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研究成果の概要（和文）：　シアリルルイスX（sLeX）抗原は肺がんの血行性転移に関与する。ヒト肺腺がん細胞ABC-1
には分子量190kDaと分子量250kDa以上の二つのsLeXキャリアータンパクが存在する。ABC-1細胞膜と培養液からイムノ
アフィニティークロマトを用いてsLeXキャリアータンパクを精製し、質量分析によりタンパクXとYを同定した。
　siRNAを用いてABC-1上のタンパクXの発現をノックダウンして、細胞表面におけるシアリルルイスX抗原の発現変化が
みられなかった。このことから、細胞表面のシアリルルイスX抗原キャリアータンパクはYであると推定された。タンパ
クYの発現抑制実験を進行中である。

研究成果の概要（英文）： The sialyl Lewis X (sLeX) antigen is involved in the hematogenous metastasis of 
lung cancer cells. A human lung adenocarcinoma cell line ABC-1 has two sLeX carrier proteins with 
molecular masses of 190 kDa and more than 250 kDa. We have purified the sLeX carrier proteins using an 
immunoaffinity chromatography from the plasma membrane and the conditioned medium of ABC-1, and have 
identified protein X and Y by means of mass spectrometry.
 When protein X was knockdowned by siRNA, the cell surface expression level of sLeX was unchanged. This 
finding suggested that the sLeX carrier protein on the cell surface was protein Y. The expression 
inhibitory experiments of protein Y are under way.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 シアリル化糖鎖や硫酸化糖鎖は陰性荷電
をもち、糖鎖レセプター（レクチン）の認識
エピトープとしてはたらき、組織発生や炎症
やがんの進展に関与する。がんの血行性転移
はがん細胞の血管内皮細胞への接着で始ま
るが、血管内皮細胞上に発現するレクチンの
E-セレクチンとがん細胞上に発現する糖鎖
上のシアリルルイス抗原との相互作用（ロー
リング現象）がこのステップの初期に重要で
あることが知られている。研究代表者は、シ
アル酸化と硫酸化が同一前駆体糖鎖を競合
し、正常組織では硫酸化が優位でスルホルイ
ス抗原が生合成されているが、がん化に伴い
シアル酸化が優位になってシアリルルイス
抗原が発現するようになる（Ikeda et al, J 
Biol Chem 276, 38588, 2001）ことを見出し
た。 

 硫酸化糖鎖の生合成を担う糖鎖硫酸転移
酵素は、ヒトでは７ファミリー、34 種類存在
している。このうちGal3STファミリー(Honke 
et al, Med Res Rev 22, 637-654, 2002)は
研究代表者が発見したものであるが、糖脂質
の硫酸化に働く CST(Gal3ST-1)（Honke et al, 
J Biochem 119, 421, 1996; Honke et al, J 
Biol Chem 272, 4864,1997）をはじめ、４種
類（Gal3ST-1～Gal3ST-4）が存在する。
Gal3ST-1 以外は全て糖タンパク質糖鎖の硫
酸化に働き、なかでも Gal3ST-2（Honke et al, 
J Biol Chem 276, 267, 2001）はスルホルイ
ス抗原の生合成に関わることを明らかにし
てきた。 

 我々は、シアリルルイス X抗原を高発現し
ているヒト肺がん細胞株 ABC-1 に Gal3ST-2
の遺伝子を強制発現させると、がん細胞表面
の糖鎖構造がシアリルルイスX抗原からスル
ホルイス X抗原にシフトし、これに伴い、肺
がん細胞の E-セレクチンへの結合性が低下
して、マウスモデルにおける肺への血行性転
移が劇的に抑制されることを見出した。 

 糖タンパク質糖鎖の機能は、糖鎖だけを調
べていても限界があり、糖タンパク質丸ごと
で調べる必要がある。しかし、これまで、特
定の糖鎖構造がどのタンパク質の上に表現
されているかまで明らかにした研究は殆ど
ない。これは、一般的に同一の糖鎖構造をも
つ膜タンパク質が複数存在することと、細胞
膜に局在する糖タンパク質が微量で、かつ膜
タンパク質の精製と質量分析あるいはペプ
チドシーケンシングによる同定が非常に困
難なためである。 

