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第一章 序論 

 本研究は、出芽酵母を用いたヒトの遺伝子を対象とした、新規がん遺伝子の探

索の成果に基づいて実施された。動物細胞における基本的な生命現象は、酵母に

おいても程度の差こそあれ多くは保存されており、酵母の内在性遺伝子を欠損

させた場合、それと遺伝的相互作用のある遺伝子を過剰発現させると、生育が停

止することが知られている（synthetic dosage lethality と呼ばれる）[1]。特に

がん遺伝子を酵母に発現させた場合、酵母の生育に関わる経路が干渉を受ける

ことによって、高率で酵母の生育が停止する[2, 3]。この知見に基づいて種々の

ヒト遺伝子から、その野生株には影響がなく、特定の遺伝子の増殖に変化を与え

るものを探索した。このような遺伝子から作られるタンパク質は、ヒト細胞内に

おいても増殖に関与する可能性が高く、がん治療剤開発の有力な標的候補であ

る。さらに、この系はヒト遺伝子の発現で誘導された生育停止の回復を表現型の

指標とした阻害剤探索のシステムとしても有用である[4]。 

そこで、欠損遺伝子を持つ酵母として、有糸分裂期の細胞において紡錘糸のキ

ネトコアへの結合を監視するM期チェックポイント分子であるMad2の変異出

芽酵母株（∆Mad2株）が利用された。この∆Mad2株に発現させることで生育停

止を引き起こすヒト遺伝子を探索した結果、計 10302種のヒト完全長 cDNAか

ら C18orf26（chromosome 18 open reading frame 26）遺伝子が同定された[5, 

6]。この遺伝子産物は、ダイナクチンや p150Gluedなどのダイナクチン複合体と

相互作用することが明らかになり、dynAP（dynactin-associated protein）と命

名された[7]。ダイナクチンとダイニンモータータンパク質との相互作用は、微

小管を介した細胞内小胞、オルガネラ、高分子複合体の移動と空間構成に必要で

ある[8-10]。ダイナクチンは、様々な荷電粒子、ダイニン、微小管に結合する成

分を含む大きなタンパク質複合体である。ダイナクチンとダイニンの相互作用

は、細胞分裂時の紡錘体の位置決定においても重要な役割を果たす[11, 12]。 

 その後、dynAPの直接の相互作用分子として chaperonin-containing tailless 

complex polypeptide 1（CCT）複合体が報告された[13]。CCT複合体は 8種類

の（CCT α〜θ）単量体から構成され、分子シャペロンとして機能し、チューブ

リンおよびアクチンタンパク質のフォールディングに必須であり、微小管を含

む細胞骨格の構成を制御している。単量体の CCT は p150Gluedと相互作用し、
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この相互作用が細胞表面突起の形成に必要である。dynAPや p150Gluedを欠損さ

