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研究成果の概要（和文）：糖転移酵素C2GnTは、絨毛癌細胞株、絨毛癌及び侵入奇胎組織では強発現していた
が、胞状奇胎では低発現であった。次に、絨毛癌細胞を用いてsiRNAを遺伝子導入することによりC2GnTの発現を
抑制して実験を行った。C2GnT発現抑制により、遊走能及び浸潤能が抑制された。さらにC2GnTの発現抑制によ
り、細胞外基質であるfibronectin, Collagen I, Collagen IVへの接着も抑制された。また、血管内皮細胞
HUVECへの接着も抑制された。
糖転移酵素C2GnTの機能の究明は、絨毛細胞悪性化メカニズムの解明につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Immunohistochemistry revealed that C2GnT was highly expressed in 
trophoblasts of choriocarcinoma but not in hydatidiform mole. Expression level of C2GnT protein in 
siRNA transfectants were significantly reduced compared to WT and controls at 24 hours after 
transfection. MTS assay showed no effect on cell proliferation in Jar for 72 hours after C2GnT siRNA
 transfection. Suppression of C2GnT expression reduced migration and invasive abilities 
significantly. The rate of cell attachment to fibronectin, collagen type I, and collagen type IV 
were decreased by C2GnT knockdown.
These findings suggest that C2GnT may be involved in regulating malignant potential of trophoblasts 
by intracellular expression.

研究分野： 婦人科腫瘍　絨毛性疾患
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
絨毛癌はあらゆる妊娠後に発症しうる悪

性腫瘍で、患者は 20 歳～40 歳の比較的若い
成人女性が多い。肺、肝臓、脳などへの遠
隔転移を来たしやすく、発見時に多発遠隔
転移を伴う場合の予後は不良である。胞状
奇胎患者のフォロー、hCG 値測定及び化学療
法の進歩により、絨毛癌患者の発症率及び
予後は改善したが、現在でも治癒率は約 85%
で、治療に難渋して死亡する例も経験して
いる。現在は hCG が唯一のマーカーである
が、hCG は正常妊娠や流産でも検出されるた
め、授乳中や月経不順である女性の場合は
診断が遅れることも多い。早期発見により
100％の寛解が望める疾患であるため絨毛
癌に特異的な腫瘍マーカーの開発が必要で
ある。また、化学療法や手術療法でも治療
困難な絨毛癌は浸潤転移能が高く、そのメ
カニズムに関与する分子を抑制することで
治療成績の向上が期待できる。 
絨毛細胞から発生する絨毛性疾患は、胞

状奇胎から侵入奇胎を経て絨毛癌へと悪性
化すると考えられる。正常妊娠後からも絨
毛癌は発症するが、発症率は胞状奇胎後か
らの発症が明らかに高い。全ての絨毛性疾
患及び正常胎盤は hCG を分泌するが、悪性
化すると正常胎盤や胞状奇胎では認めない
異常糖鎖付加 hCG（ hyperglycosylated 
hCG :H-hCG）が血中で検出される。生体内
で生合成された蛋白質は、細胞内で修飾及
びプロセシングを受けて初めて機能を発揮
するため、生命現象を分子レベルで理解す
るには、ゲノム研究だけでは不十分である。
細胞内修飾で最も多いのは、糖転移酵素に
よる糖鎖修飾である。悪性化のメカニズム
の解明や新しい診断方法に、H-hCG の原因と
なる糖転移酵素の機能解明は重要と考えら
れる。 
H-hCG には、アスパラギン結合型（N型）

とセリン結合型（O 型）がある。N 型 H-hCG
を生成する糖転移酵素 GnT-IVa は、絨毛細
胞において integrinβ1 の糖鎖修飾を介し
て浸潤・転移を促進することを我々は明ら
かにした（Niimi. K, et al. Br J Cancer, 
2012）。一方、O 型 H-hCG は米国の研究者ら
が絨毛癌の活動性の指標になることや絨毛
細胞の浸潤に関与することを報告している
が、O型 H-hCG を生成する糖転移酵素 Core2 
β-1,6-N アセチルグルコサミン転移酵素 
(C2GnT)についての絨毛細胞における機能
は解明されていない。C2GnT に関して、大腸
癌、前立腺癌などの他の癌腫においてその
予後や浸潤・転移能と関連する報告がある。
そのメカニズムとして C2GnT が付加するコ
ア２構造にさらに糖鎖が付加された
Polylactosamine 鎖が、癌細胞と NK 細胞の
相互作用を抑制し、転移能を増強させるこ
となどが証明されている。絨毛癌細胞にお
ける C2GnT の役割を調べることにより、絨
毛細胞癌化及び浸潤転移のメカニズムを解

明が期待される。 
 

２．研究の目的 
異常糖鎖修飾されたH-hCGについてはすでに
絨毛細胞の浸潤や絨毛癌の悪性度と関連が
あることが報告されている。我々はその
H-hCG の異常糖鎖修飾の原因となる糖転移酵
素 Core2 β-1,6-N アセチルグルコサミン転
移酵素 (C2GnT)に着目した。C2GnT が絨毛性
腫瘍においてどのように発現し、存在してい
るのかを確認し、絨毛細胞の機能にどのよう
な影響を与えているのかを分子レベルで明
らかにすることを目的とした。この研究が、
絨毛細胞の悪性化メカニズムの解明に役立
つと考える。 
 
