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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸癌の悪性形質と関係する糖転移酵素β-1,4-ガラクトース転移酵素 
(β4GalT) 4に着目し、この酵素の機能と転写制御機構を解析した。β4GalT4遺伝子の転写は、転写因子Sp1で制
御されていることを見出した。次に、β4GalT4遺伝子の転写制御機構に着目して、この酵素遺伝子の発現をモニ
ターするセンサー細胞を樹立した。Sp1のDNAへの結合を阻害するMithramycin AやMAPKを阻害するU0126を用い
て、樹立したセンサー細胞の薬剤スクリーニングへの有用性を明らかにした。さらに、樹立したセンサー細胞が
大腸癌幹細胞の薬剤スクリーニングへと応用が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this grant, we examined the function and transcriptional mechanism of 
beta-1,4-galactosyltransferase (B4GalT) 4, which is associated with poor prognosis of human colon 
cancer. Analysis of the transcriptional mechanism showed that the Sp1-binding site in the promoter 
region plays an important role for the transcription of the B4GalT4 gene in SW480 human colon cancer
 cells. To develop a novel drug screening system for colon cancer, the sensor cells containing the 
luciferase reporter controlled by the B4GalT4 gene promoter were established from SW480 cells. Upon 
treatment with mithramycin A, which inhibits the Sp1-binding to its binding site, or U0126, which 
inhibits MAPK, the promoter activities of the sensor cells decreased significantly. These results 
suggest that the sensor cells are useful for the drug screening. Furthermore, we showed that the 
application of the sensor cells to the drug screening for colon cancer stem cells. This study 
provides the novel drug screening system.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は癌の治療法の開発には、癌細
胞に特異的に発現する糖鎖を作る糖転移酵
素の発見が必要であると考えた。-1,4-ガラ
クトース転移酵素(4GalT)をコードする遺
伝子は長年、生体内に 1つしか存在しないと
考えられていたが、研究代表者の佐藤は乳癌
細胞から新しい遺伝子4GalT5 を単離した
[Sato, T., et al. (1998) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 95, 442.]。その後、次々と新しい
4GalT 遺伝子が単離され、生体内には 6 種
類の4GalT 遺伝子が存在することが明らか
にされた[Furukawa, K. and Sato, T. (1999) 
Biochim. Biophys. Acta 1473, 54.]。 
 これらの中で、4GalT2 と4GalT5 の遺伝
子発現は細胞の癌化に伴って顕著に変化す
ることを見出した[Shirane, K., Sato, T., 
et al. (1999) Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 265, 434.; Sato, T., et al. (1999) 
Recent Res. Devel. Cancer 1, 105.]。また、
細胞の癌化で増大する4GalT 5遺伝子の発現
は、転写因子 Sp1 や Ets-1 によって制御され
ていることを明らかにした[Sato, T. and 
Furukawa, K. (2004) J. Biol. Chem. 279, 
39574.; Sato, T. and Furukawa, K. (2007) 
J. Biol. Chem. 282, 27702.]。さらに、癌
細胞において4GalT2 や4GalT5 の遺伝子発
現を制御することで、癌細胞の増殖、転移能
や造腫瘍能を抑制できることを示した
[Shirane, K., Kuji, R., Tareyanagi, C., 
Sato, T., et al. (2014) Glycobiology 24, 
532.; Tagawa, M., Shirane, K., Yu, L., Sato, 
T., et al. (2014) Cancer Gene Ther. 21, 
219.]。 
 大腸癌は近年になって患者数が急速に増
加している癌であるが、臨床研究によって
4GalT4 の発現量の増大は大腸癌の予後と相
関することが報告された[Chen, W.-S., et al. 
(2006) Clin. Cancer Res. 11, 8615.]。し
かし、大腸癌における4GalT4 の機能や、そ
の遺伝子発現の制御メカニズムは未だ明ら
かにされていない。 
 
２．研究の目的 
 癌組織のごく一部を占める癌幹細胞の存
在が、癌の完全な治療を困難にしている。細
胞の表面を覆う糖鎖の構造は、細胞の癌化に
伴って変化することが知られている。糖鎖は
癌のマーカーとして使用されているが、詳細
な糖鎖構造の解析によって、特定の癌の糖鎖
の癌性変化をモニターするには時間がかか
る。従って、糖鎖構造の解析に代わる高感度
で簡便な新しい技術が必要である。本研究で
は、大腸癌に特異的に発現する糖転移酵素に
着目し、この酵素の機能と転写制御機構を明
らかにする。さらに、糖転移酵素遺伝子の発
現を高感度且つハイスループットにモニ
ターするセンサー細胞を大腸癌細胞及び癌
幹細胞から樹立して、大腸癌を根治する薬剤
のスクリーニングシステムの構築を目指す。 

