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要旨 

【背景と目的】 

糖鎖修飾は最も一般的なタンパク質の翻訳後修飾の 1 つであり，タンパク質

に大きな構造的，機能的変化をもたらす．N型糖鎖はタンパク質を修飾し，多く

の生体内の反応を制御している．N 型糖鎖発現の変異は癌細胞の悪性度に大き

く寄与することが示唆されている．近年，自動化糖鎖精製システムを用いて簡便

に大規模な糖鎖解析を可能にする SweetBlot 法が開発され，N 型糖鎖を定量的

にプロファイリングするグライコブロッティング法が開発された．われわれは

これまでグライコブロッティング法を用いて肝癌患者 369 人の血清における N

型糖鎖の特異的変異についての報告をしてきた．この N 型糖鎖の特異的変異は

全生存期間と無病生存期間の短縮における独立した危険因子であり，臨床病理

学的因子との解析により浸潤能と相関していた．癌細胞では正常細胞と異なる

N 型糖鎖の発現が報告されており，これらの糖鎖の発現パターンを解明するこ

とで，癌の診断や治療において大きな進展をもたらす可能性がある． 

癌細胞の浸潤能は悪性度に大きく関与する因子である uPA（urokinase-type 

plasminogen activator）と GnT-V（N-acetylglucosaminyltransferase V）は，

癌の悪性度に寄与する重要な因子として知られている．uPA はセリンプロテア

ーゼの一種であり， 酵素活性により，癌細胞の浸潤能を制御する組織線溶にお

いて重要な役割を果たしている．uPA は正常な肝臓組織と比較して肝癌組織で

有意に発現が増強し，uPA 活性が浸潤能に強く影響を与える因子であり，再発

の強い予測因子であることが報告されている．肝癌細胞株における uPA発現は

浸潤能と相関しており，uPA の発現を制御することで浸潤能を変化させること

が可能である．GnT-V は糖鎖形成においてβ1,6 分岐鎖の伸展を触媒する糖転

移酵素である．GnT-V によるβ1,6 分岐鎖の伸展は癌細胞の様々な細胞内経路

に影響を与え，悪性度に影響を与えている．一方で GnT-Vは，マトリプターゼ

と uPAの発現と活性化にも影響を与えている． 

N 型糖鎖の変異と浸潤能の関係は部分的にしか解明されていない．本研究で

は，uPAと GnT-Vの発現を変化させた肝癌細胞株を用いて，N型糖鎖発変異と

浸潤能変化との相関について検討した． 

【方法】 

ヒト肝癌細胞株のうち，高浸潤能株である HLE，低浸潤能株である HepG2
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を 用 い た ． CRISPER-Cas9 （ Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats - AssociatedProteins 9）システムにより HLE細胞株にお

いて uPAノックアウトHLE細胞を作成した．Stealth siRNA（small interfering 

RNA）により HLE細胞株おいて uPA，GnT-Vのノックダウン細胞株を樹立し

た．続いてヒト uPAを増幅させるWhole uPA primer を作成し，rt-PCR（reverse 

transcription- polymerase chain reaction）によって増幅した．uPAの cDNAを

レンチウイルス pLVSIN-IRES-ZsGreen1ベクターを用いてHepG2細胞へ形質

導入し，uPA 過剰発現 HepG2 細胞株を樹立した．その際，uPA において糖鎖

修飾を受ける 302 番目のアスパラギン残基をグルタミン残基に点置換した uPA

を過剰発現させた変異型 HepG2 細胞（N 型糖鎖修飾の欠損した uPA を産生）

を樹立した．  

細胞タンパク質発現はウエスタンブロット，浸潤能はマトリゲルインベーシ

ョンチャンバーで評価した．各細胞株の糖鎖発現はグライコブロッティング法

を用いた MALDI-TOF（Matrix-assisted laser desorption ionization-time of 

flight mass spectrometry）質量分析により解析した．また，uPAの糖鎖発現評

価のためヒト尿由来 uPA の糖鎖解析も行った．P 値は 0.05 未満を有意とした． 

【結果】 

HLE細胞とHepG2細胞における検討ではHLE細胞がHepG2細胞より浸潤

能が高く，uPA が高発現していた．糖鎖解析では 10 種類の N 型糖鎖発現が浸

潤能と相関して HepG2 細胞よりも HLE 細胞で高かった．HLE における uPA

ノックダウンの検討では，Stealth siRNAにより HLEコントロール細胞と比較

して uPA発現の低下がみられ，浸潤能の有意な低下を認めた．糖鎖解析では 13

種類の N 型糖鎖発現が HLE コントロール細胞と比較して HLE uPA ノックダ

ウン細胞で低下した．HepG2 細胞における uPA 過剰発現の検討では，HepG2 

uPA過剰発現細胞株，HepG2 uPA変異細胞株とコントロール細胞株間で比較し

た．HepG2 uPA 過剰発現細胞と HepG2 uPA変異細胞では，コントロール細胞

と比較して uPAの発現が高かった．浸潤能は HepG2 uPA過剰発現細胞では浸

潤能は有意に高かったが， N型糖鎖を欠損した変異型 uPAを産生する HepG2 

uPA 変異細胞の浸潤能は変化がみられなかった．糖鎖解析ではコントロール細

胞と比較して 22 種類の N 型糖鎖の発現が HepG2 uPA 過剰発現細胞，HepG2 

uPA 変異細胞で高かった． 

HLE 細胞における GnT-V ノックダウンの検討では，Stealth siRNA により
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コントロール細胞と比較して GnT-V発現の低下がみられたが，uPA発現は変化