 ヒト肺がん細胞上で、シアリルルイス X抗
原がどのタンパク質のどの部位に表現され
ているかを明らかにするためには、まず、シ
アリルルイスX抗原が載っているキャリアー
タンパク質を知る必要がある。シアリルルイ
ス X抗原およびスルホルイス X抗原に対する
単クローン抗体を用いてウエスタンブロッ
ティングを行うと、意外にも、これらユニー

クな糖鎖構造を持つキャリアータンパク質
の種類は非常に限定的であり、親細胞株
ABC-1 ではシアリルルイス X 抗原が 250 kDa
以上と 190 kDa のタンパク質の上に発現して
いた。一方、Gal3ST-2 導入細胞ではシアリル
ルイス X抗原の発現が消失して、代わりにス
ルホルイス X抗原が 170 kDa のタンパク質上
に発現していた。190 kDa と 170 kDa の見か
け上の分子量の違いはシアル酸化と硫酸化
の違いによると予想された。 

  
２．研究の目的 
（１）ヒト肺がん細胞 ABC-1 からシアリルル
イスＸ抗原キャリアータンパク質を精製し
て同定する。同定した分子の血行性転移への
関与を明らかにする。 
 
（２）シアリルルイス X抗原とキャリアータ
ンパク質のペプチド部分を同時に検出する
新規の肺がん診断法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)ABC-1細胞におけるシアリルルイスX抗原
キャリアータンパク質の精製と同定 
 大量培養したABC-1細胞から膜画分を遠心
分離し、界面活性剤 Lubrol PX(1%)存在下で
超音波処理を行い、膜タンパク質を可溶化し
た。膜タンパク質抽出液を、WGA レクチンア
フィニティークロマトグラフィーにかけ、N−
アセチルグルコサミン入り緩衝液で溶出し
た。この溶出液を、抗シアリルルイス抗原単
クローン抗体CSLEX-1を固相化したイムノア
フィニティークロマトグラフィーにかけ、シ
アリルルイス抗原キャリアータンパク質を
高濃度 NaCl 入り緩衝液で溶出した。MonoQ イ
オン交換クロマトグラフィーでさらに精製
と濃縮を行った。 
 精製タンパク質を SDS-ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動にかけ、分子サイズ 190 kDa
の部位のゲルを切り出した。切り出したゲル
断片を破砕し、トリプシンでゲル内消化を行
った後、ペプチド断片を抽出した。抽出した
ペプチド断片を超微量液体クロマトグラフ
ィーで分離してMALDIサンプルプレートにス
ポットした。これを MALDI-TOF/TOF 質量分析
装置（アプライドバイオシステム社 5800、現
有設備）にかけ、MS/MS 分析することにより、
タンパク質（シアリルルイス X抗原キャリア
ータンパク質候補タンパク質）を同定した。 
 ABC-1 細胞の膜タンパク質抽出液を、候補
タンパク質に対する抗体を用いて吸収実験
を行い、分子サイズ 190 kDa のシアリルルイ
スX抗原キャリアータンパク質であるか否か
を確認した。 
 
(2)Gal3ST-2 導入細胞におけるスルホルイス
抗原キャリアータンパク質との同一性の検
討 
 Gal3ST-2 導入細胞の膜タンパク質抽出液
を、シアリルルイス X抗原キャリアータンパ



ク質に対する抗体を用いて吸収実験を行い、
Gal3ST-2 導入細胞における分子サイズ 170 
kDa のスルホルイス X 抗原キャリアータンパ
ク質が親細胞 ABC-1 のシアリルルイス X抗原
キャリアータンパク質と同じタンパク質で
あるか否かを確認した。 
 
(3)シアリルルイス抗原キャリアータンパク
質の血行性転移への関与 
 siRNA テクノロジーを用いて、肺がん細胞
ABC-1 におけるシアリルルイス X 抗原キャリ
アータンパク質の発現をノックダウンした。 
キャリアータンパク質ノックダウン細胞表
面におけるシアリルルイス抗原の発現変化
をフローサイトメトリーで確認した。 
 