３．研究の方法 
(1) 4GalT4 の機能解析 
 SW480 ヒト大腸癌細胞から、4GalT4 遺伝
子を導入した細胞を樹立した。レクチンブ
ロット解析と TLC により、この細胞の糖タン
パク質糖鎖及び糖脂質組成を解析した。
4GalT4 の機能を解析するために、樹立した
細胞を用いて足場非依存的増殖能を評価す
るソフトアガーアッセイや、癌幹細胞性を評
価するスフェロイドアッセイを行った。 
 
(2) 4GalT4 遺伝子の転写制御機構の解析 
 4GalT4 遺伝子の転写開始点を決定するた
めに、オリゴキャッピング法により SW480 細
胞由来の完全長cDNAを作製し、5’-RACE-PCR
を行い、特異的に増幅した遺伝子の塩基配列
を解析した。ヒトゲノム DNA を用いて、
4GalT4遺伝子の転写開始点から5’-上流1.8 
kb の領域を単離した。この領域をルシフェ
ラーゼ遺伝子の上流に組み込んだレポー
タープラスミドと、各種デリーションコンス
トラクトを作製し、SW480 細胞を用いてルシ
フェラーゼアッセイを行った。 
 
(3) センサー細胞の樹立 
 薬剤耐性遺伝子を含み、(2)で特定した
4GalT4 遺伝子の転写制御領域をルシフェー
ラーゼ遺伝子の上流に組込んだレポーター
プラスミドを新たに作製した。このプラスミ
ドを Gene Pulser Xcell CE system (Bio-Rad
社)を用いて SW480 細胞に導入し、薬剤存在
下で培養することでレポーター遺伝子が安
定的に導入されたセンサー細胞を樹立した。 
 
(4) 化合物に対するセンサー細胞の応答性
の解析 
 センサー細胞を DNAへの Sp1への結合を阻
害する Mythramycin A、mitogen-activated 
protein kinase (MAPK)を阻害する U0126、
epidermal growth factor receptor (EGFR)
のリン酸化を阻害する Tyrphostin AG1478で
処理し、ルシフェラーゼアッセイによりセン
サー細胞のプロモーター活性を評価した。 
 
(5) 薬剤スクリーニングシステムの構築 
 96-well plate にセンサー細胞を播種し、
薬剤をスクリーニングするためのハイス
ループットスクリーニング系を構築した。 
 
(6) 化合物ライブラリーのスクリーニング 
 ハイスループットスクリーニング系を用
いて、食品関連化合物ライブラリーからヒッ
ト化合物のスクリーニングを行った。 
 
(7) センサー細胞からの癌幹細胞の選別 
 Ultra-Low Attachment Surface (6-well)
を用いたスフェア形成法により、センサー細
胞から癌幹細胞を選別した。選別した細胞に
おける大腸癌幹細胞マーカーCD44 の発現を、
RT-PCR により解析した。 



４．研究成果 
 
(1) 4GalT4 の機能解析 
 SW480 ヒト大腸癌細胞に4GalT4 遺伝子を
導入し、薬剤処理することにより4GalT4 遺
伝子を安定的に導入した細胞を樹立した。こ
の細胞における4GalT4 遺伝子の発現を定量
的 PCR により解析した結果、対照細胞に比べ
て発現が 2倍高かった。樹立した細胞の糖タ
ンパク質糖鎖及び糖脂質組成を、レクチンブ
ロット解析とTLCにより解析した。その結果、
対照細胞と比べて糖タンパク質糖鎖は変化
しなかったが、糖脂質組成は変化する傾向が
見られた。従って、SW480 細胞において
4GalT4 は糖脂質の生合成に関わっているこ
とが示唆された。 
 樹立した細胞の癌細胞の悪性形質を、足場
非依存的増殖能を評価するソフトアガー
アッセイや癌幹細胞性を評価するスフェロ
イドアッセイにより解析した。その結果、い
ずれのアッセイでも対照細胞と4GalT4 遺伝
子高発現細胞との間で悪性形質に有意な変
化は見られなかった。糖鎖修飾の変化が軽微
であったこと考え併せると、遺伝子発現が 2
倍程度高いだけでは悪性形質に影響を与え
ない可能性が考えられる。 
 