しなかった．浸潤能解析では，GnT-V をノックダウンさせることにより，uPA

発現には変化がないにもかかわらず HLE細胞の浸潤能は有意に低下した．糖鎖

解析では 18 種類の N 型糖鎖の発現が HLE GnT-V ノックダウン細胞において

HLE コントロール細胞と比較して低下した．ヒト尿由来 uPA の糖鎖解析で 17

種類の N 型糖鎖が同定された．各細胞株に共通して浸潤能の変化と相関して発

現変化する特異的な質量電荷比（以下m/z）1892である N型糖鎖が見いだされ

た．この N型糖鎖はヒト尿由来 uPAにおいても発現していた． 

【考察】 

浸潤能の変化に伴う糖鎖発現の変化を解析することにより，浸潤能変化と発

現が相関する特異的 N型糖鎖（m/z 1892）が見いだされた．この糖鎖はヒト尿

由来 uPA にも発現しており，uPA を修飾する N 型糖鎖の一つであると考えら

れる．また，N型糖鎖が欠損した uPAを産生する HepG2 uPA変異細胞の浸潤

能は，uPA産生があるにもかかわらず亢進しなかった．このことから uPAの浸

潤能制御には糖鎖修飾が必要であり，特異的 N型糖鎖（m/z 1892）が重要な因

子であることが示唆される．このm/z 1892の糖鎖発現の変化を測定することは

肝癌細胞の悪性度評価に役立つ可能性がある． 

GnT-Vは糖鎖の分岐伸展することにより，マトリプターゼの発現亢進と安定

化を促し転移を促進すること，マトリプターゼは uPAを活性させることが知ら

れている．本研究では GnT-Vをノックダウンし N型糖鎖発現を変化させても

uPA発現は変化しなかったが浸潤能の低下がみられた．このことから，uPA発

現があっても糖鎖発現変化による直接的な uPA活性の低下が起こっていると考

えられ，マトリプターゼを介した間接的な経路による浸潤能制御の存在が推察

された． 

【結論】 

uPAと GnT-Vの発現を変化させることにより浸潤能の変化がおこり，同時に

N 型糖鎖発現に変化がみられた．浸潤能変化に相関して発現変化する特異的 N

型糖鎖（m/z 1892）を同定した．この特異的 N型糖鎖（m/z 1892）は uPA を修

飾する糖鎖のひとつと考えられた．uPAの機能は，GnT-Vとマトリプターゼを

介した間接的な経路によるコントロールの他に GnT-V による N 型糖鎖発現変

化による直接的なコントロールを受け，特異的 N型糖鎖（m/z 1892）が関与し

ていることが示唆された．糖鎖発現の変化は癌細胞の診断，治療に役立つ可能性
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があり，特異的 N型糖鎖（m/z 1892）は，新規バイオマーカーや標的分子治療

の候補となりうる． 
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略語表 

本文中及び図中で使用した略語は以下のとおりである． 

 

aoWR, aminooxy-functionalized peptide reagent 

cDNA, complementary DNA 

CRISPER-Cas9, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats - AssociatedProteins 9 

EGF, epicermal growth factoe 

FBS, fetal bovine serum 

Fuc, Fucose 

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GlcNAc, N-acetylglucosamine 

GnT-V, N-acetylglucosaminyltransferase V 

Hex, Hexose 

HexNAc, N-acetylhexosamine 

JCRB, Japanese Cancer Research Rsource Bank 

KD, knockdown 

KO, knockout 

MALDI-TOF, Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass 

spectrometry 

Man, Mannose 

MUT, mutation 

NeuAc, N-Acetylneuraminic acid 

PCR, polymerase chain reaction 

PNGase F, Peptide-N-Glycosidase F 

PTFE, Polytetrafluoroethylene 

rt-PCR, reverse transcription- polymerase chain reaction 

siRNA, small interfering RNA 

uPA, urokinase-type plasminogen activator 

WT, wild type  
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緒言 

糖鎖修飾は最も一般的なタンパク質の翻訳後修飾の 1 つであり，真核細胞の

タンパク質に大きな構造的，機能的変化をもたらす（Pilobello et al., 2007 ; 

Ohtsubo et al., 2006）．N型糖鎖はタンパク質を修飾し，多くの生体内の反応を

制御している（Helenius et al., 2001）．N型糖鎖発現の変異は癌細胞の増殖，

分化，浸潤，および転移に重要な役割を果たすことが示唆されている（Lin et al., 

2020）．糖鎖は質量分析を使用して分析および解析することが可能であり，癌細

胞から分泌，放出された糖鎖の働きについても解析が可能となってきている

（Holst et al., 2019 ; Wang et al., 2020）．近年，自動化糖鎖精製システムを用

いて簡便に大規模な糖鎖解析を可能にする SweetBlot 法が開発され（Miura et 

al., 2008），N型糖鎖を定量的にプロファイリングするグライコブロッティング

法が開発された．われわれはこれまでグライコブロッティング法を用いて肝癌

患者 369 人の血清における N 型糖鎖の特異的変異についての報告をしてきた．

この N 型糖鎖の特異的変異は全生存期間と無病生存期間の短縮における独立し

た危険因子であった（Kamiyama et al., 2013）．また，臨床病理学的因子との解

析によりこの特異的糖鎖変異は浸潤能と相関していた．一方で，ヒト脳腫瘍にお

いて，病期ごとの悪性度に相関する特定の糖鎖修飾パターンも報告されている

（Furukawa et al., 2015）．その他にも N型糖鎖修飾における変異は，いくつ

かの癌腫において悪性度に影響を与える可能性が報告されている（Kang et al., 

2011 ; Vanhooren et al., 2009 ; Kirmiz et al., 2007 ; Alley et al., 2012 ; Lee et 

al., 2020）．また，肝癌細胞において N型糖鎖へのフコシル化やシアル酸付加が

悪性度に影響を与えることが報告されている（Comunale et al., 2009 ; Betesh 

et al., 2017 ; Mondal et al., 2011）．正常細胞と比較すると，癌細胞は正常細胞

と異なる構造の N 型糖鎖を発現しており，これらの糖鎖の発現パターンを解明

することで，癌の診断や治療において大きな進展をもたらす可能性がある． 

癌細胞の浸潤能は悪性度に大きく関与する因子である．uPA（urokinase-type 

plasminogen activator）と GnT-V（N-acetylglucosaminyltransferase V）は，

癌の悪性度に寄与する重要な因子として知られている．uPA は，プラスミノー

ゲンをプラスミンに変換するセリンプロテアーゼの一種であり， この酵素活性

により，uPA は癌細胞の浸潤能をコントロールする反応系の一つである組織線

溶において重要な役割を果たしている（Ahmed et al., 2014）．uPAは，肝癌患
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者の正常な肝臓組織と比較して，肝癌組織で有意に発現が増強されていること

