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研究成果の概要（和文）： 
α1－6 フコース転移酵素（FUT8）は、肝癌の生物学的悪性度の指標とされるフコシル化 AFP
産生に関与しているが、その分子機構は解明されていない。肝癌細胞の FUT8 遺伝子発現を抑
制し、細胞増殖や細胞浸潤能および糖鎖構造の変化に対する基礎的検討を行なった。SiRNA の
手法では、FUT8 遺伝子発現抑制を認めたが、細胞増殖や浸潤能の有意な変化は確認できず、
糖鎖プロファイリング解析では、細胞内のフコシル化蛋白質の低下を確認できなかった。肝細
胞特異的に完全な遺伝子発現抑制を行い、発癌発癌過程における FUT8 蛋白機能を解析する手
法として、新たに FUT8 コンディショナルノックアウトマウスを作製した。現在、同マウスの
肝組織での FUT8 のメッセージが低下している結果を得，蛋白機能を解析中で、引き続き同マ
ウスの肝発癌実験を準備中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Fucosylated fraction of alpha-fetoprotein, AFP-L3, is the product of α1-6 fucosyltransferase (FUT8) in 
the presence of GDP-fucose and is an indicator of unfavorable prognosis in patients with hepatocellular 
carcinoma (HCC). The aim of this study is to investigate physiological function of the core fucose in 
HCC cell lines using not only small interfering RNA (siRNA) but a FUT8 conditional gene knockdown 
tool. Real-time PCR analysis showed that the FUT8 mRNA level was knocked down 48h after siRNA 
transfection. On the other hand, we found no significant change in cell growth and infiltration. And no 
significant reduction in producing intracellular fucosylated proteins was observed by sugar chain 
profiling analysis using lection microchip. Next, we established conditional FUT8 knockdown mice, and 
characterized their molecular background of FUT8. We plan to carry out the experiments of hepato- 
carcinogenesis on the FUT8 knockdown mice.  
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１．研究開始当初の背景 
フコシル化 AFP（AFP-L3）は、青柳らが明ら
かにした肝癌特異性の高い AFP糖鎖変異分画
で、二分岐複合型糖鎖の還元末端側にα1-6
フコースを有するものである。現在、AFP-L3
は肝細胞癌 (HCC) の早期診断に用いられて
おり、加えて、肝癌患者の予後を規定する重
要な因子である事が確認されている。青柳ら
による、この肝癌患者特異的に検出される
AFP のフコシル化における酵素学的背景の解
析の結果、非癌部組織に比較し肝癌組織にお
いてフコシル化の責任酵素であるα1-6フコ
ース転移酵素（FUT8）活性ならびにその発現
が上昇していることが確認されている。他方、
青柳らは多分岐型糖鎖を形成するⅤ型グル
コサミン転移酵素（GnT-V）の肝癌組織にお
ける活性ならびに遺伝子発現と肝癌の浸潤
能である門脈塞栓ならびに遠隔臓器転移が
相関する事を確認している。これらの知見は、
フコシル化糖鎖の出現や糖鎖構造の変化が、
発癌および癌細胞の生物学的悪性度と密接
に関わっていることを示している。 

 
２．研究の目的 
本研究では、肝癌細胞を用いて RNAi の手

法により FUT8 遺伝子発現を抑制し、細胞増
殖や細胞浸潤能および糖鎖構造と遺伝子発
現の変化に対する基礎的検討を行なうこと、
肝特異的に FUT8 遺伝子発現が抑制される
FUT8 コンディショナルノックアウトマウス 
(FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウス)を作製し、肝
発癌実験を行い、FUT8 蛋白と肝発癌進展の影
響を in vivo でも解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1)SiRNA 導入 
ヒト肝癌細胞株として HepG2、PLC／PRF／5、

KYN2 の 3 細胞株を、他腫瘍細胞株としてヒト
膵癌細胞株である ASPC1を用いて下記検討を
行った。Transient の RNA interference には
Dharmacon 社製の FUT8 siRNA (ON-TARGET 
plus SMART pool for human FUT8)および、
Control siRNA (ON-TARGET plus 
Non-targeting Pool) を使用した。100nM の
SiRNA を Dharma FECT transfection reagent 
(Dharmacon, Inc.) を 用 い て 細 胞 に
transfection し、SiRNA 処理 24・48 時間後
および処理後通常培養液中に播種し 24・48・
72 時間培養後の培養上清と細胞を回収した。 

(2)FUT8 遺伝子発現変化 
細胞の Total RNA を RNeasy mini kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) で回収し、AMV 
reverse transcriptase (Takara Bio Inc., 
Japan) を用いてｃDNA を作製した。得られた
ｃDNA を用いて real-time PCR (LightCycler 