３．研究の方法 
(1) 絨毛性疾患及び胎盤組織におけるC2GnT
の発現解析 
患者からのインフォームドコンセントを得
て集めた絨毛性疾患（胞状奇胎、侵入奇胎、
絨毛癌、PSTT）と胎盤組織を用いて、パラフ
ィン包埋ブロックより組織切片を作成する。
抗C2GnT抗体を用いて免疫組織染色を施行す
る。絨毛性疾患では疾患別に、胎盤組織では
妊娠週数ごとに平均発現強度を比較する。ま
た、C2GnTが付加するコア２構造にさらに糖
鎖が付加されたPoly N-acetyllactosamine鎖
を認識するトマトレクチンを用いたレクチ
ン免疫組織染色も併せて行う。 
7 種類の絨毛癌細胞株 Jar, Bewo, JEG-3, 
CC1, CC3, CC4, CC6 および EVT 細胞株
HTR-8/SVneo、さらに上記(1)で得た絨毛性疾
患組織と胎盤検体の一部から蛋白および
mRNA を抽出し、それぞれウエスタンブロット
およびRT-PCRにて発現量を評価する。また、
細胞株の培養上清における regular hCG とセ
リン結合型 H-hCG 値を測定する。その結果を
C2GnT の発現量と比較する。相関があれば、
H-hCG が糖転移酵素である C2GnT により生成
されていることを確認できる。 
 
(2) 絨毛癌細胞株JarにおけるC2GnTの機能
解析 
C2GnTの機能解析を行うために発現抑制モ

デルが必要である。絨毛癌細胞株JarにC2GnT 
siRNAを導入する。これらのsiRNA導入細胞株
におけるC2GnTの発現量のスクリーニングを
ウエスタンブロットで解析し、発現抑制の確
認を行う。得られた細胞モデルのin vitroに
おける増殖能及び浸潤能をルーチンの増殖
アッセイ（MTT法およびBrdU uptake法）、浸
潤アッセイ（トランスウエルチャンバー法、
又はwound healing法）にて評価し、コント
ロールsiRNA導入細胞と比較する。 
 
(3) 浸潤能変化におけるメカニズムの解析 
C2GnT発現抑制絨毛癌細胞を用いたin 

vitroでの実験結果を受けて、そのメカニズ
ム を 追 求 す る 。 MMP の 変 化 に つ い て



zymography を 用 い て 調 べ る 。 さ ら に
Fibronectin, Collagen I, Collagen IV及び
Lamininがコーティングされた96 well plate
を用いて接着能を評価する。ヒト血管内皮細
胞（HUVEC）を用いて血管内皮への接着能の
変化を検討する。C2GnT発現抑制絨毛癌細胞
とコントロール細胞の上清を用い た
transwell assayにより、絨毛癌細胞からの
分泌タンパクのautocrine作用に及ぼす
C2GnTの影響を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 絨毛性疾患（胞状奇胎、侵入奇胎、絨毛
癌、PSTT）と胎盤組織を用いて、C2GnTの免
疫組織染色を施行したところ、胞状奇胎、胎
盤組織では発現が弱く、絨毛癌、侵入奇胎、
PSTTの絨毛性腫瘍では発現が増強していた。
胎盤組織では、EVTに部分的に発現が増強し

ていた。 
C2GnT が 付 加 す る 糖 鎖 で あ る Poly N- 
acetyllactosamine鎖を認識するトマトレク
チン（LEL）で免疫組織染色を行ったところ、
すべての絨毛性疾患及び胎盤で発現を認め
た。C2GnTが付加する糖鎖は広範囲に発現し
ており、C2GnTの発現している細胞以外にも
発現していた。LELの認識する糖鎖はC2GnT以
外の酵素によっても付加される可能性があ
る。C2GnTのターゲット分子はさまざまであ
ると考えられる。また、paracrineにC2GnTを
発現していない細胞のタンパクを糖鎖修飾
する可能性などが考えられた。 
7 種類の絨毛癌細胞株と絨毛癌細胞株 

HTR-8/SVneo、胞状奇胎検体、胎盤検体にお
いて、C2GnT の発現量を検討したところ、タ
ンパクおよび mRNA の発現は絨毛癌で増加し
ていた。また、HTR-8/SVneo でも発現は認め
られ、胞状奇胎、胎盤組織では発現が低下し
ていた。細胞株の培養上清における regular 
hCG に対する H-hCG 値の割合は C2GnT の発現

量と相関していた。H-hCG が糖転移酵素であ
るC2GnTにより生成されていることを示唆さ
れた。 
 
 (2) 絨毛癌細胞株 Jar に C2GnT siRNA を導
入し、ウエスタンブロットでタンパク発現が
抑制されたことを確認した。増殖能に変化は
なく、遊走能及び浸潤能は、コントロール
siRNA 導入細胞に比較して、C2GnT 発現抑制

細胞では有意に低下していた。 
 
(3) C2GnT発現抑制はMMP活性に影響を与えな
かった。また、細胞外基質（Fibronectin, 
Collagen I, Collagen IV）への接着能はC2GnT
発現を抑制すると有意に低下した。HUVECへ
の接着も有意に低下した。C2GnT発現抑制絨
毛癌細胞の上清をtranswellの下層に入れて
上層の絨毛癌細胞またはEVT細胞を誘導させ
るとコントロール細胞の上清と比較して優
位に浸潤が抑制された。このことから、C2GnT
は絨毛癌細胞の分泌タンパクにも影響を与
え、autocrine及びparacrineに作用する可能



性が示唆された。 
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