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研究成果の概要（和文）：機能未知のオーファントランスポーターであるSLC22A18の細胞内局在は細胞膜ではなく細胞
内小器官の膜に発現していることが示唆された。メタボロミクスによる細胞内代謝物変動解析からタンパク質の翻訳後
修飾であるO-GlcNAc化の基質であるUDP-GlcNAc量が増加していることを見出し、Western blot法を用いた解析からSLC2
2A18発現変動によってO-GlcNAc化タンパク質量が変動することを明らかにした。がん細胞においてSLC22A18発現低下は
細胞増殖速度を増加させることから、SLC22A18が腫瘍形成と関連があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We detected the expression of SLC22A18, an orphan transporter and tumor suppressor
 gene, in organelle membranes, but not within the plasma membrane. We showed that the level of UDP-GlcNAc,
 an O-GlcNAc modification substrate, is higher in cells stably expressing SLC22A18 than in mock cells. In 
addition, the levels of O-GlcNAc-modified proteins detected using western blot analysis are increased in c
ells stably expressing SLC22A18. We found that SLC22A18 knockdown in some tumor cell types increased cell 
proliferation rates, suggesting that a relationship exists between low SLC22A18 levels and acceleration of
 tumorigenesis.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
輸送担体（トランスポーター）は組織間の
内因性物質や薬物の移動を制御する膜タン
パク質である。これまでに、トランスポータ
ーの生理機能・発現異常が、生活習慣病やが
んなどの疾患発症および薬剤耐性に関与す
ることが示されてきている。ヒトにおいてト
ランスポーターは533分子が登録されている
にも関わらず、発現・機能が明らかにされた
トランスポーター分子は一部に過ぎず、未だ
基質や機能が特定されていないオーファン
トランスポーターが数多く存在する。したが
って、オーファントランスポーターの生理機
能の解明は、発現・機能異常による疾患発症
機構の解明や薬物動態制御に基づく個別化
薬物療法の確立への発展が期待されている。 
申請者らは独自の質量分析計を用いたタ
ンパク質一斉定量法を開発し、内因性物質や
薬物輸送に関与する可能性が高い約100種類
のオーファントランスポーターを標的とし
た定量プロテオミクス解析を行った。その結
果、薬物動態に深く関わる組織である肝臓お
よび小腸において SLC22A18 が高発現して
いるという興味深い予備的知見を得た。
SLC22A18 が属する SLC22A ファミリーに
は内因性物質だけでなく臨床で用いられる
薬物やその代謝物を基質とする体内動態制
御にとって重要な有機アニオンおよび有機
カチオントランスポーター (OAT, OCT, 
OCTN等)が含まれ、さらに SLC22Aファミ
リーのトランスポーター遺伝子の変異によ
るトランスポーター機能異常が全身カルニ
チン欠乏症などの遺伝的疾患に関わってい
ることが報告されている (Nat Genet. 1999, 
21, 91-4)。一方で、SLC22A18は輸送機能等
の分子機能は全く明らかにされていないオ
ーファントランスポーターであるが、これま
でに、1) SLC22A18タンパク質を過剰発現さ
せたバクテリアは chloroquine や quinidine
に対して耐性を示すこと (FEBS Lett. 1998, 
433, 245-50)、2) SLC22A18遺伝子は先天性
奇形症候群である Beckwith-Wiedemann 症
候群や小児三大固形悪性腫瘍の 1つであるウ
ィルムス腫瘍発症に関与する疾患関連遺伝
子であること (Proc Natl Acad Sci U S A. 
1998, 95, 3873-8)、3）ゲノム刷り込みによる
SLC22A18 遺伝子の発現抑制は成人におけ
る肝臓がん、乳がんなどの悪性腫瘍発症に関
与する (Gene. 2008, 15, 40-7) ことが報告
されている。以上の知見から、「SLC22A18
のトランスポーター機能の低下が遺伝性疾
患および腫瘍形成と深く関わっており、
SLC22A18 の分子機能が遺伝子疾患発症メ
カニズムの解明と新しい腫瘍形成機構の解
明につながる」ことが考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、機能未知のオーファント
ランスポーターである SLC22A18 の「生体
分子機能」と「病態生理的役割」を解明する