TaqMan real-time PCR system; Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) で
mRNA の発現レベルを確認した。FUT8mRNA の
発 現 レ ベ ル は 、 内 部 コ ン ト ー ル に
glyceraldehyde-3- phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) を用い、SiRNA 未処
理の HepG2 細胞の FUT8／GAPDH 発現比を基準
に算出した。プライマ・プローブセットは
Applied Biosystems (Assays-on-Demand Gene 
Expression Products) 社 製  FUT8 ；
Hs00189535-m1)、GAPDH を使用した。SiRNA
処理 24・48 時間後および処理後通常培養液
中に播種し 24・48・72 時間培養後の FUT8mRNA
発現を評価した。KYN2 細胞の SiRNA 処理 48
時間後に細胞を回収し、細胞溶解液中の FUT8
蛋白の Western-blot を行った。 

(3)培養上清中 AFP-L3 濃度変化 
KYN2 細胞に 48 時間 FUT8 および Control 

SiRNA 処理し培養上清を回収した。更に処理
後の細胞を 1.5×105 cells／ml の細胞密度
（10％FCS／DMEM培養液中)で再度6ウェルプ
レート Dish に播種し培養。24、48 時間後の
培養上清をそれぞれ回収し、AFP 濃度とレク
チン分画（L3）を測定した。 

(4)LeeChipTMVer1.0 を用いた糖鎖プロフ 
ァイリング解析 
KYN2 細胞に 48 時間 FUT8 および Control 

SiRNA 処理した後に、細胞質画分と細胞膜オ
ルガネラ画分とに分け、LeeChipTMVer1.0 を用
いて糖鎖プロファイリング解析を行った。 

(5)SiRNA 導入細胞における細胞増殖 
各細胞に FUT8 および Control SiRNA を 48

時間処理した。処理後の細胞を 24 ウェルプ
レート Dish に 0.5×105 cells／ml の細胞密
度（10％FCS／DMEM 培養液中)で播種し 24、
48、72 時間培養し細胞増殖能を比較検討した。 

(6)FUT8 コンディショナルノックアウトマ
ウスの(FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウス)作製 
マウス FUT8 遺伝子の第 7エクソンにフレ

ームシフトをおこすように設計した loxP、ネ
オマイシン耐性遺伝子を含むターゲッティ
ングベクターを組み込んだFUT8loxP/loxPトラン
スジェニックマウスを作製する。このマウス
にアルブミン遺伝子のプロモーター下に遺
伝子組み換え酵素 Creを発現するトランスジ
ェニックマウス(C57BL/6-TgN-AlbCre; The 
Jackson Laboratory, BarHarbor, ME) を交
配することにより、肝細胞特異的に FUT8 遺
伝子を抑 
制させたコンディショナルノックアウ 
トマウス(FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウス) を
作製する。 
(倫理面への配慮) 

本研究は、RNAi の手法による FUT8 遺伝子発
現の抑制下における細胞機能・遺伝子発現変
化を解析する基礎的研究が中心であるため



倫理面への配慮は必要ない。 
 
４．研究成果 

(1)SiRNA 導入による FUT8 遺伝子発現変 
化 
KYN2 細胞に FUT8 SiRNA を 24、48 時間導入

し、FUT8 mRNA 発現量をリアルタイム PCR で
確認した。また、FUT8 SiRNA を 48 時間導入
後、通常培養条件下 (10％FCS／DMEM 培地)
で 24 時間、48 時間継続培養し FUT8 mRNA 発
現量を確認した。 

FUT8 発現量は Control SiRNA 導入細胞にお
ける発現量を 100%として算出した。結果、
KYN2細胞では 10.0±0.3％、5.9±0.9％、17.1
±6.8％、45.4±0.56％にそれぞれ抑制され
た。同様に、各種細胞株に FUT8 SiRNA を 24、
48 時間導入し、FUT8 mRNA 発現量を確認した。
その結果、HepG2 細胞では 65.8±0.6％、45.7
±2.5％、PLC/PRF/5 細胞では 35.9±5.0％、
30.2±2.9％、ASPC1 細胞では 6.8±0.3％、
5.3±0.1％に FUT8 mRNA 発現が抑制された。 
KYN2 細胞の SiRNA 処理 48 時間後に細胞を

回 収 し 、 細 胞 溶 解 液 中 FUT8 蛋 白 の
Western-blot（FUT8 抗体は Abnova 社製、
Proteintech Group 社製）での確認を試みた
が、FUT8 SiRNA 導入細胞および、Control 
SiRNA 導入細胞のいずれにおいても、FUT8 蛋
白の確認は出来なかった。 

(2)培養上清中 AFP-L3 濃度変化 
培養上清中の AFP 濃度は Control SiRNA 導

入細胞と FUT8 SiRNA 導入細胞で同様の濃度
変化を示した。一方、AFP-L3 分画は Control 
SiRNA 導入細胞に比べ、FUT8 SiRNA 導入細胞
では 48 時間の SiRNA 処理後 24 時間(p = 
0.0072)、48 時間後 (p = 0.098） に有意に
低下した。 
(3)LeeChipTMVer1.0 を用いた糖鎖プロ 
ファイリング解析 
KYN2 細胞に 48 時間 FUT8 および Control 

