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研究成果の概要（和文）：絨毛癌細胞Jar用いGnT-IVa過剰発現細胞Jar/GnT-IVaとGnT-III発現抑制shRNAベクタ
ーを作成した。Jar/GnT-IVaにGnT-III shRNAを導入しGnT-IVa過剰発現/GnT-III発現抑制絨毛癌細胞を樹立し
た。GnT-IIIによる糖鎖変化は認めなかった。GnT-IVa発現抑制細胞GnT-IVa KDとJarの培養上清を用い、GSL-II
レクチン、マウス2次抗体を用いたサンドイッチELISAを行った。
Jar/GnT-IVaとコントロール細胞の細胞蛋白と培養上清蛋白を用いたNano-LC/MS/MS解析を行いLAMP-2がGnT-IVa
の標的分子であった。

研究成果の概要（英文）：Choriocarcinoma cell line with GnT-IVa overexpression (Jar/GnT-IVa) was 
established and shRNA vectors were made for knockdown of GnT-III expression. GnT-III shRNA vectors 
were introduced into Jar/GnT-IVa. The levels of sugar chains were not changed by knockdown of 
GnT-III. Sandwich ELISA was performed using conditioned medium of Jar and GnT-IVa KD (Jar with 
knockdown of GnT-IVa expression), GSL-II lectin and a mouse antibody.
Whole cell lysate and conditioned medium were collected from Jar/GnT-IVa and control cells. 
Nano-LC/MS/MS analysis using the proteins showed that LAMP-2 was a target molecule of GnT-IVa.

研究分野：絨毛性疾患

キーワード： 絨毛性腫瘍　糖鎖　ｈCG
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１．研究開始当初の背景 
絨毛癌はすべての妊娠後に発症しうる悪性
腫瘍で、肺、肝臓、脳などの遠隔転移を来た
しやすい。胞状奇胎後管理や抗癌剤、支持療
法の発達により、日本における絨毛癌患者の
発症率および予後は飛躍的に改善した。現在
でも治癒率は約 90%であるが、早期に発見で
きれば 100％の完寛が望める疾患である。 
胎盤栄養膜細胞から発生する絨毛性疾患は、
胞状奇胎（良性）から侵入奇胎（境界悪性）
を経て絨毛癌（悪性）になると考えられる。
hCGは alphaおよび betaサブユニットから
構成される二量体で、全ての絨毛性疾患およ
び正常胎盤は hCG を分泌する。アスパラギ
ン(N)結合糖鎖およびセリン(O)結合糖鎖が付
加されるが、正常胎盤から分泌される hCG
と侵入奇胎・絨毛癌から分泌される hCG の
糖鎖の相違について報告されている。 
患者尿中 hCGの N結合糖鎖解析では、正常
妊娠および胞状奇胎では認めない異所性糖
鎖 beta1-4 GlcNAcが侵入奇胎および絨毛癌
で認められた。beta1-4 GlcNAc を付加する
N- ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 転 移 酵 素
IV(GnT-IV)の活性および mRNAレベルでの
発現は、正常胎盤に比べて絨毛癌細胞株で非
常に高かったが、組織における発現やその機
能については検討されていない。 
我々は、胎盤および絨毛性疾患における免疫
組織染色や、細胞株を含めた RT-PCRおよび
Western blotを行い、GnT-IVaは正常胎盤や
胞状奇胎では発現を認めないが、侵入奇胎や
絨毛癌組織では強く発現していることを明
らかにした。以上の結果は患者尿中 hCG の
N結合糖鎖解析結果と同様で、悪性化に伴い
GnT-IVaの発現は明らかに強くなった。絨毛
細胞における GnT-IVaの発現が、細胞増殖や
分化、浸潤など悪性化と関与する可能性が考
えられるが、解明されていない。 
絨毛細胞の癌化は、他の癌と同様に、癌遺伝
子の活性化やがん抑制遺伝子の欠損を含む、
多段階遺伝変化の蓄積により、細胞増殖や、
分化、アポトーシス、浸潤などの機能変化を
起こすことによると考えられるが、解明され
ていない。GnT-IVaの転写制御因子の解明や、
全胞状奇胎由来細胞株への遺伝子導入によ
る機能変化の検討により、絨毛癌発症メカニ
ズムが解明されることが期待される。 
 
２．研究の目的 
胎盤栄養膜細胞（絨毛細胞）から発生する絨
毛性疾患には、胞状奇胎（良性）、侵入奇胎
（境界悪性）、絨毛癌（悪性）がある。絨毛
性疾患の栄養膜細胞が分泌する human 
chorionic gonadotropin(hCG)は優れた腫瘍
マーカーであるが、正常妊娠時にも分泌され
るため、絨毛癌をその他の妊娠と鑑別するた
めに用いることはできない。hCG の N 型糖
鎖解析により絨毛性腫瘍では三分岐鎖や異
常二分岐鎖を特異的に認め、糖転移酵素
GnT-IVa が絨毛性腫瘍では特異的発現する

