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研究成果の概要（和文）：先に報告者らは，ヘテロ核リボ核酸タンパク質（hnRNP）が腫瘍マー

カーとして知られるシアリルルイス x（sLex）の付加タンパク質であることを示唆する結果を

得ている．本研究では， hnRNP ファミリーの一部は sLexとゴルジ体で共局在しており，それ

らの発現レベルは DNA 合成期から分裂準備期にかけて亢進していることを見出した．また， 
sLexの生合成は主にフコース転移酵素 VI が関与しており，この酵素の発現を抑制することによ

り，大腸癌細胞の増殖が抑制されることを見出した．これらの結果より，sLexと hnRNP は，大

腸癌の増殖に関係している可能性があり，hnRNP は新しい腫瘍マーカーとして利用できる可能

性があることが示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：Previously we suggested that heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 
(hnRNPs) could be carrier proteins of sialyl Lewis x (sLex) glycoepitope which is widely used as a 
tumor marker. In this study we demonstrated that some hnRNPs were co-localized with sLex in 
Golgi apparatus, and their levels were up-regulated during S/G2 phases of the cell cycles. 
Furthermore, we found that expression of sLex was up-regulated by Fuc-T VI, and inhibition of 
Fuc-T VI expression suppressed the proliferation of colorectal cancer cell lines. These results 
suggested that sLex and hnRNP might be associated with the proliferation of colorectal cells and 
some hnRNPs could be used as novel tumor makers.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腫瘍マーカーとして臨床応用されている
糖タンパク質には，共通する糖鎖癌抗原があ

ることが明らかにされているが，そのタンパ
ク質のほとんどは同定されていない． 
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(2) シアリルルイス x (sLex)は，膵癌や大腸癌
マーカーとして臨床応用されている代表的
な糖鎖癌抗原であるが，癌との関連性が明ら
かにされている sLex 含有糖タンパク質は，
MUC1など一部の膜タンパク質に限定されて
いる． 
 
(3) 報告者は，大腸癌細胞株 T84 及び HT-29
のグライコミクスにより， sLex含有糖タンパ
ク質の同定を試み，ヘテロ核リボ核酸タンパ
ク質 (hnRNP)A/Bファミリータンパク質の一
部が候補タンパク質であることを見出して
きた． 
 
(4) これまで，細胞膜以外に sLex 含有タンパ
ク質が存在することは知られていなかった．
また，hnRNP A/B ファミリータンパク質であ
る hnRNP A1 や hnRNP A2/B1 は，それぞれ大
腸癌及び肺癌で増加することが知られてい
たが，それらの発現亢進と sLex修飾との関連
性は不明であった． 
 
２．研究の目的 
本研究では，発癌と hnRNP A/B ファミリー

タンパク質の発現の関係，及び発癌と hnRNP 
A/Bファミリータンパク質の sLex修飾の関係
を検討し，新たな診断法の開発に役立てるこ
とを目的とする． 
 
(1) 大腸癌細胞株 HT-29 を使って，sLex 抗原
及び hnRNP A/B ファミリータンパク質の細
胞内局在を解析し，発癌と hnRNP A/B ファミ
リータンパク質の sLex 修飾の関係を検討す
る． 
 
(2) 大腸癌細胞株 HT-29 を使って，糖転移酵
素フコシルトランスフェラーゼ (Fuc-T)III～
VII の発現レベルを解析し，sLex の生合成に
関与する主要な Fuc-T を明らかにする．また，
Fuc-T の発現抑制を通じて，sLex 修飾と発癌
との関係を検討する． 
 
(3) 大腸癌細胞株 HT-29 を使って，異なる細
胞周期間における関連タンパク質の発現レ
ベルの推移を解析し，癌細胞における hnRNP 
A/Bファミリータンパク質の sLex修飾の役割
について推定する。 
 
(4) 大腸癌細胞株 HT-29 を使って，代表的な
hnRNP A/B ファミリータンパク質の 1 つであ
る hnRNP A1 の LC/MS/MS を行い，主要な
hnRNP A1 アイソフォームを明らかにし，発
癌との関係を検討する． 
 
