEGFR-Y1173、GAPDH のウェスタンブロットを行なった（左）。右のグラフは

EGFRに対する pEGFR-Y1173の割合を示す。値は平均±標準誤差として示す（n 

= 3）。**p < 0.01（Student’s t-tests）。 
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