ことが原因であることが明らかにされた。絨
毛性腫瘍の特異的マーカーとして、GnT-IVa
による三分岐鎖・異常二分岐鎖 hCG 測定が
可能になれば早期診断が可能になり、特に絨
毛癌の治療成績向上につながる。特異的N型
異常糖鎖付加 hCG 抗体作成および特異的レ
クチンを用いたサンドイッチ ELISA 法によ
る測定法の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養上清を用いた hCGおよびGSL-IIに
よるサンドイッチ ELISA法の確立 
GnT-IVa による三分岐鎖 hCG を定量的に測
定するための、抗 hCG 抗体および GSL-II
レクチン（グリフォニアマメレクチン）を用
いたサンドイッチ ELISA 法確立のため、抗
体濃度、GSL-II 濃度、検体量や反応時間な
どの条件設定が必要である。絨毛癌細胞株
Jar の培養上清を用い条件設定を行う。Jar
に GnT-IVa shRNA を導入した細胞株
（Jar/shGnT-IVa）と GnT-IVa 過剰発現株
（Jar/GnT-IVa）から、それぞれの培養上清
を 0:10～10:0の割合で混合すれば、蛋白とし
ての hCG 濃度は同じだが三分岐鎖の濃度勾
配のあるサンプルとなる。培養上清を 1:1～
1:10000の希釈で 96wellプレート（Thermo 
Scientific社イムロン 2HB）にコートし、抗
体を添加し洗浄後、二次抗体での反応後に
Streptavidin-alkali phosphatase（SA-AP）
を用いて 405nmの吸光度で測定する。 
(2) Jar/GnT-IVa/shGnT-III 細 胞 へ の
recombinant hCG導入 
前年度に同定された絨毛癌組織におけるド
ミナントサブタイプの CGB 遺伝子に
His-tagを付けた、hCG過剰発現用のレンチ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 成 し 、
Jar/GnT-IVa/shGnT-III 細胞に遺伝子導入す
る。細胞培養上清を回収し、ニッケルビーズ
に His-tag を吸着させて回収する Ni-NTA 
Agarose（QIAGEN社）を用いて hCGを抽
出し、濃度を測定する（山本担当）。 
(3) GnT-IVa発現に関わる cRelの絨毛癌にお
ける機能解析 
GnT-IVa のプロモーター解析において転写
因子 cRel が絨毛癌の悪性化に関与する可能
性が示唆されたため、絨毛癌細胞細胞株を用
いた NFkB ファミリーの発現および免疫沈
降を行う。Jarに遺伝子導入を行い cRel発現
抑制モデルおよび cRel 過剰発現モデル
（SC-29857、サンタクルズ社を使用）を作成
する。両モデルを用い、増殖能、接着能、遊
走能、浸潤能について cRel 発現による機能
変化を検討する。培養上清を用いたMMP-2、
MMP-9 活性はザイモグラフィーにより検討
する。アポトーシスや細胞遊走に関わるシグ
ナル伝達分子の発現変化を検討する。 
(4) GnT-IVaの新規ターゲット分子の検索 
Jar/GnT-IVaとコントロール細胞より細胞蛋
白と培養上清タンパクを回収し、DSAレクチ
ンブロットと GSL-II レクチンブロットを行



い糖鎖が変化した分子の候補を挙げる。候補
分子のバンドを切り出し、Nano-LC/MS/MS
解析を行う。両方に検出できたタンパクの抗
体を用いた免疫沈降法により、絨毛癌細胞に
おいて発現し GnT-IVa による糖鎖が付着し
ているかを確認する。そのタンパクの絨毛癌
細胞における局在を免疫組織染色または細
胞株を用いた FACSにより検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 培養上清を用いた hCGおよびGSL-IIに
よるサンドイッチ ELISA法の確立 
GnT-IVa 発現抑制絨毛癌細胞株（GnT-IVa KD）
と親株Jarの培養上清を回収し、1/1～1/1000
の濃度の hCG 抗体と Jar 培養上清（親
株:GnT-IVa KD=1:0～1:100）をプレート下面
接着と反応液とする２方法を行い、GSL-II レ
クチン、マウス 2次抗体を用いたサンドイッ
チ ELISA を行った。いずれにおいても反応は
認めなかった。 
(2) Jar/GnT-IVa/shGnT-III 細 胞 へ の
recombinant hCG導入 
GnT-III 発現抑制を行うため、Murin Stem 
Cell Virusプロモーター型レンチウイルスベ
クターを用いて shRNA ベクターを 3種類作成
した（pSI-MSCV-CLXPpuro-H1R-GnT-III sh1, 
2, 3）。絨毛癌細胞 Jar に遺伝子導入、ピュ
ーロマイシンにてセレクションを行った細
胞を Western blot 法にて発現抑制を確認し
た。さらに GnT-Va 発現過剰絨毛癌細胞株
（Jar/GnT-IVa）に GnT-III shRNA ベクター
を導入し、GnT-IVa 過剰発現/GnT-III 発現抑
制絨毛癌細を樹立した。 
(3) GnT-IVa発現に関わる cRelの絨毛癌にお
ける機能解析 
絨毛癌細胞株から抽出したタンパクを用い
たWestern blot法および免疫沈降法（IP）の

結果、c-Relと p65 (RelA)が 2量体を形成し
て絨毛癌で機能することが明らかとなった。 
絨毛癌細胞において c-Rel を発現抑制すると
遊走能と浸潤能は低下した。過剰発現株では
亢進した。PI3K/Akt シグナル経路を関して
浸潤促進することが明らかとなった。 
 (4) GnT-IVaの新規ターゲット分子の検索 
細胞より抽出したタンパク（Whole cell 
lysate）および培養上清タンパクを用いた

GSL-IIおよびDSAレクチンブロットにより、
絨毛癌細胞Jarと比較してGnT-IVa過剰発現
細胞 Jar-GnT4a 細胞で糖鎖レベルが増加し
た分子をゲルより抽出し、Nano-LC/MS/MS
解析を行った結果、両方の蛋白より LAMP-2
が検出された。絨毛癌細胞および培養上清で
の発現は免疫沈降およびファックスにて確
認し、細胞膜および分泌タンパクとしても存
在することを明らかにした。本研究の結果、
LAMP-2 が GnT-IVa の新たな標的分子であ
り、絨毛癌細胞より分泌されるタンパクであ
ることも明らかとなった。 
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