(5) 大腸癌細胞株 HT-29 を使って，hnRNP A/B
ファミリータンパク質における sLex 修飾の
可能性を検証し，腫瘍マーカーとしての可能

性を検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) 蛍光免疫染色 
大腸癌細胞株 HT-29 をカバーガラス上で培養
した後，冷 PBS(-)で洗浄し，-20ºC に冷却し
たメタノールで固定した．1% BSA (IgG 
free)/5% ヤギ IgG を含む PBS(-)を用いて 30
分間室温でブロッキングした後，1% BSA 
(IgG free)を含む PBS(-)で希釈した 1 次抗体を
加え，室温で１時間反応させた．PBS(-)で洗
浄後，1% BSA (IgG free)を含む PBS(-)で希釈
した 2 次抗体を加え，室温で１時間反応させ
た．PBS(-)で洗浄後，Heechst 33342 を用いて
核染色を行い，共焦点レーザースキャン顕微
鏡 LSM510(Carl Zeiss)により観察した． 
 
(2) タンパク質の抽出とウエスタンブロッテ
ィング解析 
Schreiber ら(1989)の方法に基づきタンパク質
を抽出した．すなわち，大腸癌細胞株 HT-29
に緩衝液 A (10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM 塩
化カリウム, 0.1 mM EGTA, 0.1 mM EDTA, 1 
mM DTT, 0.5 mM PMSF, プロテアーゼ阻害
剤)を加えて混和し，氷上で 15 分間静置した．
10% NP-40 を加えて 10 秒間撹拌した後，
1,500×g で 3 分間遠心し，上清を細胞質由来
タンパク質として回収した．再び緩衝液 A を
加えて混和した後，1,500×g で 1 分間遠心し，
上清を同じチューブに回収した．この操作を
繰り返した後，緩衝液 B (20 mM HEPES, pH 
7.9, 400 mM 塩化ナトリウム, 1 mM EGTA, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, プロテア
ーゼ阻害剤)を加えて 4ºCで 15分間振盪した．
15,000×g で 15 分間遠心し，上清を核由来タ
ンパク質として回収した．また，膜関連タン
パク質は，ProteoExtract Native Membrane 
Protein Extraction Kit (Calbiochem)のプロトコ
ールに準拠して抽出した． 
Laemmli(1970)の方法に従って，抽出したタン
パク質をポリアクリルアミドゲルで分離し
た(SDS-PAGE)．PVDF 膜へ電気的に転写した
のち，5% Blocking Reagent (GE ヘルスケア)
を用いて一晩ブロッキングを行った．
PBS(-)-0.1% Tween 20 (PBS-T)で洗浄した後，
CanGet Signal Solution 1 (TOYOBO)で希釈し
た 1 次抗体を加え，室温で１時間反応させた．
PBS-T で洗浄した後，CanGet Signal Solution 2
で希釈した 2 次抗体を加え，室温で 1 時間反
応させた．PBS-T で洗浄した後，ECL-Plus 
Western Blotting Detection Reagents (GE ヘルス
ケア)により検出し，Typhoon scanner により観
察した． 
 
(3) 2 次元電気泳動 
抽出したタンパク質をエタノール沈殿法に
より脱塩し，膨潤用溶液(7 M 尿素, 2 M チオ



 

 

尿素, 2% CHAPS, BPB, 0.5% IPG buffer, 18 
mM DTT)に溶解させた．試料溶液をストリッ
プホルダーに添加し，Immobiline DryStrip (pH 
3-11NL, pH 7-11NL) (IPG ストリップ)を設置
した後，IPG カバー液で覆い，膨潤及び 1 次
元目等電点電気泳動に供した．泳動終了後，
IPG ストリップを SDS 平衡化液(50 mM 
Tris-Cl, pH 8.8, 6 M 尿素, 30 %グリセロール, 
2% SDS, BPB, 65 mM DTT または 135 mM モ
ノヨード酢酸ナトリウム)に浸し各 15 分間反
応させた後， 2 次元目 SDS-PAGE を実施した． 
 
