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研究成果の概要（和文）：がん組織においてオーファントランスポーターであるSLC22A18の発現低下が悪性度を増加さ
せることが報告されている。そこで本研究では、ヒト肝臓がん細胞であるHepG2細胞においてSLC22A18発現低下ががん
細胞特性にあたえる影響を解析した。HepG2細胞はSLC22A18のノックダウンによって細胞増殖および遊走性は低下した
が、浸潤性は増加した。網羅的定量プロテオミクス解析から、SLC22A18発現低下が細胞増殖に関与するタンパク質の発
現を低下させた。以上の結果から、SLC22A18は細胞内タンパク質発現変動を介して肝臓がん細胞の特性を変化させるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Low SLC22A18 protein expression has been reported to be associated with a poor 
survival rate in several cancers. In this study, we investigated the expression and functional role of 
SLC22A18 in HepG2 hepatoblastoma cells. Western blotting confirmed the protein expression of SLC22A18 in 
HepG2 cells. The invasiveness of SLC22A18-knockdown HepG2 cells was increased, while proliferation and 
chemotaxis of SLC22A18-knockdown HepG2 cells were reduced. Quantitative whole proteomic analysis using 
SWATH technology demonstrates a significant change in the intracellular proteins involved in cell 
proliferation in the SLC22A18-knockdown HepG2 cells. These findings suggest that SLC22A18 plays a pivotal 
role in the regulation of hepatocarcinoma cancer cell growth characteristics, by altering the expression 
of cellular proteins.

研究分野：分子薬剤学

キーワード： オーファントランスポーター　がん　プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
トランスポーターは組織間の内因性物質や
薬物の移動を制御する膜輸送タンパク質で
ある。これまでに、トランスポーターの生理
機能・発現異常が、がんや生活習慣病などの
疾患発症および薬剤耐性に大きく関与する
ことが明らかにされてきている。しかし、ヒ
トゲノムが終了したにも関わらず、未だ基質
や機能が特定されていないオーファントラ
ンスポーターが多数ある。申請者が注目して
いる SLC22A18 は独自に開発した質量分析
計を用いたタンパク質一斉定量法 (標的プロ
テオミクス)を用いた解析から薬物動態に大
きく関与するヒト肝臓・小腸において高発現
しているという興味深い知見を得た。   

SLC22A18 が属する SLC22A ファミリー
には内因性物質だけでなく臨床で用いられ
る薬物やその代謝物を基質とする体内動態
制御にとって重要な有機アニオンおよび有
機カチオントランスポーター (OAT, OCT, 
OCTN 等)が含まれているが、SLC22A18 の
機能は未知のままである。一方、SLC22A18
は遺伝学的解析から先天性奇形症候群であ
る Beckwith-Wiedemann 症候群や小児三大
固形悪性腫瘍の 1つであるウィルムス腫瘍発
症に関与する疾患関連遺伝子であり、さらに
成人の肝臓がん・乳がん・前立腺がん発症と
関連がある遺伝子であることが報告されて
いる。このように、SLC22A18は内因性基質
や薬物の輸送と複数の遺伝性悪性腫瘍や成
人の腫瘍形成への関与が示唆されているに
もかかわらず、その分子機能と病態生理的役
割が不明であるために、薬物動態予測および
疾患治療へ応用できない状況である。 
申請者は SC22A18 の細胞内代謝への関与
をメタボロミクスを用いて解析したところ、
SLC22A18 のタンパク質発現増加によって
タンパク質の翻訳後修飾である O 結合 N-ア
セチルグルコサミン (O-GlcNAc) 化に関与
する細胞内代謝産物量の増加が見出され、
Western blot 法を用いた解析で SLC22A18
タンパク質発現増加によって多くの
O-GlcNAc 化タンパク質発現が増加している
ことを確認した。O-GlcNAc 化はリン酸化と
同一アミノ酸部位に修飾されるため細胞内
シグナルへの関与が近年注目されている。特
に、がん抑制遺伝子である p53タンパク質シ
グナル制御にO-GlcNAcとリン酸化のクロス
トークが重要であり、p53は O-GlcNAc化さ
れることで安定性が増加し発現量が増加す
る。申請者は SLC22A18 タンパク質発現増
加によってp53タンパク質発現量が増加して
いることを見出した。したがって、
SLC22A18 を 介 し た タ ン パ ク 質 の
O-GlucNAc 化によるタンパク質機能制御は
がん発症に重要である可能性が高い。以上の
知見から、申請者の仮説「がん抑制遺伝子か
つ機能未知オーファントランスポーターで
ある SLC22A18 は機能低下による細胞内代
謝調節機構異常によって腫瘍形成を促進さ