がわかっている（Zhou et al., 2006）．肝癌においては uPA活性が浸潤能に強く

影響を与える因子であり，再発の強い予測因子であることが報告されている

（Itoh et al., 2000）．また，肝癌細胞株における uPA発現は浸潤能と相関して

おり，uPA の発現を制御することで浸潤能を変化させることが可能である

（Kamiyama et al., 1998）．GnT-Vは，糖鎖形成においてβ1,6分岐鎖の伸展を

触媒する糖転移酵素である． GnT-V によるβ1,6 分岐鎖の伸展は，癌細胞の接

着能，運動能，血管新生，およびアポトーシスに関与する細胞内経路に影響を与

えることにより，転移能や悪性度に影響を与える（Handerson et al., 2003）．一

方で GnT-V は，マトリプターゼと uPA の発現と活性化にも影響を与えている

（Lee et al., 2000 ; Takeuchi et al., 2000 ; Ito et al., 2006）． 

肝癌を含む様々な癌において浸潤能を含む悪性度と N 型糖鎖の変異について

の様々な報告がされてきた．N 型糖鎖の発現パターンと悪性度の研究が主であ

り，各糖鎖単位での検討は十分にされていない．本研究では，肝癌における浸潤

能変化と N 型糖鎖変異の関連について明らかにするために浸潤能をコントロー

ルする因子である uPAと GnT-Vに着目した．uPAと GnT-Vの発現を亢進，低

下させることにより浸潤能の亢進や低下を起こし，その浸潤能の変化に伴って

N 型糖鎖がどのように発現変化するか，糖鎖の発現パターンなどに着目して検

討を行った．また，uPAに結合し修飾する N型糖鎖について検討するためにヒ

ト尿由来 uPAの糖鎖解析を行った． 

N 型糖鎖発現の変化については発現パターンの変化だけではなく各糖鎖単位

での検討も報告されている．本研究においては各糖鎖単位で浸潤能変化に伴っ

て発現が増減するN型糖鎖を検討することで浸潤能に関連する特異的N型糖鎖

の検索を行った．浸潤能と相関する特異的 N 型糖鎖の発現変化を同定すること

は癌の診断や治療に大きく貢献する可能性がある． 
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方法 

1. 肝癌細胞株の維持 

ヒト肝癌細胞株のうち高浸潤能細胞株として HLE細胞株，低浸潤能細胞株と

してHepG2細胞株を採用することとした．各細胞株は JCRB（Japanese Cancer 

Research Rsource Bank）細胞バンクより供給された．細胞は 10％（v/v）FBS

（ fetal bovine serum）（Equitech-Bio Inc., TX, USA）と 1％（v/v）の

penicillin/streptomycin（Gibco, NY, USA）を添加した Dulbecco's Modified 

Eagle’s Medium（Gibco, Tokyo, Japan）をもちいて 5％CO2濃度で 37℃の環

境下の培養器で維持した． 

 

2. uPAノックアウト細胞の樹立 

 uPAノックアウトに伴う浸潤能低下によるN型糖鎖発現の変化を検討するた

めに高浸潤能株であり uPA高発現しているHLEの uPAをノックアウトするこ

と と し た ． CRISPER-Cas9 （ Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats – Associated Proteins 9）システムにより uPAノックア

ウト HLE 細胞を樹立した．uPA 過剰発現株樹立の際に使用した Whole uPA 

primer を 用 い て プ ラ ス ミ ド pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9

（Watertown, Massachusetts, USA）に Ligation した．シークエンスで uPA配

列が正しく導入されていることを確認した．プラスミドを大腸菌 DH5α

（Takara Bio, Shiga, Japan）へトランスフェクションした．ゲノムを抽出し，

PCR（polymerase chain reaction）にて増幅させ HLE細胞にトランスフェクシ

ョンさせた．フローサイトメトリーを 2 回行うことで安定したクローンを選択

した． 

 

3. uPA，GnT-Vノックダウン HLE細胞の樹立 

uPAノックダウンに伴う浸潤能低下によるN型糖鎖発現の変化を検討するた

めに高浸潤能株であり uPA高発現しているHLEの uPAをノックダウンするこ

ととした．また，GnT-Vノックダウンに伴う uPA発現，浸潤能の変化と糖鎖発

現の変化を検討するため HLE の GnT-V をノックダウンすることとした．

Stealth siRNA（small interfering RNA）は Life Technologies（Tokyo, Japan）

よ り ， uPA （ PLAUHSS10807, PLAUHSS108078 ） ， GnT-V
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（MGAT5HSS106510），ネガティブコントロール（StealthTM RNAi Negative 

Control Duplex）をそれぞれ購入した．Stealth siRNAの塩基配列は下記表 1に

示した．トランスフェクション試薬としてリポフェクタミン RNAiMAX 試薬

（Life Technologies, Tokyo, Japan）を使用し，それぞれの siRNAを HLE細胞

株にトランスフェクションした．トランスフェクションの際には 10％FBS 添加

培地中に 30×104個の細胞を 10cm ディッシュに播種し，24 時間のインキュベ

ーション後，Stealth siRNAを添加し，さらに 48時間かけてトランスフェクシ

ョンした． 

 

表 1  Stealth siRNA塩基配列 

    Forward Reverse 

uPA PLAUHSS108076 5'‑GCCCUCCUCUCCUCCAGAAGAAUUA‑3' 5'‑UAAUUCUUCUGGAGGAGAGGAGGGC‑3' 

  PLAUHSS108078 5'‑CCAUCCCGGACUAUACAGACCAUCU‑3' 5'‑AGAUGGUCUGUAUAGUCCGGGAUGG‑3' 

GnT-V MGAT5HSS106510 5'‑GAAAGCGGAAGAAAGUCCUCGUUCA‑3' 5'‑UGAACGAGGACUUUCUUCCGCUUUC‑3' 

 

4. uPA過剰発現細胞の樹立 

uPA過剰発現に伴う浸潤能亢進によるN型糖鎖発現の変化を検討するために

低浸潤能株であり uPA低発現しているHepG2において uPAを過剰発現するこ

ととした．ヒトuPAを増幅させるWhole uPA primerをuPA遺伝子配列（1296bp）

に基づいて設計し Life Technologiesより購入した．Whole uPA primer の塩基

配列は下記表 2に示した．uPAの cDNA（complementary DNA）を HLF 細胞

の cDNAをテンプレートとして，QIAquick Spin（QIAGEN, Hilden, Germany）

を用いた rt-PCR（reverse transcription- polymerase chain reaction）によって

増幅した．uPA の cDNA をレンチウイルスの pLVSIN-IRES-ZsGreen1 ベクタ

ー（Takara Bio, Shiga, Japan）にクローニングした． レンチウイルス上清は，

Lenti-X 293Tパッケージングシステム（Takara Bio, Shiga, Japan）を使用し

て作製し，HepG2細胞への形質導入に使用した．対照群として空ベクターを含

む上清を HepG2 細胞へと同様に形質導入した．ベクターのインサートは，Big 

Dye Termination Cycle Sequencing kit（Applied Biosystems, Tokyo, Japan）

を使用してシーケンスすることにより確認した．フローサイトメトリーを 2 回

行うことで安定したクローンを選択した． 
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表 2  Whole uPA primer の塩基配列 

  Forward Reverse 

Whole uPA primer 5'‑TCGACTCGAGATGAGAGCCCTGCTGGC‑3' 5'‑TCGACTCGAGTCAGAGGGCCAGGCCATTC‑3' 

 

5. uPA変異 HepG2細胞の樹立 

uPA 活性における糖鎖修飾の有無の影響を検討するため，糖鎖修飾のない

uPAを発現する変異株を樹立することとした．uPAの糖鎖修飾は 302番目のア

スパラギン残基を含む部位に行われる．このアスパラギン残基を uPA 変異

primer（Life Technologies, Tokyo, Japan）と QIAprep Spin Mini Kit（QIAGEN, 

Hilden, Germany）を用いた点置換によりグルタミン残基に置換した uPA変異

HepG2細胞を樹立した．uPA変異 primerの塩基配列は下記表 3に示した．変

異体のプラスミドを HepG2細胞にトランスフェクションすることにより，uPA

変異HepG2細胞は N型糖鎖の修飾を受けない uPAを産生する． 

 