(4) RNA 干渉による発現抑制解析 
LipofectamineTM RNAiMAX 試薬(invitrogen)の
プロトコールに準拠してリバーストランス
フェクションを行った．すなわち，24 ウェル
プレート中で Stealth RNAiTMと
LipofectamineTM RNAiMAX1 との複合体を形
成させた．抗生物質不含の培地で細胞を希釈
して各ウェルに加え，37ºC で 24 時間インキ
ュベートした． 
 
(5) 細胞周期の同調化 
血清飢餓法を用いて細胞周期を同調させた．
すなわち，大腸癌細胞株 HT-29 を 6-ウェルプ
レートでウシ血清(FBS)を含む培地中で培養
した．70%コンフルエントとなった状態で
FBS を含まない培地に交換し，37ºC で 15 時
間インキュベートすることで，細胞周期を
G0 期に同調化させた．再び FBS を含む培地
に交換し，0，6, 15, 18, 21 時間毎に細胞を回
収し，フローサイトメトリー解析により細胞
周期を特定した．他方，同調化させた細胞よ
りRIPA緩衝液を用いてタンパク質を抽出し，
ウエスタンブロット解析に供した． 
 
(6) タンパク質同定及びペプチドマッピング 
タンパク質同定用試料は，ゲル内消化により
調製した．すなわち，2 次元電気泳動により
分離されたスポットを回収し，50%アセトニ
トリルを含む 25 mM 重炭酸アンモニウム溶
液を用いて脱色後，アセトニトリルを加えて
脱水した．アセトニトリルを除去した後，減
圧濃縮遠心エバホレーター（Speed Vac）を用
いて，ゲル片を乾燥させた．乾燥ゲル片にト
リプシン溶液(5 µg/ml, 25 mM 重炭酸アンモ
ニウム，0.1%オクチルグルコシド)を加え，
37ºC で 30 分間静置し，ゲル片にトリプシン
溶液を染み込ませた．余分なトリプシン溶液
を取り除き，25 mM 重炭酸アンモニウムでゲ
ル片を覆い，37ºC で一晩反応させた．トリプ
シン消化後，抽出液（50％アセトニトリル/1％
トリフルオロ酢酸）を加え，超音波処理を 10
分間行い，ペプチドを含む抽出液を回収した．
この操作を繰り返し，Speed Vac を用いて濃縮
した．他方，ペプチドマッピング用試料は，
溶液消化により調製した．2 次元電気泳動に

より分離された hnRNP A1 の主要なスポット
から，最適化された方法に従ってタンパク質
を回収した．プロテアーゼ消化の後，PepClean 
C18 Spin Columns (Thermo)を用いて精製し，
Speed Vac を用いて濃縮した．液体クロマトグ
ラフィー/他段階質量分析（LC/MSn）の条件
は以下の通りである． 
 
HPLC: 
装置: Paradigm MS4（Michrom BioResource） 
カラム: L-column（化学物質評価機構，
0.075×150 mm，3µ） 
溶離液A: 0.1% ギ酸を含む2% アセトニトリ
ル水溶液 
溶離液 B: 0.1% ギ酸を含む 90% アセトニト
リル水溶液 
グラジェント: 2～65％ B（180 min） 
流速: 0.3 µl/min 
 
MS: 
装置: Finnigan LTQ（Thermo Fisher Scientific） 
イオン源: nanoESI 
キャピラリー温度: 200ºC 
キャピラリー電圧: 1.8 kV 
スキャン範囲（m/z）: 400-2000 
衝突エネルギー: 35% 
 
測定メソッド: 
①single mass scan（FT 分解能：100000） 
②data dependent MS/MS 
 
(7) sLex付加の確認 
① ノイラミニダーゼ消化 
タンパク質を抽出した後，SDS-PAGE で分離
し，PVDF 膜へ電気的に転写した．ブロッキ
ング後，ノイラミニダーゼを含む消化緩衝液
(0.2 M 酢酸-酢酸ナトリウム緩衝液, pH 4.5)に
浸し，37ºC で 20 時間インキュベートした．
PBS-T による洗浄後，ウエスタンブロッティ
ングの手法に準拠して抗原と抗体を反応さ
せた．検出後，画像解析ソフト ImageQuant TL 
(GE ヘルスケア) によりバンド部分のピーク
強度を算出した． 
② レクチンアフィニティークロマトグラフ
ィー 
α1-3 フコースと結合するヒイロチャワンタ
ケレクチン(AAL)による精製を以下の条件で
行った． 
 