せると、CCT は細胞膜に局在しなくなることから、CCT 、p150Gluedと dynAP

が細胞膜近くで結合し、細胞運動の増加に寄与しているものと考えられる（図 1）

[14]。 

 一方、dynAPの過剰発現により、細胞の生存・増殖を促進する Aktの Ser473

のリン酸化の亢進が認められた[7]。逆に dynAPのノックダウンによってこのリ

ン酸化は減少した。Akt の活性化は Hdm2 の発現亢進を通じて、がん抑制遺伝

子産物である p53、 p21 のレベルを低下させ、E-cadherinの発現を減少させて

細胞増殖を促進することが、発がんのメカニズムの 1 つとして想定される[15-

17]。 

実際、dynAP とがんの関係は発現する組織・細胞の局在性からも示唆されて

いる。40種のヒト細胞株で dynAPの発現が検討され、19種類で発現しており、

3種類のヒト正常細胞株では発現が認められなかった。特に腎細胞がん、前立腺

がん、神経芽細胞腫などの多種のがん種由来の細胞株で dynAPが高発現してい

ることが判明した[7]。一方、Human Protein Atlas（HPA）データベースの収

載情報により、dynAP の組織における発現は食道や脾臓などの特定の正常ヒト

組織でのみ見られたが、その生理的機能は未だ解明されていない[18]。マウスの

dynAP オルソログにおいては肺、卵巣およびその他のいくつかの組織で発現し

ていることが報告されているが、この様な種間での dynAPの機能的差異も明ら

かではない[19]。 

in vitro で dynAPをマウス繊維芽細胞株 NIH3T3 で過剰発現させることで、

細胞間の接着阻止機能の阻害により生じるフォーカス形成、足場非依存的増殖

によりスフェロイド形成などの細胞がん化の特徴を示した。この結果から、

dynAP の発現によって細胞は、増殖の接触阻止の解除やアノイキスへの抵抗性

を獲得することが示された。さらに、in vivoで dynAPはヌードマウスへ移植す

ると周りにゼリー状の粘膜構造を持つ腫瘍を形成した。形成された腫瘍は血管

誘導性を持ち、細胞間の接着が緩んだ独特の構造が観察された。これらの結果か

ら、dynAP の発現が血管新生関連因子の発現が誘導することが明らかとなった

[20]。これらの結果をまとめると、dynAP はがん原遺伝子であり、さらにがん

転移に関与する可能性が強く示唆される。 
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 dynAP は 210 アミノ酸からなる 2 型（inside out）の 1 回膜貫通型タンパク

質である。以下、この当初より研究されてきた dynAPを dynAPaと称す。Ｃ末

端側を細胞外に露出している、114-134aa が膜貫通ドメイン（transmembrane 

domain、TM）、173-210aaが Thr/Serリッチドメイン（T/S rich domain）であ

る。本研究において注目した点として、NCBI RefSeq スプライシングバリアン

ト転写データベースに、ヒト dynAP遺伝子には 3つのスプライシングバリアン

トの可能性があることが挙げられる[21]。dynAPa は Exon 1-2-3 から構成され

る（NCBI番号：NM_173629.1）。さらに、アミノ酸配列から糖鎖修飾部位を予

測した結果による、dynAPa の 75-77aaおよび 143-145aaに N結合型糖鎖修飾

部位のコンセンサス配列、C 末端側に 23 箇所の潜在的な O 結合型糖鎖修飾部

位が存在している（図 2）。本研究では、dynAPのスプライシングバリアントお

よび糖鎖修飾に関して細胞がん化における影響を明らかにすることを目的とし

た。第 2章では、dynAPの 3種類スプライシングバリアントを作成した。多種

類のヒトがん細胞でバリアントの有無を検討した。さらに、免疫染色による細胞

内局在、in vitroでフォーカス形成能とスフェロイド形成能などによる、がん誘

導活性を検討した。第 3 章では、dynAPのＣ末端側の糖鎖特徴を解析した。Ｃ

末端の糖鎖変異体を作成し、Ｃ末端の糖鎖は分子量の変化と細胞内局在に対す

る影響を検討した。同様に、in vitroで糖鎖修飾はがん誘導活性の関係性につい

て検討した。第 4章では全体のまとめを行った。 
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図 1. 野生型 dynAPは CCTδと p150Gluedとの作用様式 

CCTδが細胞膜の近傍に局在するのは、ダイナクチン複合体と細胞膜の両方

と結合する dynAPに関与する。CCTδを発現させてダイナクチン複合体の成

分である p150Gluedを介し、微小管のマイナス端（－）に輸送する。微小管依

存的に細胞膜が内側に引き込まれる突起表現型を形成する。細胞膜がアクチン

束を取り囲む引き込み繊維と、細胞膜の周辺に微小管が平行に走る滑らかな凹

部の両方が形成される。 
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図 2. 野生型 dynAPの構造及び修飾部位の模式図 

（上図）dynAPのアミノ酸配列から NetNglyc 1.0（CBS）[22]と NetOglyc 

3.1（CBS）[23]を用いて修飾部位を予測した。緑色ボックス：N型糖鎖修飾部

位のコンセンサス配列領域、そのアスパラギン残基の位置を番号で示す。赤色

の線：O結合型糖鎖予測修飾部位。スレオニン/セリンリッチドメインのアミノ

酸配列：173TMTTTSTVPASTATESTTSTATAATTSTEPITVAPT207。 

（下図）エキソンの模式図。緑色ボックス：コード領域、白色ボックス：非コ

ード領域、緑色ライン：イントロン。 
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第二章 dynAPのスプライシングバリアントにおけるがん誘導活性の検討 