表 3  uPA変異 primer の塩基配列 

uPA mutation primer 5'‑CCGGATAGAGATAGTCGGTAGATTGCTCTTTTCC‑3', 

 

6. ウエスタンブロット 

細胞タンパク質は，培養細胞用の Subcellular Protein Fractionation Kit

（Pierce Biotechnology, Waltham, MA, USA）を使用して抽出した．サンプル

をドデシル硫酸ナトリウム試薬（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）と混合し，95°C

で 5 分間沸騰させ，ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

で分離し，ポリフッ化ビニリデン膜（GE Healthcare, Little Chalfont, UK）に

転写した．一次抗体にはuPAはヤギモノクローナル抗ヒト抗体（sc-19088, Santa 

Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA）を 1：750倍希釈，GnT-Vはウサギポ

リクローナル抗ヒト抗体（EP6274, abcam, Tokyo, Japan）を 1：200 希釈，

GAPDH はウサギモノクローナル抗ヒト抗体（D16H11, Cell Signaling 

Technology, Tokyo, Japan）を 2000 希釈で反応させた．抗体は 0.1％Tween 20

を含む 1×Tris緩衝生理食塩水で希釈した．二次抗体は uPA，GAPDHでは 1：

5000，GnT-Vでは 1：2000に希釈し反応させた．GAPDHとβアクチンが肝癌

細胞株すべてで均一に発現していることを確認し，コントロールとしてGAPDH

を用いることとし，各細胞での uPAと GnT-Vのタンパク発現を比較した． 
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7. 浸潤能解析 

24 ウェルマトリゲルインベーションチャンバー（Corning, New York, NY, 

USA）を用いて各細胞株の浸潤能解析を行った．10％FBSを含む培地を下部チ

ャンバーに添加し，約 3×104個の HLE 細胞または 15×104個の HepG2 細胞を

FBSを含まない培地で上部チャンバーに播種した．48時間後，上部チャンバー

の細胞を綿棒で取り除いた．Diff-Quik 染色キット（Sysmex, Hyogo, Japan）を

使用して膜を染色し，マトリゲルを越えて浸潤した細胞数を光学顕微鏡を用い

て 20倍でカウントした． 

 

8. 細胞株からの糖タンパク質の抽出 

N 型糖鎖解析のために，各細胞株から糖タンパク質を抽出した（Fujitani et 

al., 2013）．1×106 個の細胞からなる細胞ペレットを，超音波ホモジナイザー

（Taitec Corp., Saitama, Japan）を使用して，2％ナトリウムを含む 100 mM 

酢酸トリスバッファー（100μL, pH 7.4）で粉砕した．細胞タンパク質の還元的

アルキル化は，500 mM トリスホスフィン塩酸（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA）を室温で 60分間添加し，その後 200 mM ヨードアセトアミド（Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA）を室温で 30分間反応させた．還元的アルキル化

後，エタノールを加え，-30℃で 3時間インキュベートすることにより，エタノ

ール沈殿を行った．上清および沈殿したタンパク質を 4℃環境下で 20,000×gで

10 分間遠心分離することにより分離し，沈殿物を再びエタノールで洗浄した．

糖タンパク質と N型糖鎖を含む沈殿物を収集し，37℃で 10分間乾燥した． 

 

9. ヒト uPAの前処理 

糖タンパク質である uPA に結合する N 型糖鎖の解析のために uPA の糖鎖解

析を計画した．癌細胞の産生する uPAの抽出，精製は困難であると判断したこ

と，癌細胞が産生する uPA に限らず，ヒト uPA に一般的に結合する N 型糖鎖

の検討が目的であるため，ヒト尿中の uPAを用いて検討することとした．酵素

コエンザイム薬として一般市販されているヒト尿から精製したウロキナーゼ

（PN：U0633-25UG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を購入し使用した．

120 mM 1,4-ジチオスレイトール，重炭酸アンモニウム，1％ナトリウムドデシ

ルを含む 0.1% Triton X-100に溶解した．60℃で 30分間インキュベートした後，

123 mM ヨードアセトアミド（10 µL）を混合物に加え，室温でインキュベート
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した．60分後，混合物をトリプシン（Wako, Osaka, Japan）を用いて 37℃で

overnight処理した．続いて 90℃で 10分間処理し酵素を失活させた．室温に冷

却した後，混合物を 100 Uの Flavobacterium meningosepticum（New England 

BioLabs Japan Inc, Tokyo, Japan）からの PNGase F（Peptide-N-Glycosidase 

F）を用いて 37℃で overnight 処理した． 次に，SpeedVac でサンプル混合物

を乾燥させた． 

 

10. 糖鎖解析 

細胞培養のサンプルからの N 型糖鎖とヒト尿由来ウロキナーゼは，合成ポリ

マービーズである BlotGlyco Hビーズ（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）を

使用したグライコブロッティング法によって精製した．すべての手順で，96 ウ

ェルプレートプラットフォームを含む SweetBlot 自動糖鎖精製システム

（System Instruments, Hachioji, Japan）を使用した． 

10.1 グライコブロッティング法による N型糖鎖の精製と修飾 

10mg/mL の BlotGlyco H ビーズ 250µL を，マルチスクリーンソルビナ

ート親水性 PTFE（Polytetrafluoroethylene）96 ウェルフィルタープレー

ト（EMD Millipore, Billerica, MA, USA）のウェルに等分した．真空ポン

プを使用して水を除去した後，PNGase Fで処理したサンプルをウェルに添

加した．続いて 20 µLの Internal standard（シアリル化グリカン 2.5 µM）

と 180µL のアセトニトリル 2％酢酸を加えた．次に，フィルタープレート

を 80℃で 45分間インキュベートし，安定で可逆的なヒドラジン結合によっ

て N型糖鎖をビーズに捕捉しさせた．つづいて 10mM 重炭酸アンモニウム

に 200µL の 2 M グアニジン塩酸を添加しビーズを洗浄し，同量の水と 1％

トリエチルアミンメタノール溶液で洗浄した．各洗浄工程は 2回行った．次

に，N型糖鎖結合ビーズを，メタノール中の 10％無水酢酸と共に室温で 30

分間インキュベートして，未反応のヒドラジド基がアセチル化によってキャ

ッピングされるようにした．キャッピングした後，反応溶液を真空下で除去

した．シアル酸修飾の前処理としてビーズを塩酸，メタノール，およびジオ

キサンで連続的に洗浄した．20mM 3-メチル-1-p-トリルトリアゼン（Tokyo 

Chemical Industry, Tokyo, Japan）100µLをジオキサンに添加し，60°C で

90 分間乾燥することでビーズ上のシアル酸のカルボキシル基のメチルエス

テル化を行った．メチルエステル化した後，ビーズを 200µLのジオキサン，
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水，メタノール，水で連続的に洗浄した．ビーズに捕捉された糖鎖は，180µL