HPLC 
装置: ÄKTA purifier (GE ヘルスケア) 
カラム: LA-AAL（J-オイルミルズ，4.6×150 
mm） 
溶離液 A: 10 mM 酢酸アンモニウム, 150 mM 
塩化ナトリウム 
溶離液 B: 0.1 M フコース/溶離液 A 
グラジェント: 0～100％ B（ステップワイズ） 



 

 

流速: 0.3 ml/min 
 
４．研究成果 
(1) sLex含有タンパク質と hnRNP A/B ファミ
リータンパク質の細胞内局在 
大腸癌細胞株HT-29細胞における sLex抗原の
細胞内局在を明らかにした．すなわち，腫瘍
マーカーSLX として知られる抗 sLex 抗体を
用いて，主な細胞小器官に局在するタンパク
質との多重蛍光免疫染色を行ったところ，
sLex 抗原はこれまで報告されていた細胞表面
ではなく，主としてゴルジ体に存在すること
が明らかとなった（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，hnRNP A/Bファミリーである hnRNP A1
と hnRNP A2/B1，及び hnRNP A3 を認識する
抗体を用いて，sLex 抗原との多重免疫蛍光染
色を行ったところ，hnRNP A/B ファミリーの
一部は sLex 抗原とゴルジ体で共局在してい
ることが示唆された（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで，ZR-75-30 細胞（乳癌細胞），BxPC-3
細胞及び Capan-1 細胞（膵癌細胞），HepG2
細胞（肝癌細胞），HL-60 細胞（骨髄性白血病
細胞），K562 細胞（骨髄性白血病細胞），乳
腺上皮正常細胞，気管支上皮正常細胞，血管
内皮細胞，皮膚上皮細胞，間葉系幹細胞等か
ら核タンパク質/ゴルジ体タンパク質画分を
抽出し，抗 sLex抗体を用いたウエスタンブロ
ット法を行ったところ，hnRNP A1, A2/B1, A3
の分子量に相当する位置に，sLex 含有糖タン
パク質が確認された． 
 
以上より，大腸癌細胞株 HT-29 において，ほ
とんど全ての sLex 抗原はゴルジ体に蓄積さ
れており，hnRNP A1, A2/B1, A3 の一部がその

キャリアタンパク質候補であることが示唆
された． 
 
 
(2) Fuc-T III～VII の発現レベルに関する解析
と細胞増殖能との関わり 
sLex生合成過程には，Fuc-T III～Fuc-T VII が
関与することが知られているため，癌細胞と
正常細胞における Fuc-T III～Fuc-T VII の発
現レベルを比較した．大腸癌細胞株 HT-29 と
胎児肺線維芽細胞株 TIG 1-20 より膜関連タ
ンパク質を抽出し，抗 Fuc-T 抗体を用いたウ
エスタンブロットにより検出されたシグナ
ル強度を，画像解析ソフト ImageQuant TL (GE
ヘルスケア)により数値化した．その結果，胎
児肺線維芽細胞 TIG 1-20 と比べ，大腸癌細胞
HT-29 では，Fuc-T III と VI の発現レベルが亢
進していた（P<0.01）（図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで，RNA 干渉法により大腸癌細胞株
HT-29 における両遺伝子をノックダウンした
後，経時的に細胞を回収し，細胞増殖能の変
化を MTT アッセイにより測定した．その結
果，Fuc-T VI のノックダウンにより HT-29 の
増殖能が有意（P<0.05）に低下することが明
らかとなった（図 4）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より，大腸癌細胞株 HT-29 で発現レベル
が亢進している sLex 抗原の生合成には主と
して Fuc-T VI が関与しており，Fuc-T VI の発
現は，癌細胞の増殖に関与していることが示
唆された． 
 