2-1. 緒言 

選択的スプライシングは、mRNA の合成において前駆体転写物の選択的な除

去および結合が起こることで、多様な遺伝子産物を作り出す[24]。これにより得

られたタンパク質の分子多型をスプライシングバリアントと呼ぶ。選択的スプ

ライシングはタンパク質構造の変化にとどまらず、機能においても大きな変化

をもたらすことが知られている[25, 26]。 

スプライシングバリアント間の発現バランスの崩壊または異常な選択的スプ

ライシングバリアントの生成は、疾患の原因となりえる。それ故にヒト疾患に関

連する異常なスプライシングバリアントの発見およびそれらの作用様式の理解

は、関連疾患の診断および治療に重要な解決法を提供することが期待される。例

えば、腫瘍抑制因子である AIMP2は DNAが損傷する時、p53と相互作用して

アポトーシスを促進する。エキソン 2 を欠く AIMP2 のスプライシングバリア

ント（AIMP2-DX2）はアポトーシス活性を低下させ、ヒト肺癌細胞および患者

の組織における高度に発現していることが報告されている[27]。heat shock 

proteins（HSP70s）の基質結合ドメイン（SBD）と DX2のフレキシブル N末

端領域（NFR）および GST-N末端ドメイン（GST-N）の結合は、Siah1 による

ユビキチン化から DX2 を保護する。AIMP2-DX2 と HSP70 のタンパク質間相

互作用（PPI）を阻害することは、がん治療の可能性がある[28, 29]。実際、抗が

ん化合物である BC-DXI-843は DX2を選択的に作用し、DX2と HSP70 間の相

互作用を妨げる可能性があることが報告されている[30]。 

そのほかにも、多くの遺伝子のスプライシングバリアントが腫瘍形成、がん転

移、薬剤耐性と密接に関係していることが知られている[31-34]。その故に、機

能の明確でない dynAP バリアントを調べることは重要である。そこで、本研究

では dynAPの機能を把握するためにスプライシングバリアントである dynAPb 

（Exon 0-1-3；NCBI番号：NM_001307955.1）と dynAPc（Exon 0-1-2-3；NCBI

番号：XM_011525924.2）が dynAPaと同じように、がんに由来する細胞株に発

現し、がんタンパク質としての機能を有するか検証することを本章の目的とし

た。dynAPa、b および c の模式図（図 3）とアミノ酸配列（図 4）に示す。ま

ず、6 種類のがん細胞において dynAPa、b および c の mRNA レベルの発現を
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確認した。次に、マウス NIH3T3細胞で dynAPa、b、cアイソフォームを過剰

発現させ、in vitroでのフォーカス形成能、スフェロイド形成能、軟寒天中のコ

ロニー形成能を検討し、細胞形質転換能について解析した。さらに、ヒト KMST-

6細胞を加えて、細胞内局在を検討した。その結果、3種のスプライシングバリ

アントは同様の細胞内局在性を示したが、N 末端側のアミノ酸の違いにより異

なるがん遺伝子活性を示すことが判明した。 
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図 3. スプライシングバリアントの模式図 

dynAPb は Exon 0、1'、3 を含むが、Exon 2 を欠く。dynAPb、cの N 末端

の数アミノ酸が dynAPa（MVA）と異なり、MEYQLLである。ウサギ抗体作製

に用いた抗原ペプチド（N-dynAP抗体の認識部位: 20-33aa; C-dynAPの認識部

位:194-210aa）を示す。TM：膜貫通ドメイン、T/S-rich：スレオニン/セリンリ

ッチ領域、緑色ボックス：コード領域、白色ボックス：非コード領域、緑色ライ

ン：イントロン。 
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図 4. dynAPバリアントのアミノ酸配列 

dynAPaのアミノ末端を 1とする。*記号：dynAPa と同じアミノ酸、-記号：

dynAPbにないアミノ酸、赤色：N末端付近の配列の相違部分、TM：膜貫通領

域を表す。N-抗原、C-抗原はそれぞれ N-dynAP 抗体、C-dynAP 抗体の作製に

使用した抗原ペプチド部位を示す。 
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2-2. 方法 

2-2-1.細胞培養 

 マウス NIH3T3EGFP 細胞は DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s medium、