の 2％AcOH 溶液中に 20µL の aoWR（aminooxy-functionalized peptide 

reagent）（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）を添加し，80°Cで 45分間

イミノ転移反応させた．この反応後，糖鎖を 100µL の水で溶出し，Mass 

PREPTM HILIC µEluentプレート（Waters, Milford, MA, USA）で精製

し，回収したサンプルを真空下で乾燥させた． 

10.2 MALDI-TOF（Matrix-assisted laser desorption ionization-time of 

flight mass spectrometry）質量分析 

グライコブロッティング法により精製された N 型糖鎖は，5％ACN 水に

溶かした 5µL の 1％AcOH で希釈した．1µL のサンプルを 1µL の 2,5-ジヒ

ドロキシ安息香酸（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 

Japan）とイオン化液体マトリックスとして混合し，MALDI ターゲットプ

レートに添加した．  次に，分析物を，Ultraflex time-of-flight mass 

spectrometer III（Brucker Daltonics, Billerica, MA, USA）を使用して

MALDI-TOF MS（Matrix-assisted laser desorption ionization-time of 

flight mass spectrometry）分析を行った． MALDI-TOF MS スペクトルの

N型糖鎖ピークは FlexAnalysis v.3（Brucker Daltonics, Bremen, Germany）

を使用して選択した．糖鎖構造は GlycoModツールを使用して推定した． 

 

11 統計分析 

3群間解析には Tukey検定による一元配置分散分析，2群間解析には Student

の t検定を用いて行った．統計学的解析ソフト JMP Pro 12.0.1（SAS Institute, 

Cary, NC, USA）を使用して統計分析を行った．有意性は，P値 0.05未満とし

て定義した． 
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結果 

1. HLE細胞と HepG2細胞における uPA発現，浸潤能，N型糖鎖解析 

HLE 細胞と HepG2 細胞を比較すると HLE 細胞において浸潤能が高かった

（図 1-1，図 1-2）．ウエスタンブロットによりそれぞれの肝癌細胞株における

uPA の発現を測定したところ，高侵襲性細胞株である HLE における uPA の発

現は，低侵襲性細胞株である HepG2細胞における発現より高かった（図 1-3）．

HLE 細胞および HepG2 細胞でグライコブロッティング法により糖鎖解析を行

い浸潤能とN型糖鎖発現の相関を解析した．75種類の N型糖鎖が同定された．

ハイマンノース型，複合・混合型，その他の糖鎖の割合を比較したところ，HLE

ではHepG2細胞より糖鎖発現が少なかった（図 1-4）．フコシル化，シアル酸付

加している糖鎖の割合については，HLEではフコシル化していない糖鎖の割合

の低下とシアル酸付加している糖鎖の割合の低下がみられた（図 1-5）．糖鎖別

では，10種類の N型糖鎖（m/z 1851，1892，2029，2054，2070，2216，2521，

2887，3192，3252）の発現が HepG2 細胞よりも HLE 細胞で高かった（図 1-

6）． 

 

図 1-1 HLE細胞，HepG2細胞における浸潤能解析 

（A）HLE細胞，（B）HepG2細胞 
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図 1-2 HLE細胞と HepG2細胞の浸潤能の比較 

HepG2細胞と比較して HLE細胞において浸潤能は高かった．*p<0.01 

 

 

図 1-3 HLE細胞と HepG2細胞における uPA発現 

uPA発現は HLEではみられたが HepG2では見られなかった． 

 

u-PA expression 

uPA (55kDa) 

GAP-DH (37kDa) 

HLE HepG2 
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図 1-4 HLE，HepG2におけるハイマンノース型，複合・混合型の糖鎖の割合 

HLEでは HepG2細胞よりそれぞれの型の糖鎖発現が少ない 

 

 

図 1-5 フコシル化，シアル酸付加している糖鎖の割合 

（A）フコシル化している糖鎖の割合は HLEで高かった． 

（B）シアル酸付加している糖鎖の割合は HLEで低かった． 

Fuc, Fucose; NeuAc, N-Acetylneuraminic acid 
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図 1-6 HLE細胞と HepG2細胞における N型糖鎖解析 

10種類のN型糖鎖の発現がHepG2細胞よりもHLE細胞で高値であっ

た． 

 

 

2. uPAノックアウト HLE細胞における uPA発現，浸潤能 

uPA に対する CRISPER-Cas9 システムによる HLE uPA ノックアウト細胞

（HLE uPA KO(knockout)細胞）と HLEコントロール細胞を作成した．ウエス
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タンブロットにより uPAのノックアウトの検証を複数回行ったが，uPAバンド

が描出されており，uPA の完全なノックアウトが得られなかった（図 2）． 

CRISPER-Cas9システムにおける手技的な問題などから有効なノックアウトが

できなかったものと考えられた．そのため，Stealth siRNAを用いたノックダウ

ンで検証することとした． 

 

図 2 uPAノックアウト HLE細胞における uPA発現 

uPA に対する CRISPER-Cas9 システムによるノックアウトで HLE 細

胞における uPA発現は低下した． 

 

3. uPAノックダウン HLE細胞における uPA発現，浸潤能，N型糖鎖解析 

uPA に対する 2 つの Stealth siRNA とコントロールを用いて HLE uPA 

siRNA1細胞，HLE uPA siRNA2細胞，HLEコントロール細胞を樹立した．ウ

エスタンブロットにより，HLE uPA siRNA1細胞および HLE uPA siRNA2細

胞では，HLE コントロール細胞と比較して uPA の発現が低下していた（図 3-

1）．浸潤能解析では，HLE uPA siRNA1細胞および HLE uPA siRNA2細胞に

おいてHLEコントロール細胞よりも有意に浸潤能が低かった（図 3-2，図 3-3）．

グライコブロッティング法による解析では 86 種類の N 型糖鎖が同定された．

ハイマンノース型，複合・混合型，その他の糖鎖の割合を比較したところ，HLE 

uPA siRNA1細胞および HLE uPA siRNA2細胞では HLEコントロール細胞よ

り糖鎖発現が少ない傾向にあった（図 3-4）．フコシル化の割合は各細胞間で差

がみられなかった．シアル酸付加している糖鎖の割合については，HLE uPA 

siRNA1 細胞でシアル酸付加している糖鎖の割合が高かったが，HLE uPA 

siRNA2細胞ではコントロールと差が見られなかった（図 3-5）．13種類の N型

糖鎖（m/z 1502，1664，1826，1988，2150，2312，2474，1810，1542，1689，

1705，1851，1892，2095）の濃度が HLE コントロール細胞と比較して HLE 

uPA siRNA1細胞およびHLE uPA siRNA2細胞で 20％以上低かった（図 3-6）． 

uPA (55kDa) 

GAP-DH (37kDa) 