 

 

(3) 異なる細胞周期間における発現レベルの
推移 
抗 sLex抗体に反応性を示す hnRNP A/B ファ
ミリータンパク質が，細胞周期のどの段階で
特異的に働くのかを確かめた．すなわち，大
腸癌細胞 HT-29 の細胞周期を血清飢餓法によ
り一度同調化させた後に進行を再開させ，経
時的に細胞を回収した．回収した細胞より核
タンパク質を抽出し，sLex修飾された hnRNP 
A1とhnRNP A3の発現レベルをウエスタンブ
ロットにより解析した．その結果，hnRNP A1, 
A3 共に分裂準備期（G2 期）で最も発現レベ
ルが亢進していた（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より，大腸癌細胞株 HT-29 では，sLex修
飾された hnRNP A/B ファミリータンパク質
が G2 期において発現亢進されることにより，
細胞分裂異常を引き起こし，過剰な細胞増殖
能を獲得していると示唆された． 
 
(4) hnRNP A1 アイソフォームの同定 
hnRNP A/B ファミリータンパク質の中で，
hnRNP A1 は最も発現量が多く，異なる 4 種
類のアイソフォームが存在することが知ら
れている．そこで，hnRNP A1 タンパク質の
ペプチドマッピングによる解析を行い，大腸
癌細胞株 HT-29 で発現している主要なアイソ
フォームを明らかにした．まず，2 次元電気
泳動で分離した核タンパク質から，hnRNP A1
の主要なスポットを同定した．同定したスポ
ットを回収し，最適化された手法を用いてポ
リアクリルアミドゲルよりタンパク質を抽
出し，Trypsin と Asp-N でプロテアーゼ消化
した後，LC/MS 解析を行った．その結果，一
部のアミノ酸配列が欠落したアイソフォー
ム A1-A に特異的なペプチドが同定された． 
 
以上より，大腸癌細胞株 HT-29 で主要に発現
し， sLex化している可能性がある hnRNP A1
は，アイソフォーム A1-A である可能性が高
いことが示唆された． 
 
(5) 抗シアリルルイス x 抗体の特異性の検証
実験 

大腸癌細胞株 HT-29 より抽出した核タンパク
質をノイラミニダーゼで消化し，抗 sLex抗体
と抗原との特異性を検証した．すなわち，タ
ンパク質を PVDF 膜上に転写した後，膜上で
ノイラミニダーゼを反応させ，抗体と抗原と
の親和性の変化をウエスタンブロット解析
によって確認した．その結果，抗 sLex抗体に
反応し，hnRNP A/B ファミリーの分子量に相
当するタンパク質の抗体への親和性は，ノイ
ラミニダーゼ消化後に著しく減衰した（図
6A）．この結果は，ノイラミニダーゼ消化に
より末端シアル酸が遊離し，抗 sLex抗体との
親和性が低下したことを意味している(図
6B)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，α1-3 フコースと結合するヒイロチャワ
ンタケレクチン(AAL)と hnRNP A/B ファミリ
ーとの結合性を確認した．すなわち，大腸癌
細胞株 HT-29 より抽出した核タンパク質を
AAL カラムにより精製し，その結合画分をプ
ロテアーゼで消化した後，LC/MS2 解析を行
った．その結果，hnRNP A/B ファミリータン
パク質が同定され，hnRNPA/B ファミリータ
ンパク質の一部にフコースが結合している
可能性が示唆された． 
 
以上より，抗 sLex 抗体の特異性が確認され，
hnRNP A/B ファミリータンパク質の一部が
sLex 化されている可能性が引き続き示唆され
た． 
 
以上の成果は，発癌と hnRNP A/B ファミリー
タンパク質の sLex 修飾の関係性を示す新た
な知見である．今後，hnRNP A/B ファミリー
における sLex 結合部位が同定されることに
より，癌の早期診断または予後判定を可能に
する新規マーカーの開発が可能になると思
われる． 
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