ナカライテスク（株））培地で培養した。培地に 5％（v/v）FCS（IRON FORTIFIED 

BOVINE CALF SERUM、SAFC Biosciences, Inc.、KS、USA）、100 U/mL 

Penicilin-Streptomycin Mixed Solution（以下 P/S と省略する。ナカライテス

ク（株））を添加した。 

ヒト腎細胞がん ACHN、Caki-1、乳がん MCF-7、前立腺がん PC-3、子宮頸

がん HeLa、結腸がん DLD-1 とヒト線維芽細胞 KMST-6 細胞は RPMI1640 培

地（Sigma-Aldrich Co.LLC, MO, USA）で培養した。培地に 10％（v/v）FBS 

（Fetal Bovine Serum、SAFC Biosciences）、および 100 U/mL P/Sを添加し

た。細胞は 37℃、5% CO2のインキュベーターで培養した。 

 

2-2-2．ヒトがん細胞株からの total RNA精製 

ACHN、Caki-1、MCF-7、PC-3、 HeLa、DLD-1 細胞を RNeasy Mini kit 

（Qiagen Inc., Hilden, Germany）を用いて、製造者のプロトコールにしたがっ

て Total RNA を単離した。Total RNA （ACHN 32 µL （20 µg相当）、Caki-

1 38 µL（15 µg 相当）、MCF-7 27 µL（30 µg 相当）、PC-3 28 µL（30 µg相

当）、HeLa 30 µL（50 µg相当）、DLD-1 33 µL（40 µg相当）を Recombinant 

DNaseI（タカラバイオ（株））を用いて DNase処理した。3M CH3COOH 10 

µL、100% エタノール 250 µLを加えて-80℃、20 分間静置した。12,000 rpm、

4℃、10 分間で遠心して上清を捨て、70% エタノール 200 µLを加えて洗浄し、

12,000 rpm、4℃、5 分間で遠心して上清を捨てた。エタノールを風乾で蒸発さ

せてから RNase free H2O 30 µLで沈殿を溶かして total RNAを精製した。 

 

2-2-3. RT-PCRによるヒトがん細胞株での dynAPa-c mRNA の発現確認 

精製した total RNA（1.0 µg相当）を ReverTraAce –α-® RT-PCR kit（東洋

紡（株））で cDNA合成を行った。KOD FX Neo（東洋紡（株））を用いて PCR

を行った。dynAPa、b と c の mRNA を検出するために設計したプライマーセ

ット（#1+#2、#0+#2 と#0+#10）は表 1 に示す。ポジティブコントロールとし
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て、Control Primer F（G3PDH）と Control Primer R（G3PDH）のプライマ

ーセットを使用した。プライマーセットは dynAPアイソフォームの結合部位は

図 5Aに示した。PCR反応液を 94℃ 2 分間を 1サイクル、98℃ 30 sec、62℃

（dynAPcは 59℃） 30 sec、68℃ 30 secを 35サイクル（dynAPaは 40サイ

クル）、4℃ ∞の条件で PCR を行った。1.5%アガロースゲルでアガロース電

気泳動を行った。。DNAマーカーは 1 Kb Plus DNA Ladderを使用した。 

 

表 1. プライマーの配列 

Primer Sequence 

#0 5’-tcacccaaaaatggaataccaacttctag-3’ 

#1 5’-gaagatctagttgcagatatataaagggcaat-3’ 

#2 5’-acgcgtcgacttataaatgatcggtaggtg-3’ 

#10 5’-ctgtgtgttacaggattctgactgtag-3’ 

Control Primer F 

（G3PDH） 

5’-accacagtccatgccatcac-3’ 

Control Primer R 

（G3PDH） 

5’-tccaccaccctgttgctgta-3’ 

 

2-2-4. dynAP抗体の作製 

dynAPaの N-抗原（20-33aa）と C-抗原（194-210aa）をウサギに免疫し、す

べての dynAPアイソフォームを認識できる 2種類のポリクローナル抗体（N-お

よび C-抗体）を作製した。IgG はウサギの血清から抗原ペプチドに対するアフ

ィニティークロマトグラフィーによって精製した。非免疫ウサギのコントロー

ル IgGは、和光純薬（株）から購入した。 

 