HLE uPA KO control 
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図 3-1 HLE細胞における Stealth siRNAによる uPAノックダウン 

u-PA に対する 2 つの siRNA は HLE 細胞の u-PA タンパク質発現を低

下させた． 

 

 

図 3-2 uPAノックダウン HLE細胞における浸潤能解析 

（A）HLEコントロール細胞，（B）HLE uPA siRNA1細胞，（C）HLE 

uPA siRNA2細胞 

 

GAP-DH (37kDa) 

u-PA knockdown in HLE 

u-PA 

siRNA1 

u-PA 

siRNA2 

control 

uPA (55kDa) 



 

22 

 

 

図 3-3  uPAノックダウン HLE細胞における浸潤能解析 

HLEコントロール細胞と比較して HLE uPA siRNA1細胞，HLE uPA 

siRNA2細胞共に有意に浸潤能が低下していた．*p<0.01 

 

 

図 3-4 HLE ノックダウン細胞におけるハイマンノース型，複合・混合型の糖

鎖の割合 

HLE HLE uPA siRNA1細胞および HLE uPA siRNA2細胞では HLEコ

ントロール細胞より糖鎖発現が少ない傾向にあった 
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図 3-5 フコシル化，シアル酸付加している糖鎖の割合 

（A）フコシル化している糖鎖の割合には差がみられなかった． 

（B）シアル酸付加している糖鎖の割合は HLE uPA siRNA1 細胞で高

かったが，HLE uPA siRNA2 細胞ではコントロールと差が見ら

れなかった． 
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図 3-6  uPAノックダウン HLE細胞における N型糖鎖解析 

13種類の N型糖鎖の発現が HLE uPA siRNA1細胞，HLE uPA siRNA2

細胞において浸潤能と相関して低かった． 
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4. uPA過剰発現 HepG2細胞における uPA発現，浸潤能，N型糖鎖解析 

レンチウイルスベクターを使用して uPAを過剰発現する HepG2 uPA過剰発

現細胞株（HepG2 uPA WT(wild type)細胞）と空のベクターを使用して HepG2

コントロール細胞株（HepG2コントロール細胞）を樹立した．また，変異型 uPA

タンパク質を過剰発現させることで N 型糖鎖修飾を持たない変異型 uPA を発

現する HepG2 uPA 変異細胞株（HepG2 uPA MUT(mutation)細胞）も樹立し

た．ウエスタンブロットにより，HepG2 uPA WT細胞と HepG2 uPA MUT細

胞では，HepG2 コントロール細胞と比較して uPA の発現が亢進することが示

された（図 4-1）．HepG2 uPA WT細胞では HepG2 uPA MUT細胞よりも uPA

が高発現していた．HepG2 uPA WT の浸潤能は，HepG2 コントロール細胞の

浸潤能と比較して大幅に亢進していたが，uPA の 302 番目のアスパラギン残基

がグルタミン残基に点置換されることにより N 型糖鎖を欠く uPA を産生する

HepG2 uPA MUTの浸潤能は亢進していなかった（図 4-2，図 4-3）．グライコ

ブロッティング法による糖鎖解析では 72 種類の N 型糖鎖が同定された．ハイ

マンノース型，複合・混合型，その他の糖鎖の割合を比較したところ，uPA 過

剰発現しても糖鎖発現の明らかな変化は見られなかった（図 4-4）．フコシル化，

シアル酸付加した糖鎖の割合は各細胞間で差がみられなかった（図 4-5）．22種

類の N 型糖鎖（m/z 1502，2312，2474，1543，1689，1705，1851，1982，

2010，2095，2156，2172，2334，2375，2512，2668，2681，2741，2827， 

2887，3192，3497）の濃度が HepG2 コントロール細胞と比較して HepG2 uPA 

WT で 20％以上高かった（図 4-6）．これらの 22 種類の N 型糖鎖は，HepG2 

uPA MUTにおいても高かった． 

 

図 4-1 HepG2細胞における uPA過剰発現 

HepG2/ 

uPA WT 

 HepG2/ 

uPA MUT 

u-PA overexpression of HepG2 

uPA (55kDa) 

GAP-DH (37kDa) 

control 
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レンチウイルスによる uPA 過剰発現により HepG2 uPA WT 細胞と

HepG2 uPA MUT細胞において uPA発現が亢進した．HepG2 uPA WT

細胞と HepG2 uPA MUT 細胞間で比較すると HepG2 uPA WT細胞に

おいてより uPA発現が亢進していた． 

 

 

図 4-2  uPA過剰発現 HepG2細胞における浸潤能解析 

（A）HepG2コントロール細胞，（B）HepG2 uPA MUT細胞，（C）HepG2 

uPA WT細胞 

 

 

図 4-3  uPA過剰発現 HepG2細胞における浸潤能解析 

HepG2 uPA WT 細胞の浸潤能は HepG2 コントロール細胞の浸潤能と

比較して有意に亢進していた．HepG2 uPA MUT 細胞の浸潤能は

HepG2 コントロール細胞の浸潤能と比較して亢進していなかった．

*p<0.01 
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図 4-4 HepG2 uPAノックダウン細胞におけるハイマンノース型，複合・混合

型の糖鎖の割合 

uPA過剰発現しても糖鎖発現の明らかな変化は見られなかった． 

 

 

図 4-5 フコシル化，シアル酸付加している糖鎖の割合 

各細胞間で差がみられなかった． 
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図 4-6 uPA過剰発現 HepG2細胞における N型糖鎖解析 

22 種類の N 型糖鎖の発現が HepG2 コントロール細胞と比較して

HepG2 uPA WT 細胞において浸潤能と相関して高かった．これらの N

型糖鎖は，HepG2 uPA MUT においても高かった． 
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5. GnT-Vノックダウン HLE細胞における uPA発現，浸潤能，N型糖鎖解析 

GnT-Vに対する Stealth siRNAとコントロールを用いて HLE GnT-Vノック

ダウン細胞（HLE GnT-V KD(knockdown)細胞）と HLEコントロール細胞を樹

立した．ウエスタンブロットによりGnT-Vがノックダウンされたことを検証し，

同時に uPA 発現が HLE GnT-V KD 細胞と HLE コントロール細胞において変

化しないことを確認した（図 5-1）．浸潤能解析では，GnT-Vをノックダウンさ

せることにより，uPA 発現には変化がないにもかかわらず HLE 細胞の浸潤能

を有意に低下させることが示された（図 5-2，図 5-3）．グライコブロッティング

法による糖鎖解析では 97 種類の N 型糖鎖が同定された．18 種類の N 型糖鎖

（m/z 1892，2403，2563，2681，2827，2887，2928，3030，3192，3351，3395，

3411，3497，3557，3656，3716，3862，3922）の発現が HLE GnT-V KD細

胞において HLEコントロール細胞と比較して 20％以上低かった（図 5-4）． 

 