ことである。そこで本研究課題では
SLC22A18の 1）内因性基質の同定と体内動
態制御機構、2）腫瘍形成への関与と分子機
構を解明し、SLC22A18の生理学的機能およ
び疾患発症・進行への関与とその分子機構を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) SLC22A18安定および一過性発現細胞株
の作成 
SLC22A18 安定発現細胞株の樹立は目的遺
伝子を効率的にゲノム DNA に挿入できる
Flp-In法を用いて行った。SLC22A18安定発
現細胞における SLC22A18 遺伝子発現は定
量 PCRによって行った。3xFlag tagを付加
し た pcDAN5/FRT-3x Flag tagged 
SLC22A18 は 合 成 遺 伝 子 と
pcDNA5/FRT-SLC22A18 の遺伝子組換えに
よって作成した。このベクターを 293細胞に
同様の方法で遺伝子導入し、48時間後の細胞
を回収して以下の解析に使用した。 
 
(2) 抗 SLC22A18抗体の作成 
 SLC22A18 について TMHMM2.0 による
膜貫通領域の予測と BLAST検索から特異的
抗原部位を決定した。この部位に対する合成
ペプチドを作成し、キャリアーである KLH
と結合させた。この抗原とアジュバンドとの
エマルジョンをウサギに投与し（2 週間間隔
4回）、最終投与から 2週間後に全血を採取し
た。抗血清をペプチドカラムによって精製し、
抗体を得た。 
 
(3) 細胞分画とタンパク質の可溶化 
 細胞膜回収キット (BIO VISION)を用い
て、プロトコールに従って培養細胞から細胞
質、粗膜画分および細胞膜画分を分画した。
Whole cell lysateおよび分画したタンパク質
は RIPA bufferにて可溶化し、BCAアッセイ
キットを用いてタンパク質定量を行った。 
 
(4) Western blot解析 
 タンパク質溶液を Lammili buffer と混合
し、37℃、30 分間もしくは 95℃、5 分間イ
ンキュベーションすることによって SDS 化
を行った。定法に従ってサンプルを
SDS-PAGE によって分離後、PVDF メンブ
レンに転写し、ブロッキングを行い、各種 1
抗体と 1昼夜反応させた。次に PVDFメンブ
レンを洗浄後、HRP 標識 2 次抗体と反応さ
せた。ECL試薬を用いてHRP由来の化学発
光をイメージアナライザーで検出した。 
 
(5) 免疫組織化学的解析 
 チャンバースライドガラス上にて 2-3日培
養した細胞を 4%PFA/PBS にて固定後、1% 
Triton-X100 で処理し、ブロッキング後、各
種 1次抗体で 1昼夜反応させた。細胞を洗浄
後、蛍光標識 2次抗体にて反応させた。蛍光
退色防止剤含有封入剤を用いてプレパラー



トを調整後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
 
(6) 細胞増殖試験 
 細胞を 96 well plate に播種し、播種後 1
お よ び 3 日 目 に お け る 細 胞 数 を
Cell-Counting kit8 (DOJINDO) を用いて測
定した。 
 