(2) 4GalT4 遺伝子の転写制御機構の解析 
 オリゴキャッピング法によって作製した
cDNA を用いた 5’-RACE-PCR により転写開始
点を決定した結果、この遺伝子の転写開始点
は翻訳開始コドンから 5’-上流 10 kb 付近に
複数存在することが判明した。また、ヒト
4GalT4 mRNA には選択的スプライシングに
よって、構成されるエキソンが異なる 2種類
の 5’-UTR が存在した。従って、ヒト4GalT4
遺伝子には、5’-UTR が異なる 2種類の mRNA
が存在することが初めて明らかになった。 
 次に、SW480 細胞で多く使われる転写開始
点を含み、転写開始点から 5’-上流 1.8 kb
の領域を単離した。この領域を含むレポー
タープラスミドを SW480 細胞に導入すると、
高いプロモーター活性が検出された。各種の
デリーションコンストラクトを用いて解析
した結果、転写開始点から 5’-上流 0.17 kb
に転写を制御する領域が存在することが判
明した。同定した4GalT4 遺伝子のプロモー
ター領域に存在する 1カ所の転写因子 Sp1結
合部位に変異を導入すると、プロモーター活
性が著しく低下した。一方、Sp1 遺伝子を導
入すると、プロモーター活性が有意に増加す
ることが判明した。従って、4GalT4 遺伝子
はSp1によって制御されていることが判明し
た。さらに、この領域の上流に存在し、大腸
癌との関連が報告されている転写因子 Runx1
に着目して解析を進めた。その結果、Runx1
遺伝子を導入すると、プロモーター活性が有
意に増加することが判明した。以上の結果か
ら、Sp1 や Runx は4GalT4 遺伝子の転写を正
に制御する転写因子であると考えられる。 

(3)薬剤スクリーニングへのセンサー細胞の
有用性の検討 
 4GalT4遺伝子の転写制御配列0.3 kbをル
シフェラーゼ遺伝子の上流に繋いだプラス
ミドを、大腸癌細胞に恒常的に導入しセン
サー細胞を樹立した。この細胞にDNAへのSp1
への結合を阻害する Mithramycin A を添加す
ると、薬剤濃度依存的にプロモーター活性は
著しく低下した。また、MAPKを阻害するU0126
を添加すると、Mithramycin A の場合と同様
に薬剤濃度依存的にプロモーター活性は低
下した。しかし、EGFR のリン酸化を阻害する
Tyrphostin AG1478 を添加した場合はプロ
モーター活性に変化は見られなかった。これ
らの結果から、樹立したセンサー細胞は
4GalT4 遺伝子の転写を抑制する薬剤のスク
リーニングに有用であると考えられる。 
 
(4) 化合物ライブラリーのスクリーニング 
 構築した薬剤スクリーニングの効率化を
図る目的で、96-well plate を用いたハイス
ループット系の構築を行った。ハイスルー
プット系を Mithramycin A や U0126 で処理し
た場合は、薬剤濃度依存的にプロモーター活
性は低下し、(3)で得られた結果をよく反映
していた。次に、4GalT4 遺伝子の発現を抑
制する薬剤を探索するために、このハイス
ループット系を用いて食品関連化合物ライ
ブラリーをスクリーニングした。その結果、
40種類の化合物の中で1種類の化合物によっ
てプロモーター活性が著しく低下したこと
から、この化合物は4GalT4 遺伝子の発現を
抑制することが考えられた。予備的な実験で
は、この化合物でヒト大腸癌細胞を処理する
と細胞増殖能が著しく低下したことから、こ
の化合物は腫瘍形成能などの癌の悪性形質
を抑制することが示唆された。 
 
(5) センサー細胞の大腸癌幹細胞の薬剤ス
クリーニングへの応用 
 樹立したセンサー細胞が、大腸癌幹細胞に
対する薬剤スクリーニングに応用できるか
どうかを検討した。センサー細胞から、ス
フェア形成法により癌幹細胞を選別した。
RT-PCR により解析した結果、元のセンサー細
胞では CD44 遺伝子の発現は検出されなかっ
たが、選別した細胞は大腸癌幹細胞マーカー
であるCD44遺伝子を発現していた。さらに、
ルシフェラーゼアッセイにより、選別した大
腸癌幹細胞のプロモーター活性を評価した
結果、センサー細胞と同様に高いプロモー
ター活性を有していた。従って、センサー細
胞が大腸癌幹細胞に対する薬剤スクリーニ
ングに応用できることが示された。 
 
 本研究から、4GalT4 遺伝子の転写制御機
構に着目した大腸癌に対する薬剤スクリー
ニングの有用性を明らかにし、大腸癌幹細胞
の薬剤スクリーニングへの応用が可能であ
ることを示した。 
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