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研究成果の概要（和文）：様々な癌細胞に異常発現するナトリウムポンプα3アイソフォーム（α

3NaK）は、通常ナトリウムポンプが存在する原形質膜ではなく、rab10 の存在する小胞に局在

していた。ヒトおよびマウス癌細胞を用いた in vitro実験および in vivo 実験の結果、細胞内

小胞に分布するα3NaK は、癌細胞の生存および成長に重要な役割を果たしている可能性が示唆

された。 

 
研究成果の概要（英文）：Na+,K+-ATPase α3-isoform (α3NaK) is abnormally expressed in 
various types of human cancer cells. α3NaK is not localized in plasma membrane, but in 
intracellular vesicles in which rab10 is present. In vitro and in vivo studies using human 
and mouse cancer cells showed that α3NaK may be involved in the mechanisms of cancer 
cell survival and growth. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、当大学倫理委員会の承認のもと
医学部第二外科よりヒト消化器癌組織の提
供を受け、ヒト肝細胞癌において、ナトリウ
ム ポ ン プ (Na+,K+-ATPase) の α3-isoform
（α3NaK）が異常高発現し、癌組織ではナト
リウムポンプ活性が有意に増加しているこ
とを見出した。α3NaK は神経細胞に高発現
するナトリウムポンプで、神経細胞では他の
Na+,K+-ATPase と同様に原形質膜に局在す
る。しかし興味深いことに、癌細胞における

α3NaK は、原形質膜ではなく、細胞質内に
局在していた。他方、癌細胞において
Na+,K+-ATPase α1-isoform (α1NaK)は、
α3NaK とは異なり原形質膜に局在していた。
さらに、ヒト組織アレイを用いた解析におい
て、α3NaK は肝細胞癌のみならず胃癌、大
腸癌、乳癌など種々の癌の細胞質内に異常発
現していることがわかった。従って、癌細胞
において α3NaK は共通の病態生理機能を持
つ可能性が考えられた。このような細胞内局
在型ナトリウムポンプの生理機能や原形質
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膜へのトラフィッキング異常については、国
内外のどの研究グループからも報告はなか
った。癌細胞における α3NaK の機能は、正
常細胞の原形質膜でのナトリウムポンプの
機能とは全く異なるものと予想された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、(1) α3NaK の小胞体から原形質
膜へのトラフィッキング機構、(2)原形質膜に
おける α3NaK の生理機能、(3) α3NaK の小
胞体での生理機能、(4) α3NaK の機能関連タ
ンパク質の同定および複合体機能、(5) 癌細
胞における α3NaK の病態生理的意義を明ら
かにすることで、小胞体‐原形質膜間トラフ
ィッキング異常が関与するナトリウムポン
プの新しい病態生理機構の全容解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト肝細胞癌組織における α3NaK のポ
ンプ活性は、α3NaK が ATP を加水分解する
際に生じる無機リン酸量を定量することで
評価した。ヒト組織については、当大学倫理
委員会の承認のもと当大学附属病院でイン
フォームドコンセントの得られた患者の手
術切除標本を用いた。 
 
(2) ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞、ヒト胃癌由
来 MKN45 細胞およびヒト肝細胞癌由来
HepG2 細胞において、抗 α3NaK 抗体と各種
オルガネラマーカーおよび分泌小胞マーカ
ーを用いた免疫細胞共染色、抗 α3NaK 抗体
を用いた免疫電子顕微鏡解析、Percol/ショ糖
密度勾配遠心により分離した膜分画サンプ
ルのウェスタンブロットにより、α3NaK の
詳細な細胞内局在部位について検討した。 
 
(3) HT-29 細胞に α3NaK の siRNA をヌクレ
オフェクションし、α3NaK を一過性にノッ
クダウンした。また、マウス大腸癌由来
colon38 細胞に、ヒト肝細胞癌組織よりクロ
ーニングしたヒト α3NaK をトランスフェク
ションし、一過性に発現させた。両細胞系に
おいて、α3NaK の発現量はウェスタンブロ
ットおよび免疫細胞染色により検討し、
α3NaK の発現変化による細胞生存率（ミト
コンドリア活性）の変化は、MTT アッセイ
により検討した。 
 
(4) α3NaK を一過性に発現させた colon38 細
胞および空ベクターを導入した細胞を、
C57BL6N マウスの腹部皮下組織に移植した。
移植後 5 日目および 10 日目にマウスを安楽
死させ腫瘍を摘出し、腫瘍重量を測定し、
α3NaK の発現有無による腫瘍成長率の変化
を検討した。 
 