SiRNA 処理した後に、細胞質画分と細胞膜・
オルガネラ画分とに分け、LeeChipTMVer1.0
を用いて糖鎖プロファイリング解析を行っ
た結果、フコース認識レクチンである LTL、
PSA、LCA、AOL、TJA-Ⅱにて両画分ともに、
Control SiRNA 導入細胞に比し、FUT SiRNA
導入細胞でコアフコースの発現率が僅かに
増加していることが確認された。 

(4)SiRNA 導入細胞における細胞増殖 
各種細胞株にFUT8 SiRNAとControl SiRNA を
48 時間導入し、処理後の細胞を 0.5×105 
cells／mlの細胞密度で播種し72時間まで通
常培養 (10％FCS／DMEM 培地) を継続したが、
FUT8 SiRNA導入による細胞増殖能に有意な変
化は認めなかった。 

(5)FUT8 コンディショナルノックアウトマ
ウスの(FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウス)作製 
マウス FUT8 遺伝子の第 7 エクソンにフレ

ームシフトをおこすように設計した loxP、ネ
オマイシン耐性遺伝子を含むターゲッティ
ングベクターを組み込んだFUT8loxP/loxPトラン
スジェニックマウスを作製した。この
FUT8loxP/loxP マウスは FUT8loxP/wt マウスと
FUT8wt/wtマウスと同等にFUT8活性を有してい
ることを高速液体クロマトグラフィーで確
認した。 
このマウスにアルブミン遺伝子のプロモ

ーター下に遺伝子組み換え酵素 Creを発現す
るトランスジェニックマウス
(C57BL/6-TgN-AlbCre; The Jackson 
Laboratory, BarHarbor, ME) を交配するこ
とにより、肝細胞特異的に FUT8 遺伝子を抑 
制させたコンディショナルノックアウ 
トマウス(FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウス) を
作製した。現在、同マウスの肝臓における
FUT8 蛋白機能を確認中である。 
今回用いた RNAi の手法で、3種のヒト肝癌

細胞株（HepG2、PLC／PRF／5、KYN2）とヒト
膵癌細胞株である ASPC1細胞において明瞭な
FUT8 遺伝子発現抑制を認めた。KYN2 肝癌細
胞は、通常培養条件下での培養上清中 AFP-L3
分画が 81-85%と高く十分な FUT8 活性を有し
ていると考え、さらに、mRNA レベルでの高い
発現抑制効果が確認できたため、糖鎖プロフ
ァイリング解析・細胞増殖解析に用いた。結
果、FUT8 SiRNA 導入細胞の分泌蛋白（AFP）
ではフコシル化蛋白の低下は確認できたが、
細胞内フコシル化蛋白は、細胞質画分、オル
ガネラ画分共に、むしろ Control SiRNA 導入
細胞よりも増加傾向を示すことが確認され
た。また、FUT8 遺伝子発現抑制による導入細
胞の細胞増殖については、有意な変化を確認
できなかった。細胞外分泌蛋白（AFP）のフ
コシル化の検討は導入後 48 時間からさらに
24 時間経過した後に解析を行ったのに対し、
細胞内フコシル化の検討は導入 48 時間で解
析していたため、FUT8 蛋白のフコシル化機能
評価では時間的相違が結果に影響を及ぼし
ていた可能性が考えられる。 
今回の検討では、SiRNA による明瞭な FUT8

遺伝子発現抑制を認めたが、それに伴う
Western-blot 法による蛋白レベルの発現低
下、HPLC での FUT8 酵素活性低下が再現性の
ある結果として確認できていない。肝癌細胞
株における通常培養条件下での FUT8 蛋白発
現は僅かなものであることが推測され、完全
な FUT8 mRNA 発現抑制が、FUT8 蛋白機能の評
価に必須条件であることが推定される。 
 肝癌細胞株に対する SiRNAの実験結果から、
我々は、肝細胞特異的に完全な遺伝子発現抑
制を行い、発癌発癌過程における FUT8 蛋白
機能を解析する手法として、FUT8 コンディシ
ョナルノックアウトマウスを作製すること
とした。FUT8 ノックアウトマウスの作製・解
析は既に、Wang X(;Proc．Nat.Aca.Sci.USA, 



2005, 102,15791-6)らにより報告されている。
このマウスは生後 3日に 80%致死で、生存マ
ウスは著しい成長障害をきたすので、肝臓に
おける FUT8 蛋白機能と肝発癌についての解
析が困難である。我々は、今後、FUT8 コンデ
ィショナルノックアウトマウスを用いた in  
vivo での発癌実験に加え、肝癌組織と非癌部
肝組織における網羅的遺伝子解析とレクチ
ンマイクロアレイによる糖鎖プロファイリ
ングを行い、肝発癌における腫瘍進展・浸潤
に関わる分子機構の解析を行う予定である。 
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