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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。我々は肝細胞特異的に遺伝子発現
抑制を行い、発癌過程におけるFUT8 蛋白機能を解析する手法として、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。このマウス肝臓において、Cre酵素
切断特異的DNAフラグメントを確認し、FUT8mRNA遺伝子発現の低下を確認した。しかし、HPLC
を用いた肝FUT8 活性を測定では明らかな活性低下は確認できず、レクチンマイクロアレイを用
いた肝糖蛋白糖鎖プロファイリングではα1-6 フコースは対象マウスのそれに比較し有意なシ
グナル強度の変化は確認できなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Fucosylated fraction of alpha-fetoprotein is the product of α1-6 fucosyltransferase 
(FUT8) and is an indicator of unfavorable prognosis in patients with hepatocellular 
carcinoma. We have produced liver specific FUT8 conditional knockout mouse (FUT8loxP/loxP

‐ AlbCre+/- mouse) for investigation of physiological function of FUT8 gene in 
hepatocarcinogenesis. A specific DNA fragment by cre-recombinase was seen in the liver 
tissue from FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/- mouse. Real-time PCR analysis showed the FUT8 mRNA level 
in liver tissue was knocked down. On the other hand, we found no significant decrease 
of FUT8 activity in the liver tissue from FUT8loxP/loxP‐Alb Cre+/- mouse. No significant 
change in signal intensities of lectins associated with α1-6 fucosylation was observed 
in the liver tissue by sugar chain profiling analysis using lectin microchip. 
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１．研究開始当初の背景 
フェトプロテイン(AFP)、特にそのフコシ

ル化分画(L3)は、肝細胞癌診断に有用な腫瘍
マーカーであるのみならず、同一の解剖学的

腫瘍進展度に属する症例を予後の異なる 2群
に層別化する重要な予後規定因子である。し
かし、フコースの転移が生物学的な悪性度を
変化させる分子生物学的機序は未だ明らか
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でなく、その解明が望まれている。 
フコース転移酵素(FUT8)は肝細胞癌にお

ける AFP フコシル化の責任酵素であり、癌の
悪性化におけるフコース転移の意義解明を
目的として、FUT8 ノックアウトマウス(KO)
が作製されている。しかし、FUT8-KO マウス
はその 70%が致死であり、FUT8の役割は十分
解明されるに至っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Cre/loxP系を用いることで肝

臓に特異的な FUT8 の conditional knockout
が可能なマウスを作製する。得られたマウス
に特定薬物投与処理（FUT8-STAM マウス）に
よる発癌実験、コリン欠乏食投与による非ア
ルコール性脂肪性肝炎（NASH）背景肝発癌実
験を行う。発癌過程における FUT8 のノック
アウトの影響と生物学的悪性度の変化を評
価し悪性度の変化に相関した各種遺伝子発
現の網羅的検索を行うことを目標とする。ま
た、FUT8(-/-)の肝細胞癌細胞系列の樹立を
目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) FUT8 のコンデイショナル KO マウス作製 
FUT8 は 12 のエクソンからなる膜貫通型蛋

白で、マウス 12 番染色体に存在する。本研
究では第 7 エクソンを含む 0.9Kb を loxP 配
列ではさみ、アルブミンプロモーター下に
Cre リコンビナーゼを発現させることで、肝
臓に特異的な第 7エクソンの欠失とそれによ
る FUT8の機能消失を誘導した FUT8のコンデ
イショナル KOマウスを作製する。 
 
(2) 肝α1-6 フコース転移酵素抑制の確認 
FUT8 の機能消失は、主として HPLC を用い

て肝組織中のα1-6 フコース転移活性を定量
することで確認する。 
 
(3) 得られたマウスの発癌実験 
FUT8 のコンデイショナル KO マウスに特定

薬物投与処理（FUT8-STAM マウス）による発
癌実験、コリン欠乏食投与による非アルコー
ル性脂肪性肝炎（NASH）背景肝発癌実験を行
う。 
 

４．研究成果 
(1) FUT8 のコンデイショナル KO マウス作製 
マウスFUT8遺伝子のエクソン 7のターゲッ

ト配列をBACよりNeoならびにloxPを含むベ
クターにクローニングした。また、ターゲッ
トの 5’側 3.1kbと 3’側 7.5kbをpRed/ETを
用いてBACよりサブクローニングし、ターゲ
ット配列、ジフテリア毒素、ならびにアンピ
シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 と と も に MultiSite 
Gateway® Technologyによりひとつのターゲ
ッティングベクターに集約した。エレクトロ

ポレーション法を用いてターゲッティング
ベクターをES細胞に導入し、相同組み換えが
生じたES細胞を 8細胞胚へインジェクション
することでキメラ胚を形成させ、キメラ個体
を得た。C57BL/6Nマウスにキメラ個体をかけ
合わせ、生殖系列に入ることを確認し、ヘテ
ロloxPのかけ合わせによりホモロガスloxP
の個体を得た(FUT8loxP/loxPマウス)。 
このFUT8loxP/loxPマウスはFUT8loxP/wtマウスと