 
４．研究成果 
(1) ヒト肝細胞癌組織を用いて癌細胞におけ
る α3NaK の異常発現とナトリウムポンプ活
性との相関関係について検討した。11 症例の
ヒト肝細胞癌組織および近傍の非癌組織に
ついて、ナトリウムポンプの各アイソフォー
ムの癌組織における発現量変化率と癌組織
におけるナトリウムポンプ活性変化率の相
関関係を調べたところ、癌組織における
α3NaK の発現増加率とポンプ活性上昇率と
の間に有意な相関が見られた（図 1）。また、
癌組織において上昇するナトリウムポンプ
活性の Na+親和性は、α3NaK の Na+親和性
と一致した。以上より、肝細胞癌組織におけ
るナトリウムポンプの活性上昇は α3NaK の
発現増加に起因することが示唆された。また
この結果は、原形質膜ではなく細胞内におい
て α3NaK がポンプ機能を有しており、機能
するために必要なナトリウムポンプ複合体
を形成していることを示唆している。 

 
(2) Percol/ショ糖密度勾配遠心により、
HT-29 細胞の細胞内小器官を分離し、ウェス
タンブロットを行った。α3NaK の分布パタ
ーンは、α1NaK および原形質膜マーカーの
flotillin-2 の分布パターンとは明らかに異な
っていた。次に、HT-29 細胞、MKN45 細胞、
HepG2 細胞において、各種オルガネラマー
カーおよび分泌小胞マーカーとの免疫共染
色を行い、細胞内における α3NaK の局在部
位について検討したところ、α3NaK の一部
は、小胞体に局在していたが、大部分は rab10
の局在と一致していた。また、高圧凍結技法
を用いた免疫電子顕微鏡解析により、HT-29
細胞において α3NaK は、原形質膜直下に存
在する直径 50 nm 以下の小さい小胞に分布
している可能性が示唆された。これらの結果
より、α3NaK は、小胞体から原形質膜では
なく、原形質膜直下に存在する rab10 含有小
胞にトラフィッキングされていることが示
唆された。 



 

 

 
(3) HT-29細胞に α3NaKの siRNAを導入し、
α3NaK を一過性にノックダウンした。ウェ
スタンブロットを行なったところ、α3NaK
ノックダウン細胞において、α3NaK の発現
量は約 40％に低下していた。この細胞系を用
いて、MTT アッセイ行ったところ、α3NaK
の siRNA を導入したノックダウン細胞（図
2; α3NaK-siRNA）では、コントロール siRNA
を導入した細胞（図 2; NC-siRNA）に比べて、
ミトコンドリア活性が有意に低下した（図
2A）。次に、内因的な α3NaK を発現してい
ない colon38 細胞に α3NaK を過剰発現させ
た。過剰発現した α3NaK は、ヒト癌細胞の
場合と同様に細胞内に分布しており、rab10
と分布が一致したことから、分泌小胞に局在
していることが示唆された。この細胞系を用
いて、MTT アッセイを行なったところ、
α3NaK の過剰発現細胞（図 2; α3NaK）では
空ベクターを導入した未発現細胞（図 2; 
mock）に比べて、有意にミトコンドリア活性
が上昇した（図 2B）。 

 
(4) 癌細胞における α3NaK の生理機能を in 
vivo 実験において検討した。colon38 細胞を
C57BL6N マウスの腹部皮下組織に移植した。
α3NaK の過剰発現細胞を移植したマウスは、
空ベクターを導入した未発現細胞を移植し
たマウスに比べて、移植後 5 日目および 10
日目の腫瘍重量が有意に増加しており、腫瘍
成長率の亢進が見られた。 
 
以上の研究成果より、癌細胞の rab10 含有

小胞に局在する α3NaK は、癌細胞の生存お
よび成長メカニズムに関与している可能性
が示唆された。癌細胞の細胞内小胞における
α3NaK の機能については国内外どのグルー
プからも報告されておらず、本研究成果が初
めてであると考えられる。また、原形質膜に
おけるポンプ機能とは異なるナトリウムポ
ンプの新たな生理機能の発見に繋がる可能
性があり、学術的な重要性は高い。現在、本
研究成果をまとめた論文を投稿準備中であ
る。 
今後、癌細胞の小胞に存在する α3NaK を

特異的に阻害する薬物のスクリーニングを
行い、その抗癌作用を評価することで、
α3NaK を標的とする新たな癌制御法の開発
に繋がる研究が展開できるものと期待され
る。 
 
また、本研究課題の遂行過程において以下の
成果も得た。 
 
(5) 原形質膜における Na+,K+-ATPase の活
性調節に K+-Cl-共輸送体 3a の N 末端領域が
重要な役割を担っていることを見出した。 
 
(6) HepG2 細胞の原形質膜では、ナトリウム
ポンプの阻害剤ウアバインに非感受性の
ecto-ATPase 活 性 が 、 感 受 性 の
Na+,K+-ATPase 活性より高く存在すること、
その活性がクルクミンにより阻害されるこ
とを見出した。 
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