2-2-5. 一過性発現 KMST-6/pFLAG-CMV2-Bsd-dynAPの作製 

dynAPa-c をコードする完全長 cDNA は pFLAG-CMV2-Bsd ベクター

（blasticidin S deaminase 遺伝子を持つ pFLAG-CMV-2（Sigma-Aldrich）の

派生物）にサブクローニングし、N末端 Flagタグ付き dynAPa-cを発現するプ

ラスミドが得られた。6 well plateに Cover Glassをセットし、4×104 cells/ 2 
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mL/wellになるように細胞を播種し、RPMI 1640 培地（10% FBS含有）で一晩

培養した。翌日に常温の 100 µL OPTI-MEM培地、3 µgの pFLAG-CMV2-Bsd-

dynAPa-cプラスミド、9 µL FuGENE HD（Promega Co., WI, USA）を 1.5 mL

チューブに添加した。室温で 15 分間静置した後、6 well plateに添加し、1日

培養した。dynAPa-c の細胞内局在を解析した。 

 

2-2-6. NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-EGFP安定形質転換細胞の作製 

pFLAG-CMV2-Bsd-dynAPプラスミドはKOD-Plus Mutagenesis Kitを用い

て Flag タグを除去し、タグなしの pCMV2-Bsd-dynAP を作製した。レトロウ

イルスによる dynAP を発現するために、タグなしの pCMV2-Bsd-dynAP を

EcoRI と XhoI で処理し、pMY-IRES-EGFP の MCS 上にある EcoRⅠ・XhoⅠ

siteに組込み、pMY-dynAP-IRES-EGFPを作製した[20]。得られたプラスミド

は、FuGENE 6 transfection reagent（Promega）を用いて、製造者の指示に従

ってレトロウイルスのパッケージング細胞である Plat-E（Platinum-Ecotropic）

に導入された[35]。48 時間後、ウイルスを含有する上清をセルロースアセテー

トタイプの 0.45 µm メンブレンフィルターでろ過し、8 µg/mL ポリブレン

（Sigma-Aldrich）を添加した。その後、ウイルス /ポリブレン含有上清を

NIH3T3EGFP細胞に添加し、一晩インキュベートして遺伝子導入をした。得ら

れた細胞は dynAPの発現、細胞内局在、および in vitroでの細胞形質転換能を

フォーカス形成アッセイ、軟寒天コロニー形成アッセイ、スフェロイド形成アッ

セイにより評価した。 

 

2-2-7. ウエスタンブロッティングによる dynAP バリアントの解析 

NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-EGFP 細胞に Laemmli バッファー（使用

直前に 2-ME と 5:1 で混合）[36]を加えて 95℃ 5 分間 加熱し 13200 rpm、

25℃、5 分間 を遠心してタンパク質を抽出した。Bradford 色素結合法に基づ

いた Bio-Rad Protein Assay（Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA）を用いて

SpectraMax M2（測定波長: 595 nm）でタンパク質の吸光度を測定し、検量線

によるタンパク質の量を算出した。dynAP アイソフォームのタンパク質 10 µg

を 12% SDS-PAGE に供し、ウエスタンブロッティングを行った。SDS-PAGE
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をニトロセルロース膜に転写した後、TBST （0.05 M Tris-HCl、0.15 M NaCl、

0.05％ Tween 20）で調製した 5% Blocking one（ナカライテスク（株））を用

いて抗体を希釈した。一次抗体である N-dynAP抗体（1/1000）を細胞に添加し

て 1 h反応させた。抗体を括弧内に示した割合で希釈して用いた。二次抗体であ

る Anti-IgG（H+L chain）（Rabbit）pAb-HRP（1/5000、（株）医学生物学研

究所） を添加して 1 h反応させた後、ニトロセルロース膜を Chemi-lumi One 

Super （ナカライテスク（株））に浸し、ImageQuant LAS4000 （GE Healthcare 

Co.、IL、USA）で現像した。コントロールは β-actin を使用した。ニトロセル

ロース膜に一次抗体である β-actin（1/1000、Santa Cruz Biotechnology）と二

次抗体である Anti-Mouse IgG（H+L chain）HRP（1/5000、（株）医学生物学

研究所）を添加した。 

 