図 5-1 GnT-Vノックダウン HLE細胞における GnT-V，uPA発現 

GnT-Vに対する siRNAはHLE細胞の GnT-Vタンパク質発現を低下さ

せたが，uPAタンパクの発現には変化がなかった． 

 

 

図 5-2  GnT-Vノックダウン HLE 細胞における浸潤能解析 

（A）HLEコントロール細胞，（B）HLE GnT-V KD 細胞 

 

GnT-V (85kDa) 

GnT-V knockdown in HLE 

HLE GnT-V KD control 

uPA (55kDa) 

GAP-DH (37kDa) 
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図 5-3  GnT-Vノックダウン HLE 細胞における浸潤能解析 

HLE GnT-V KD 細胞では uPA発現は低下していないにもかかわらず浸

潤能が HLEコントロール細胞と比較して有意に低下した．*p<0.01 
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図 5-4  GnT-Vノックダウン HLE 細胞における N型糖鎖解析 

18 種類の N 型糖鎖の発現が HLE コントロール細胞と比較して HLE 

GnT-V KD 細胞において浸潤能と相関して低下していた． 
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6. ヒト尿由来 uPAにおける N型糖鎖解析 

ヒト尿から精製された uPAにおけるグライコブロッティング法による糖鎖解

析で 16種類の N型糖鎖（m/z1746，1892，1908，2038，2054，2070，2095，

2152，2172，2299，2445，2459，2501，2563，2604，2705）が検出された（図

6，図 7）．これらの 16種類の N型糖鎖は uPAを修飾する N型糖鎖の一部と考

えられる． 
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図 6 ヒト尿由来 uPAにおける N型糖鎖解析 

 16種類の N型糖鎖が同定された． 
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図 7 ヒト尿由来 uPAにおける N型糖鎖スペクトラム 

 

7. 各細胞株とヒト uPAにおける浸潤能と N型糖鎖発現変化の比較（表 1） 

HLE 細胞株と HepG2 細胞株の分析で N 型糖鎖発現を比較することにより，

10種類の N型糖鎖発現が HepG2細胞よりも HLE細胞で高かった．HLE uPA 

siRNA1 細胞と HLE uPA siRNA2 細胞において，HLE コントロール細胞と比

較して，13種類の N型糖鎖の発現が 20％以上低下していた．HepG2 uPA WT

細胞において，HepG2 コントロール細胞と比較して，22 種類の N 型糖鎖の発

現が高かった．これらの 22種類の N 型糖鎖の発現は HepG2 uPA MUT細胞に

おいても高かった．HLE GnT-V KD細胞では 18種類の N型糖鎖の発現が HLE

コントロール細胞と比較して低下していた．ヒト尿由来 uPA においては 16 種

類の N型糖鎖が同定された．以上の浸潤能と相関する N型糖鎖発現変化の解析

の中で，1つの N型糖鎖（m/z 1892）が共通していた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 

 

表 1．各実験群において浸潤能変化と相関して発現変化した N型糖鎖 

   m/z 1892がすべての糖鎖解析で共通していた． 

 (n)  
 Result 1-4  

(m/z) 

 Result 2-4  

(m/z) 

 Result 3-3  

(m/z) 

 Result 4-3  

(m/z) 

 Result5  

(m/z) 

1 1851 1502 1502 1892 1746 

2 1892 1543 1543 2403 1892 

3 2029 1664 1689 2563 1906 

4 2054 1689 1705 2681 2036 

5 2070 1705 1851 2827 2054 

6 2216 1810 1892 2887 2070 

7 2521 1826 2010 2928 2095 

8 2887 1851 2095 3030 2152 

9 3192 1892 2156 3192 2172 

10 3252 1988 2172 3351 2299 

11  2095 2312 3395 2445 

12  2150 2334 3411 2459 

13  2312 2375 3497 2501 

14  2474 2474 3557 2563 

15   2521 3656 2604 

16   2668 3716 2705 

17   2681 3862  

18   2741 3922  

19   2827   

20   2887   

21   3192   

22   3497   
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考察 

グライコブロッティング法を用いたMALDI-TOF質量分析により肝癌細胞株

の浸潤能変化と相関する N 型糖鎖の発現変化を検証した．N 型糖鎖発現は，高

浸潤能を持つ HLE細胞株と低浸潤能を持つ HepG2細胞株の間で異なっていた．

uPA ノックダウン HLE 細胞の浸潤能は低下し，N 型糖鎖発現はコントロール

HLE細胞と uPAノックダウンHLE細胞で異なっていた．uPA過剰発現HepG2

細胞の浸潤能は亢進し，N 型糖鎖発現もコントロール HepG2 細胞と uPA 過剰

発現 HepG2 細胞の間で異なっていた．また，GnT-V のノックダウンによって

uPA 発現には変化が見られなかったが，浸潤能は GnT-V のノックダウン HLE

細胞ではコントロール HLE細胞より有意に低下し，N型糖鎖発現はコントロー

ル HLE 細胞と GnT-V ノックダウン HLE 細胞で異なっていた．これらの浸潤

能を変化させた細胞株間での N 型糖鎖発現の比較検討により，浸潤能と相関し

て発現変化する特異的な N型糖鎖（m/z 1892）が糖鎖解析を行ったすべての細

胞株の実験系で共通して同定された．また，特異的 N型糖鎖（m/z 1892）はヒ

ト尿由来 uPAの糖鎖解析でも検出され，uPAを修飾する糖鎖のひとつと考えら

れる．これらのデータから，肝臓癌細胞株において uPAの糖鎖修飾の変化が浸

潤能に寄与しており，この特異的 N型糖鎖（m/z 1892）発現の変化は肝癌細胞

の悪性度の評価に役立つ可能性があることが示唆された． 

これまでに，がん原遺伝子やがん抑制遺伝子の段階的な変異に伴うがんの進

展の過程で，多数のダイナミックな糖鎖の発現変動が認められ，糖鎖修飾パター

ンと悪性度の相関関係が報告されている（Furukawa et al., 2015）．しかし，本

研究において糖鎖発現パターンについて図 1-4（HLE 細胞と HepG2 細胞の比

較），図 3-4（uPA ノックダウン HLE 細胞とコントロール HLE 細胞の比較），

図 4-4（uPA過剰発現 HepG2細胞と uPA突然変異細胞と HepG2コントロール

細胞との比較）で検討したが，ハイマンノース型，複合型，混合型の糖鎖修飾パ

ターンの割合に浸潤能の変化と相関して変化するものは見られなかった．また

同様に，図 1-5（HLE 細胞と HepG2 細胞の比較），図 3-5（uPA ノックダウン

HLE 細胞とコントロール HLE 細胞の比較），図 4-5（uPA 過剰発現 HepG2 細

胞と uPA突然変異細胞と HepG2コントロール細胞との比較）の結果から N型

糖鎖へのフコシル化，シアル酸付加と浸潤能変化の相関関係について検討した

が，関連性は見いだせなかった．一方で， invasive intraductal papillary 
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mucinous neoplasms で特定のフコシル化多分枝糖鎖（m/z 3195糖鎖）の発現