(7) shRNA による SLC22A18 ノックダウン
がん細胞の作成 

SLC22A18に特異的な shRNAを 4つ設計
し、肝臓がん細胞株である HEPG2、乳がん
細胞株である MCF-7 および大腸がん細胞株
である Caco2 細胞に ScreenFectA (WAKO)
を用いて遺伝子導入し、puromycinによって
セレクションを行い、安定ノックダウン細胞
を樹立した。SLC22A18 mRNA 発現量は特
異 probe を用いた定量 PCR 法を用いて行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 抗 SLC22A18抗体の評価 
 SLC22A18の細胞内発現・局在は未だに不
明なままである。SLC22A18タンパク質の発
現・局在解析を行うことができる抗体を得る
ために、今回作成した抗体および購入した計
5種類の抗体の反応性をSLC22A18安定発現
細胞の細胞質および粗膜画分を用いて行っ
た。その結果、粗膜画分において 4種類の抗
体が 35 kDa に SLC22A18 を検出した。
SLC22A18 タンパク質の予想サイズは 45 
kDaであるが、現在の実験条件では 35 kDa
に検出される。4 種類の異なるエピトープを
標的とした抗体によって同一のバンドが検
出されたことから得られたバンドは
SLC22A18 タンパク質由来である可能性が
高い。この点を検証するために、N末端もし
くは C 末端に 3xFLAG を付加した
SLC22A18 を一過性に発現させて Western 
blot法によって解析したところ、どちらも同
じ大きさに検出された。従って、SLC22A18
は何かしら切断を受けてサイズが小さくな
っているのではないことが示唆された。おそ
らく、マイルドな SDS 化条件でのみ抗体が
反応するため、SDS化が完全にされていない
ことが原因かと考えられる。今回検討した抗
体の中で反応性が高く非特異的バンドが少
ない Abcam 社から購入した抗体と今回作成
した自作抗体を今後使用することとした。 
 
(2) SLC22A18安定発現細胞におけるタンパ
ク質発現・局在解析 
 次に、SLC22A18タンパク質発現・局在解
析を細胞分画を行ったサンプルに対する
Western blot 法にて解析した。その結果、
SLC22A18 安 定 発 現 細 胞 に お け る
SLC22A18 タンパク質発現は粗膜画分が細
胞膜画分よりも高かった。次に、細胞内局在
を検討するために、免疫組織化学的解析を行
った。その結果、SLC22A18安定発現細胞に

おいて細胞内に強くシグナルを検出し、細胞
膜における発現はほとんど観察されなかっ
た。これら結果は両抗体によっても同様であ
った。以上の結果から、SLC22A18タンパク
質は細胞内小器官の膜画分に発現している
ことが示唆された。 
 
(3) SLC22A18安定発現細胞のメタボローム
解析 
 SLC22A18 安定発現細胞および mock 細
胞に含まれる内因性代謝物質について、メタ 
ボローム解析を実施し、2 細胞株間での内因
性代謝物質の細胞内含有量の差異を比較し
た。得られた内因性化合物を解糖系などの糖
代謝に関連する経路に当てはめていったと
ころ、タンパク質の O-GlcNAc化修飾の基質
である UDP-GlcNAc 量が増加していること
を見出し、ヘキソサミン合成経路が活性化し
ている可能性があることが推察された。 
 
(4) SLC22A18安定発現細胞におけるタンパ
ク質の O-GlcNAc化への影響 

SLC22A18 安 定 発 現 細 胞 に お け る
O-GlcNAc 化タンパク質の変動を Western 
blot法を用いて解析を行った。その結果、多
くの抗 O-GlcNac 抗体 (Cell signaling)に反
応するタンパク質のO-GlcNAc化が亢進して
いた。従って、SLC22A18は細胞内代謝調節
に関与してタンパク質のO-GlcNAc化を制御
する機構を担っていることが示唆された。が
ん細胞が膨大なエネルギーを作り出す機構
に O-GlcNAc 化は関与する。すなわち、
UDP-GlcNAc の産生増大によって IKK-の
O-GlcNA修飾が亢進し、これが NF-kを介
した解糖系がさらに亢進する。そこで、
SLC22A18 安定発現細胞における NF-kの
発現量およびリン酸化に関して Western 
blot法を用いて検討したしたところ、NF-k
発現量は増加し、リン酸化も増加することが
示唆された。p53 タンパク質は IKK-の
O-GlcNAc 化による活性化を抑制する役割を
果たしている。そこで p53タンパク質の発現
量およびリン酸化を検討したところ、p53タ
ンパク質発現量は増加していたが、p53タン
パク質の活性を示すSer15のリン酸化は観察
されなかった。p53タンパク質の発現増加に
はp53タンパク質のO-GlcNAc化が関与する
ことが報告されているため、免疫沈降法を用
いて検討を行った。その結果、SLC22A18発
現細胞において p53タンパク質はmock細胞
よりも O-GlcNAc化されていた。以上の結果
から、SLC22A18発現増加は細胞内代謝変動
によってタンパク質のO-GlcNAc化を促進さ
せることで、細胞内シグナリングを変動させ
ていることが示唆された。 
 