(4)シアリルルイス抗原とキャリアータンパ
ク質を同時検出する肺がん診断法の開発 
 同定したシアリルルイスX抗原キャリアー
タンパク質ペプチド部分に対する単クロー
ン抗体と、シアリルルイス抗原に対する抗体
の両者を用いるサンドイッチELISA法を行っ
た。具体的には、マイクロタイタープレート
に抗キャリアータンパク質抗体をコートし、
そこに標準あるいは試料溶液を反応させよ
く洗浄した後、酵素標識した抗シアリルルイ
ス抗原抗体を反応させ、最後に酵素基質を添
加して酵素反応を行い、実際にシアリルルイ
ス抗原を発現しているキャリアータンパク
質の量を定量した。 
 
４．研究成果 
 大量培養したヒト肺がん細胞ABC-1から膜
タンパク質を可溶化し、WGA レクチンアフィ
ニティークロマト、シアリルルイス X抗原に
対する抗体を固相化したイムノアフィニテ
ィークロマト、HiTrapQ 陰イオン交換クロマ
トに順次かけてシアリルルイスX抗原キャリ
アータンパク質を精製した。精製タンパク質
を SDS-PAGE にかけ、分子量 190 kDa の部位
を切り出し、トリプシンでゲル内消化を行っ
た 後 、 抽 出 し た ペ プ チ ド 断 片 を
nanoLC-MALDI-TOF/TOF 質量分析装置にかけ、
タンパク質 Xを同定した。 
 Gal3ST-2 導入細胞の膜タンパク質抽出液
を、同定したタンパク質 Xに対する抗体を用
いた吸収実験を行い、分子量 170 kDa のスル
ホルイスX抗原キャリアータンパク質が親細
胞 ABC-1 のシアリルルイス X抗原キャリアー
タンパク質と同じタンパク質Xであることを
確認した。 
 siRNA テクノロジーを用いて ABC-1 細胞に
おけるタンパク質Xの発現をノックダウンし
て、細胞表面におけるシアリルルイス X抗原
の発現変化を細胞免疫染色とフローサイト
メトリーで調べたが変化がみられなかった。
このことから、細胞表面のシアリルルイス X
抗原キャリアータンパク質はタンパク質Xと
は異なるタンパク質であることが示唆され
た。このため、抗シアリルルイス X抗体で認

識される分子量 250 kDa 以上の高分子量タン
パク質が細胞表面のシアリルルイスX抗原キ
ャリアータンパク質である可能性が考えら
れた。 
 分子量 250 kDa 以上の高分子量タンパク質
は細胞外に分泌されることがわかったので、
ABC-1細胞を無血清培地で24時間培養した後、
培養液からWGAレクチンアフィニティークロ
マト、HiTrapQ 陰イオン交換クロマトに順次
かけてシアリルルイスX抗原キャリアータン
パク質を精製した。精製タンパク質を
SDS-PAGEにかけPVDF膜にブロッティングし、
250 kDa 以上の部位をトリプシン消化して抽
出 し た ペ プ チ ド 断 片 を
nanoLC-MALDI-TOF/TOF 質量分析装置にかけ、
タンパク質 Yを同定した。 
 このタンパク質Yのペプチド部分に対する
抗体は、抗シアリルルイス X抗体および抗ス
ルホルイスX抗体と同様に細胞表面を染色す
るので、タンパク質 Yが目的のシアリルルイ
スX抗原キャリアータンパク質と考えられた。
タンパク質Yの血行性転移への関与を調べる
ために、siRNA テクノロジーでタンパク質 Y
のノックダウンを試みたが、タンパク質 Yの
発現を長期に抑制すると細胞が死滅してし
まいタンパク質Y欠損細胞を得ることができ
なかった。タンパク質 Yは生存に必須である
可能性が考えられたので、誘導可能な Cas9
システムを構築して短期的に発現抑制を行
う実験を進行中である。 
 タンパク質 Xおよび Yのペプチド部分に対
する単クローン抗体と、シアリルルイス抗原
に対する抗体の両者を用いるサンドイッチ
ELISA 法で検出可能であることを確認した。
定量するためにスタンダードの作製が必要
である。 
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