せる」と発想するに至った 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者の仮説「がん抑制遺
伝子でかつオーファントランスポーターで
ある SLC22A18 の機能低下は細胞内代謝調
節機構破綻によるシグナル伝達異常によっ
て腫瘍形成を促進させる」の解明である。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞分画 

100 mm dish 2～3枚に培養した細胞に対
して、細胞膜回収キット (BIO VISION)を用
いて細胞質画分および粗膜画分に分画した。
粗膜画分は RIPA buffer を用いて可溶化し
た。タンパク質量は BSAを標準とした BCA
アッセイキットを用いて行った。 
 
(2) Western blot 法によるタンパク質発現
解析 
タンパク質溶液を Lammili buffer と混合
し、37℃、30 分間もしくは 95℃、5 分間イ
ンキュベーションすることによって SDS 化
を行った。定法に従ってサンプルを
SDS-PAGE によって分離後、PVDF メンブ
レンに転写し、ブロッキングを行い、各種 1
抗体と一昼夜反応させた。次に PVDFメンブ
レンを洗浄後、HRP 標識 2 次抗体と反応さ
せた。ECL試薬を用いてHRP由来の化学発
光をイメージアナライザーで検出した。 

 
(3) SLC22A18 特異的 shRNA を用いた
SLC22A18安定ノックダウンHepG2細胞の
構築 

SLC22A18に特異的な shRNAを 4つ設計
し、肝臓がん細胞株である HepG2 細胞に
ScreenFectA (WAKO)を用いて遺伝子導入し、
puromycinによってセレクションを行い、安
定ノックダウン細胞を樹立した。SLC22A18 
mRNA 発現量は特異 probe を用いた定量
PCR法を用いて行った。 
 
(4) 細胞形態観察 
1. 2次元培養 
細胞をnormal coated 100 mm dishおよび

collagen type 1 coated 100 mm dishに培養
し、実体顕微鏡を用いて形態を観察した。 
 
(5) 細胞増殖試験 
1. Trypan blue exclusion assay: 細胞を
normalおよび collagen type 1 coated 6 well 
plateに播種し、播種後 1日および 3日目に
おける生細胞数を Luna 自動細胞計数装置
を用いて測定した。 
2. Cell counting assay：細胞を collagen 
type1 coated 96 well plateに播種し、播種後
1日後に各種試薬による処理を行い、72時間
後における細胞数を Cell-Counting kit8 
(DOJINDO) を用いて測定した。 
 



(6) 細胞内脂肪蓄積 
細胞を collagen type 1 coated 6 well plate
に播種し、72時間培養後に Oil-red O染色を
行った。また、遊離脂肪酸混合液 (1 mM 
palmitic acidおよび oleic acid)を処理 36時
間後に Oil-red O染色を行った。 
 
(7) SWATH を用いた網羅的タンパク質定
量解析 
 細胞質画分に対して PTS 法を用いてトリ
プリン前処理を行った。網羅的定量プロテオ
ミクスは nanoLC (Dionecs)と TT5600 を組
合わせて、SWATH™ Acquisitionを用いて解
析した。 
 
(8) 分子間ネットワーク解析 
プロテオミクスデータに基づくネットワ
ーク解析は生物学に関する論文などを網羅
し た 分 子 間 相 互 作 用 解 析 を 行 え る
Keymolnetを用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト肝臓、小腸および腎臓ミクロソーム
における SLC22A18タンパク質発現 
 SLC22A18 に対する特異的抗体を用いて
ヒト肝臓、小腸および腎臓ミクロソームにお
ける SLC22A18 タンパク質発現を Western 
blot法を用いて解析した。その結果、ヒト肝
臓、小腸および腎臓ミクロソームにおいて、
SLC22A18 安定発現細胞株から検出された
タンパク質と同じ 35 kDa付近にバンドを検
出した。また、バンド強度はヒト腎臓が最も
強く、ヒト肝臓および小腸は同程度であった。
これは SLC22A18 mRNAの発現量比と類似
していた。従って、SLC22A18はヒト肝臓に
発現することが示唆された。 
 
(2) HepG2 細胞における SLC22A18 タンパ
ク質発現解析 
 肝臓がんモデル細胞である HepG2 細胞に
おける SLC22A18 タンパク質発現を
Western blot法を用いて解析した。その結果、
SLC22A18 タンパク質発現が確認されてい
る乳がんモデル細胞である MCF-7 細胞およ
び結腸がんモデル細胞である Caco2 細胞と
同様に 35 kDa付近にバンドを検出した。従
って、HepG2細胞に SLC22A18タンパク質
が発現していることが示唆された。 
  