2-2-8. 細胞内局在の解析 

ポリ-L-リジンコートしたカバースリップを細胞培養用プレートにセットし、

4×104 cells/ 2 mLになるように細胞を播種して一晩培養した。細胞を 70%メタ

ノールで 30分間固定し、20% Blocking one in miliQで 30分間インキュベート

した。TBST で調製した 5% Blocking oneを用いて抗体を希釈した。一次抗体

である N-dynAP抗体（1/1000）、C-dynAP 抗体（1/1000）、Flagに対する Anti 

DDDDk-tag Affinity Purified Rabbit（1/1000、（株）医学生物学研究所）とゴ

ルジ体に対する Purified mouse Anti-GM130（1/1500、BD Transduction 

Laboratories, Becton, Dickinson and Company, NJ, USA）を添加して 1 h反

応させた。抗体を括弧内に示した割合で希釈して用いた。その後、二次抗体を添

加して 1 h反応させた。二次抗体には、N/C-dynAP抗体と FLAG抗体に対する

CF555 Goat Anti-Rabbi IgG（H+L）（1/1000、BIOTIUM Inc., CA, USA）と

GM130抗体に対する Alexa Fluor 488 goat anti-mouse（H+L）（1/1000、Thermo 

Fisher Scientific Inc., MA, USA）を用いた。4',6-diamidino-2-phenylindole 

（DAPI; ナカライテスク（株））  を含む封入剤である  Fluoro-KEEPER 

Antifade Reagent （Non-Hardening Type） を 1滴加えた後、Axioskop 2 plus 

microscope （Carl Zeiss AG, Thuringia, Germany）により細胞画像を取得し

た。 
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2-2-9. Flow cytometry による NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-EGFにおけ

る dynAPの発現の解析 

細胞を 2.5g/L-Trypsin/1mmol/l-EDTA Solution（ナカライテスク（株））で

処理した後、3 x 105 個の細胞を 2 mL FACS バッファー（2% FBS in PBS 

（Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich））でインキュベートした。FACS 

buffer で終濃度 50 µg/mL の一次抗体である C-dynAP 抗体または rabbit-IgG

抗体（和光純薬（株））を作製し、10 µL を細胞に添加して 1 h 反応させた。

FACS buffer で終濃度 30 µg/ mL の二次抗体である R-PE（Goat anti-rabbit 

IgG R-Phycoerythrin、SouthernBiotech Associates Inc., AL, USA）を作成し、

10 µLを細胞に添加した。1 h反応させた後、1 µg/mL PI （Propidium Iodide、

ナカライテスク（株））を含む FACSバッファーを 600 µL添加して SH800 セ

ルソーター（SONY, Tokyo, Japan）を用いて解析した。 

 

2-2-10. 2次元培養下でのフォーカス形成アッセイ 

 6 well プレートに NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-GFP 細胞を 1x104 

cells/2 mL/well で播いて、15 日間培養した。その後、細胞を氷冷の 100%メタ

ノールで 10 分間 固定し、0.5% crystal violet（ナカライテスク（株））を含む 

25% メタノールで 10 分間 染色した。乾燥した後、細胞コロニーの存在を確認

した。 

 

2-2-11. 3次元培養下での軟寒天コロニー形成アッセイ 

 0.6%と 0.3%の寒天（ナカライテスク（株））を作って、オートクレーブで溶

かした。NIH3T3EGFP/ pMY-dynAP-IRES-GFP細胞を DMEM培地（5% FCS、

1% P/S）で終濃度を 1×105 cells/mLになるように調製した。DMEM培地（10% 

FCS、1% P/S）を 0.6%の寒天に添加し、4 mLを 6 cmディッシュに添加し、

10 分間固定して bottom層を作製した。DMEM培地（5% FCS、1% P/S）を含

む 0.3% の寒天に 2×104個の細胞を懸濁し、2 mLを bottom層の上に添加して

細胞層を作製した。Top層は bottom層と同じように作って、細胞層の上に添加

した。37℃の CO2インキュベーター中で 21日間培養を行った。100 µL以上の

コロニーの数を Cell3iMager（SCREENホールディングス（株）, Kyoto, Japan）
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で計数した。 