(5) SLC22A18安定発現細胞の細胞増殖試験 
 SLC22A18 発現細胞の細胞増殖速度を測
定したところ、播種後 3 日目において
SLC22A18細胞とmock細胞との間で有意な



細胞増殖速度の差は観察されなかった。 
 
(6) がん細胞における SLC22A18発現解析 
 がん細胞における SLC22A18 の病態生理
機能を解析するために、HEPG2、乳がん細
胞株である MCF-7 細胞および大腸がん細胞
株である Caco2細胞における SLC22A18発
現量をWestern blot法を用いて解析した。そ
の結果、Caco-2およびMCF-7細胞において
SLC22A18 タンパク質発現が検出された。
HEPG2 細胞においてはタンパク質発現が検
出されるものの発現量は他の 2細胞に比べて
小さかった。 
 
(7) SLC22A18安定ノックダウンHEPG2お
よびMCF-7細胞の作成 
 がん細胞における SLC22A18 の病態生理
機能を解析するために、HEPG2、MCF-7お
よび Caco2細胞において SLC22A18安定ノ
ックダウン細胞を樹立を試みた。その結果、
HEPG2 および MCF-7 細胞においては
puromycin 耐性のクローニングされた細胞
を得ることができたが、Caco2細胞では得ら
れなかった。そのため、当初計画していた
Caco2細胞では安定発現ノックダウン細胞を
樹立できなかった。次に puromycin 耐性
HEPG2 および MCF-7 細胞における
SLC22A18発現量を定量 PCR法によって解
析したところ、それぞれ 50%程度の発現低下
が観察された。したがって、SLC22A18安定
ノックダウンHEPG2およびMCF7細胞が樹
立された。さらにタンパク質発現量をMCF-7
細胞において検討したところ、粗膜画分にお
いてその発現は 50%程度減少していた。 
 
(8) SLC22A18ノックダウンHEPG2および
MCF-7 細胞の細胞増殖における SLC22A18
ノックダウンの影響 
 SLC22A18 ノックダウンが細胞増殖に与
える影響を細胞増殖試験によって解析した。
その結果、HEPG2細胞およびMCF7細胞に
おいて細胞増殖速度はそれぞれ約 1.5および
2倍有意に増加した。従って、SLC22A18タ
ンパク質発現減少が細胞増殖を促進させる
ことが示唆された。 
 
(9) MCF7 細胞におけるタンパク質の
O-GlcNAc化翻訳後修飾 
MCF7 細胞における O-GlcNAc 化タンパク
質発現変動を Western blot 法を用いて解析
したところ、予想外に細胞質内の複数のタン
パク質のO-GlcNAc化が増加していた。また、
NF-kb および p53 タンパク質の発現変動を
同様に解析したところ、両タンパク質発現量
が増加していた。以上の結果から、MCF-7
細胞においては SLC22A18 タンパク質発現
量が低下することで安定発現株と同様のタ
ンパク質発現変動が起こることが示唆され
た。NF-kBの活性化は解糖系を亢進させ、ヘ
キソサミン生合成経路を活性化させること

から、SLC22A18はがん細胞が膨大なエネル
ギーを作り出す機構の一部を担っているこ
とが推察される。SLC22A18安定発現とノッ
クダウン細胞で同様のタンパク質発現変動
が起きるメカニズムについて今後解析を行
っていく予定である。 
 
(10) 結論 
以上の結果から、SLC22A18 は細胞内小器
官の膜に発現し、細胞内代謝調節に関与する
ことで細胞におけるエネルギー代謝に関与
していることが示唆された。SLC22A18はが
ん抑制遺伝子として報告されており、がん細
胞における増殖試験では有意に増殖速度を
増加させたことから、SLC22A18発現低下が
腫瘍形成と関連があることが示唆された。今
後、SLC22A18 発現変化に伴う細胞内代謝
変動と腫瘍形成機構の関係を解明すること
によって、SLC22A18 を標的とした新規が
ん発症抑制薬の創薬につながることが期待
される。 
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