（3）SLC22A18 安定ノックダウン HepG2
細胞の構築 
肝臓がん細胞における SLC22A18 の病態
生理機能を解析するために、HepG2 細胞に
SLC22A18 shRNA を遺伝子導入し、
puromycin 耐性を示すクローンを選択した。
shRNA による SLC22A18 mRNA 発現量の
低下を定量PCR法によって解析したところ、
SLC22A18 shRNA 処理することによって
50%の SLC22A18 mRNA発現低下が観察さ
れた。したがって、SLC22A18安定ノックダ

ウンHepG2細胞が樹立された。 
 
(4) 細胞形態の変化 

SLC22A18発現低下によるHepG2細胞の
形態変化を観察した。その結果、negative 
control HepG2 (HepG2-NC)細胞および
SLC22A18 shRNA 発 現 HepG2 
(HepG2-shRNA)細胞を normal dishに培養
した時、両細胞間に形態学的変化は観察され
なかった。一方、両細胞を細胞外マトリック
スの主成分である collagen type I coated 
dish で培養した時、HepG2-NC 細胞は丸い
形、HepG2-shRNA細胞は細長い繊維芽細胞
様の形態を示した。 

 
 
(5) 細胞増殖 

HepG2-NC および HepG2-shRNA 細胞の
細胞増殖を trypan blue excretion assayを用
いて検討したところ、SLC22A18の発現低下
によって normal および collagen type 1 
coated dish のどちらにおいても細胞増殖速
度は約 50%低下した (図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6) 細胞増殖における細胞外基質の影響 
 HepG2-shRNA細胞の細胞増殖は、遊離脂
肪酸によって HepG2-NC 細胞と同定まで増
加した。また、IGF-1 による HepG2-NC 細
胞増加は HepG2-shRNA 細胞では観察され
なかった。 
 
(7) 細胞内脂肪蓄積 

HepG2細胞における SLC22A18発現低下



と細胞内脂肪動態との関連を検討するため
に、細胞内脂肪滴量を Oil-red O染色を用い
て解析した。その結果、HepG2-shRNA細胞
の脂肪滴量は HepG2-NC 細胞に比べて有意
に増加していた。また、培地中に脂肪酸を処
理することによって両細胞における脂肪滴
量は同定度に増加したことから、SLC22A18
発現低下が脂脂肪滴合成に影響しないこと
が考えられる。従って、SLC22A18発現低下
による脂肪滴増加には分解系の低下が関与
することが示唆された。 
 
(8)  細胞遊走性および浸潤性 
細 胞 遊 走 性 を 検 討 し た と こ ろ 、

HepG2-shRNA 細胞の遊走性は HepG2-NC
細 胞 よ り 有 意 に 低 下 し た 。 一 方 、
HepG2-shRNA 細胞の浸潤性は HepG2-NC
細胞より有意に増加した (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(9) 網羅的定量タンパク質発現変動解析 

SLC22A18 発現低下による細胞内タンパ
ク質発現変動を明らかにするために、HepG2
細胞の細胞質画分における網羅的タンパク
質定量解析を SWATHを用いて行った。その
結果、SLC22A18発現低下によって発現が有
意に増加したタンパク質が241個および有意
に低下したタンパク質が 257 個同定された。
こ れ ら タ ン パ ク 質 定 量 情 報 を 基 に
Keymolnet を用いて分子間ネットワーク解
析を行ったところ、腫瘍形成や悪性化に直接
関与するネットワークの同定には至らなか
った。次に、変動タンパク質の中で肝臓がん
と関連がある分子を文献情報を基に探索し
たところ、肝臓がんにおいて発現量低下が生
存率低下に関連が報告されているインスリ
ン様成長因子結合タンパク質-1 (IGFBP-1) 
タンパク質発現量が HepG2-shRNA 細胞で
有意に低下していた。IGFBP 分解に関与す
る Cathepsin D発現量はHepG2-shRNA細
胞において有意に増加していた。細胞内にお
ける IGFBP-1 の分解が増加していることが
推察される。肝臓がんマーカーである
α-fetoprotein (AFP) 発現は HepG2-shRNA
細胞において有意に増加した。肝臓がん細胞
は分化によって IGFBP-1が増加し、AFPが
低下することが報告されている。従って、
HepG2細胞における SLC22A18発現低下は
未分化状態に戻すことで、がんの悪性度が増
加することが推察された。 
 

 
(10) 結論 

SLC22A18 発現低下が細胞内代謝物変動
を介して細胞内タンパク質発現変動を誘導
することで、肝臓がん細胞の悪性度を増加さ
せることが示唆された。 
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