 

2-2-12. 3次元培養下でのスフェロイド形成アッセイ 

dynAPバリアントを発現するNIH3T3EGFPのスフェロイド形成は久能らの

報告に従って検討した[20]。NIH3T3EGFP/ pMY-dynAP-IRES-GFP 細胞を

PrimeSurface 96U U-bottom 96-well Ultralow Cell Adhesion Plate（住友ベー

クライト（株））に 500 cells/ 100 µL/well を播種し、14日間培養した。このウ

ェル形状により、単一で中央に位置するスフェロイドの形成が促進された。スフ

ェロイド形成は、Cell3iMagerを用いてスフェロイド面積を測定することにより

定量化した。 

 

2-2-13. 統計解析 

データはWelchの補正を加えた Studentの t-testで解析し、p < 0.05 を統計

的に有意とした。 
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2-3. 結果 

2-3-1. ヒト癌細胞株における dynAP mRNAの発現 

プライマーセット#1-2は、ACHN, Caki-1, MCF-7, PC-3ヒト癌細胞株で 650 

bpの PCR産物を生成したが、HeLaや DLD-1細胞では認められなかった（図

5B）。この増殖断片のサイズは、dynAPa mRNAから予想されるサイズ 649 bp

と一致する。プライマーセット#0-2を用いた場合、500 bpと 650 bpの 2つの

産物が ACHNと Caki-1細胞に高レベルで見られたが、MCF-7細胞では低レベ

ルであった（図 5C）。500 bpの産物は dynAPb から予想されるサイズ 497 bp

と一致した。なお、#0は dynAPbのエキソン 0の位置に設計し、dynAPa 由来

の断片は生成しないので 650 bp の産物は dynAPc に由来するものと考えられ

る。次に、プライマーセット#0-10を用いて 320 bpの産物が ACHNと Caki-1

細胞で豊富に見られたが、MCF-7細胞では低レベルであった（図 5D）。この増

殖断片のサイズは、dynAPc mRNAから予想されるサイズ 319 bpと一致した。  

 

2-3-2. Flow cytometry による dynAPの発現の解析 

 C-dynAP 抗体で NIH3T3EGFP/ pMY-dynAP-IRES-GFP 細胞を標識し、蛍

光を発する細胞を計数することにより、dynAP の発現率を測定した（図 6）。

Flow cytometry で細胞自身の GFP 蛍光と抗体由来の蛍光が一致しないことで

確認した。NIH3T3EGFP/pMY-IRES-GFP は C-dynAP 抗体と結合しないこと

は、GFPで細胞を検出して確認した。NIH3T3EGF 細胞に導入し dynAPは 

C-dynAP 抗体で 90%以上検出した。dynAP のバリアントを導入した細胞にお

いて、細胞表面に C-dynAP 抗体と結合したことから、すべてのアイソフォーム

の C末端領域が細胞外に露出していることが示唆された。 

 

2-3-3. ウエスタンブロッティングによる dynAP タンパク質の発現解析 

 pMY-dynAP-IRES-GFP を導入した NIH3T3EGFP のタンパク質抽出液から、

C-dynAP 抗体を用いたウエスタンブロッティングにより dynAP タンパク質を

検出した（図 7）。dynAPa-c の理論分子量はそれぞれ 22.5 kDa、17.1 kDa、

23.0 kDaである。ウエスタンブロッティングの結果による、dynAPaは約 19kDa、

dynAPbは17kDa、dynAPcは20kDaの理論値と一致するバンドが観察された。
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同時に、dynAPaと bは 43 kDa、dynAPcは 40 kDaのバンドを検出した。以

上の結果から、スプライシングバリアントで変化する N末端領域は SDS-PAGE

における分子量の異常に影響しないと考えられる。 

 