FUT8wt/wtマウス同様に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(HPLC)
で確認した。 
FUT8loxP/loxPマウスとAlbumin promoter下に

Cre を 発 現 す る マ ウ ス B6.Cg-Tg 
(Alb-cre)21Mgn/J (Catherine Postic, et al. 
Journal Bio. Chem. 274(1) 305-315; 1999) 
を交配し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
作製した。 
 
(2) 肝α1-6 フコース転移酵素抑制の確認 
①DNA レベルでの肝 FUT8遺伝子切断 

FUT8 loxP/loxP‐AlbCre+/-マウスの肝臓DNAか
ら 836bpのCre酵素切断特異的DNAフラグメン
トをPCR法にて確認。この断片をXba1 で酵素
処理することにより生ずる、258bpと 578bp
のXba1酵素処理フラグメントも確認した。同
様のDNA断片をFUT8loxP/wt‐AlbCre+/-マウスで
も確認したが、FUT8loxP/loxP‐AlbCre-/-マウス
では検出されなかった。マウス尾DNAで同様
の検討を行ったが、836bp、578bpのDNA断片
は検出できなかった。以上より、マウス肝臓
において、loxP配列で挟まれたDNA領域がCre
酵素により切断されていることが確認され
た。 
②RNA レベルでの肝 FUT8遺伝子抑制 

肝臓での FUT8 遺伝子発現を肝 mRNA 由来
cDNAを鋳型に用い、リアルタイム PCR定量法
で検討した。使用した FUT8 primerは Exon 6-7
（予定では Cre 酵素で Exon7 が欠損となる）
で増幅するように設計し、内部コントロール
は GAPDH とし、TaqMan probe 法で定量した。  
結 果 、 FUT8 遺 伝 子 発 現 は FUT8loxP/loxP ‐
AlbCre-/-マウスを 100%とするとFUT8loxP/loxP‐
AlbCre+/-マウスのFUT8 遺伝子発現は平均 32%
まで低下していたが、残存していることが判
明した。  
 
③蛋白レベルでの肝 FUT8発現 
HPLCを用いてマウス肝臓のFUT8 活性を測

定した結果、目的マウスであるFUT8loxP/loxP‐
AlbCre+/- マ ウ ス の FUT8 活 性 は 平 均
4.12pmol/mg ･ protein ･ hrであり、対象の
FUT8loxP/wt‐AlbCre+/-マウスFUT8 活性の平均
4.19pmol/mg･protein･hrと同程度であった。 
 FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウスとFUT8loxP/loxP

‐AlbCre-/-マウスの肝組織由来蛋白質の糖鎖



プロファイリングをレクチンマイクロアレ
イにて行った結果、LCA、AAL、AOLといった
α1-6Fucose認識レクチンのシグナル強度に
有意な差は認められなかった。  

 

④マウス肝実質細胞を用いた検討 
コラゲナーゼ還流下にマウス肝実質細胞

を分離し同様の解析を行った。通常、分離細
胞は 24 時間培養するが、培養後に非実質細
胞が増えてくる、培養液にアミノ酸が含まれ
るために分離直後の細胞を用いて検討した。
ﾄﾘﾊﾟﾝﾌﾞﾙｰ染色では実際の分離細胞の生存率
は約 50%だった。 
 肝実質細胞RNAの検討ではFUT8loxP/loxP‐
AlbCre-/-マウスのFUT8mRNA発現を 100%とす
るとFUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウスのFUT8 遺伝
子発現は平均 7%まで低下していた。 
 HPLC を用いてマウス肝実質細胞の FUT8 活
性を測定したが、試料中のノイズにより活性
評価が困難であった。 
肝実質細胞蛋白質のレクチンマイクロア

レイを用いた糖鎖プロファイリングを行い、
α1-6 フコースに関連するレクチンである
LTL、PSA、LCA、AOL、AALの信号変化に着目
し糖鎖変化を比較した。結果、Contマウス分
離肝実質細胞を１とするとKOマウス分離肝
実質細胞は 0.9 の輝度、すなわち、コンデイ
ショナルKOマウス（FUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マ
ウス）の肝実質細胞の糖蛋白の糖鎖α1-6 フ
コースは対象マウスのそれに比較し約 90％
のシグナル強度であった（10%のシグナル強
度の低下のみ）。 
 
(3) 考察 
作製したFUT8loxP/loxP‐AlbCre+/-マウスにつ

いて、肝細胞RNAレベルでのFUT8 活性は十分
な抑制が確認できたが、蛋白質レベルでの抑
制はほとんど確認できなった。マウス肝臓で
のFUT8 アイソフォームの存在やCreの発現が
弱いため、十分なFUT8遺伝子抑制がされてい
ないと推測される。 
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