が有意に高いことが報告されていることから（Akimoto et al., 2015），本実験に

おいては糖鎖修飾パターンやフコシル化，シアル酸付加の有無についての検討

ではなく，個別の N 型糖鎖の発現変化に着目し浸潤能変化との相関関係を検証

することとした． 

uPA はクリングルドメインを含む COOH 末端領域と，uPA の酵素活性を発

揮する触媒ドメインを含む NH2 末端領域で構成される 2 本鎖糖タンパク質で

ある（Henkin et al., 1991）．uPAのクリングルドメインには EGF（epicermal 

growth factoe）様モジュールとクリングルモジュールが含まれ，前者は uPAの

細胞結合に関与する（Appella et al., 1987）．これまでに uPAの糖鎖修飾につい

て分析され（Buko et al., 1991 ; Bergwerff et al., 1995），Pro-uPAは，24個の

システイン，22 個のアルギニン，および 27 個のリジン残基を持つ 411 アミノ

酸を含む糖タンパク質である（Buko et al., 1991）．ヒト uPAの N型糖鎖修飾

は，302番目のアスパラギン残基に対して行われ（Kasai et al., 1985），uPAの

N 型糖鎖には，マンノース，ガラクトース，フコース，N アセチルグルコサミ

ン，N アセチルノイラミン，N アセチルガラクトサミンが含まれている

（McLellan et al., 1980）．本研究において，302番目のアスパラギン残基をグ

ルタミン残基に点置換させ，N型糖鎖修飾の欠損した変異型 uPAを過剰発現さ

せた際に，uPAの発現があるにもかかわらず肝癌細胞の浸潤能低下がみられた．

このことから uPA の 302 番目のアスパラギン残基に対する糖鎖修飾は uPA 活

性や浸潤能に関与する重要な因子と考えられた．一方で，線溶活性においては糖

鎖修飾されていない組み換え一本鎖 uPAは糖鎖修飾された尿由来および組み換

え uPAと同等であることが報告されている（Li et al., 1992）． 

MGAT5遺伝子によってコードされる GnT-V（Saito et al., 1994）は，複合型

N 型糖鎖のβ1,6 結合の分岐鎖伸展に関与する．GnT-V は，N 型糖鎖の分岐鎖

伸展に関与する糖転移酵素の中で，癌の進行と転移に最も強く関連しているこ

とが報告されている（Miyoshi et al., 2012 ; Taniguchi et al.,1999 ; Cui et al., 

2018）．また，GnT-Vの発現は結腸直腸癌の切除例における転移との相関が報告

されている（Murata et al., 2000）．肝癌切除組織においては，N型糖鎖の GnT-

Vによる分岐鎖伸展が観察されており（Mehta et al., 2012），肝臓癌組織におい

て正常肝組織と比較して GnT-V発現の上昇が観察されている（Ito et al., 2001）．

その他にも GnT-V 発現の上昇は，胃癌（Tian et al., 2008），子宮内膜癌
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（Yamamoto et al., 2007），粘液性卵巣癌（Takahashi et al., 2009）の転移能と

の相関が報告されている． 

マトリプターゼは，細胞遊走能，細胞外マトリックス分解能，uPA と HGF

（Hepatocyte growth factor）の活性化に重要な役割を果たすセリンプロテアー

ゼの一種である（Lee et al., 2000 ; Takeuchi et al., 2000）．GnT-V はβ1-

6GluNAc 分岐を追加することにより，マトリプターゼの発現亢進と安定化を促

し転移を促進することが報告されている（Ihara et al., 2002 ; Ihara et al., 2004）．

本研究では，GnT-Vノックダウンにより uPAに結合すると考えられるm/z 1892

を含む N 型糖鎖発現が変化し，uPA 発現に変化がみられないにもかかわらず

HLE細胞の浸潤能が低下した．このことは，GnT-Vが N型糖鎖の uPAへの結

合を修飾することで直接的に uPAを介した浸潤能制御をコントロールしている

こと示唆する．また，これまでの報告から，GnT-Vのノックダウンによって GnT-

Vが発現亢進，安定化させるマトリプターゼの活性が低下し，結果として間接的

に uPA活性が低下した可能性も考えられるが，本研究の結果からは uPA，GnT-

Vによる浸潤能の制御に特異的 N型糖鎖（m/z 1892）が深く関与していること

が示唆され，この糖鎖発現の変化は新規バイオマーカーや標的分子治療などと

いった癌細胞の診断，治療に役立つ可能性がある． 

本研究の limitation として HepG2 細胞における GnT-V 発現および HepG2

における GnT-V 過剰発現についての評価がなされていないことがあげられる． 

HepG2 細胞での GnT-V 発現が低い場合，HepG2 細胞において GnT-V を過剰

発現させ浸潤能や N 型糖鎖発現を検討することで本研究の結論をさらに支持す

る結果が得られる可能性がある．この点については今後の研究課題と考えられ

る． 
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結論 

肝癌細胞株において，uPA，GnT-V の発現を変化させ，浸潤能を変化させる

ことにより，N 型糖鎖の発現が変化した．N 型糖鎖の発現変化のうち発現パタ

ーン変化では浸潤能の変化と相関するものは認めなかったが，糖鎖単位の検討

では浸潤能と相関して発現変化する特異的な N型糖鎖（m/z 1892）が同定され

た．この特異的 N型糖鎖（m/z 1892）はヒト尿由来 uPAの糖鎖解析でも検出さ

れ，uPAを修飾する糖鎖のひとつと考えられる．また，HepG2 uPA変異細胞株

における検討では，uPA 発現があっても糖鎖修飾がされない場合は浸潤能が低

下しており，uPAに対する糖鎖修飾は uPA活性や浸潤能に関与する重要な因子

と考えられた．以上から，肝臓癌細胞株において uPAの糖鎖修飾の変化が浸潤

能に寄与しており，この特異的 N型糖鎖（m/z 1892）発現の変化は肝癌細胞の

悪性度の評価に役立つ可能性があることが示唆された． 

一方で，GnT-Vノックダウン HLEにおける検討では，uPAを修飾する N型

糖鎖発現が変化し，uPA 発現に変化がみられないにもかかわらず浸潤能が低下

した．GnT-Vが uPAに結合する N型糖鎖を修飾することで直接的に uPAを介

した浸潤能制御をコントロールしていることが示唆された． 

糖鎖発現の変化は癌細胞の診断，治療に役立つ可能性があり，肝癌細胞株にお

いて浸潤能と相関する特異的 N型糖鎖（m/z 1892）は，新規バイオマーカーや

標的分子治療の候補となりうる．  
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