2-3-4. dynAPa-cの細胞内局在化 

 NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-GFP 細胞における dynAP バリアントの

細胞内局在を N-および C-dynAP 抗体で細胞を免疫染色することで調べた。N-

dynAP抗体により、dynAPa、b、cは標識され、赤色の蛍光を発色した。dynAPa、

b、cは細胞膜に蛍光が強く、細胞膜に局在することが示された。加えて、GM130

抗体により緑蛍光を発するゴルジ体の領域では強い赤色の蛍光が共局在するこ

とが、dynAPa、b、c は細胞のゴルジ体も局在することが強く示唆された（図

8A）。C-dynAP抗体を用いた場合も同様の結果が得られた（図 8B）。さらに、

ヒト由来細胞株でもマ同様の結果が得られるか検討した。内在性 dynAPを発現

していない KMST-6 細胞を用いて dynAP を一過性発現させた。この細胞にお

ける dynAPバリアントの細胞内局在を C-dynAP抗体および FLAG抗体で蛍光

観察した。図 9A、B の結果により、ヒト細胞で dynAP バリアントの局在は細

胞膜とゴルジ体であり、マウス由来細胞株での局在結果と一致することが観察

された。以上の結果から、スプライシングバリアントの N 末端領域の違いは細

胞内局在性に影響しないと考えられる。 

 

2-3-5. 細胞の形質転換 

2次元培養でのフォーカス形成能、3次元培養での軟寒天コロニー形成とスフ

ェロイド形成は、in vitroでの細胞形質転換の特徴である[37]。そこで、dynAP

バリアントを発現させた NIH3T3EGFP 細胞を用いて in vitro での細胞形質転

換能をフォーカス形成により調べた。dynAPa は細胞間で接触して増殖でき、多

くのフォーカスを形成した。dynAPb細胞はフォーカスの形成が少なく、dynAPc

はフォーカスをほとんど形成しなかった（図 10）。以上の結果から、dynAPb、

cは細胞間接触を伴う増殖が起こりにくいものと考えられる。 

軟寒天で直径 100 µm 以上のコロニーを数えたところ、対象でのコロニー数

は 71個であったのに対し、dynAPa発現細胞のコロニーの数は 94個、dynAPb
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発現細胞のコロニー数は 83 個、dynAPc 発現細胞のコロニー数は 65 個であっ

た（図 11）。以上の結果から、dynAPaは足場非依存的増殖したが、dynAPb、

cは足場非依存性の増殖は起りにくく、コロニーの形成能を低下したと考えられ

る。 

次に、スフェロイドを形成させ、面積を測定したところ、dynAPa 発現

NIH3T3EGFP細胞は時間依存的に大きなスフェロイドを増殖させた。dynAPb

発現 NIH3T3EGFP 細胞によるスフェロイドの増殖は、コントロール細胞より

も速かったが、NIH3T3dynAPa 細胞よりもかなり遅かった。dynAPc 発現

NIH3T3EGFP 細胞のスフェロイドは、コントロール細胞と同程度の速度でし

か増殖しなかった（図 12）。以上の結果から、dynAPa は細胞同士が付着し増

殖したが、dynAPb、c は足場依存性を持ち、細胞間の凝集は弱くなったものと

考えられる。 
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図 5. プライマーセットの模式図とがん細胞株における dynAP mRNA の発現 

（A）プライマーセットの dynAP mRNAに結合領域と増幅の長さを示す。 

（B）6種類のがん細胞をプライマーセット#1+#2 を用いて増幅した。（C）6

種類のがん細胞をプライマーセット#0+#2 を用い増幅した。（D）6種類のがん

細胞をプライマーセット#0+#10 を用い増幅した。G3PDH mRNA：ポジティ

ブコントロール。 
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図 6. Flow cytometryによる dynAPの発現の解析  

縦軸は C-dynAP抗体で標識された粒子（細胞）数を示す。横軸は GFP蛍光

による検出された粒子（細胞）数を示す。103以下場合、検出されないことを

表す。IgG：ネガティブコントロール。 
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図 7. ウエスタンブロッティングによる dynAP タンパク質の発現解析 

dynAPa、b、cの理論分子量はそれぞれ 22.5 kDa、17.1 kDa、23.0 kDaで

ある。N-dynAP抗体を用いて、dynAPバリアントの特異的な分子量をWBに

より確認した。 
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図 8. 間接免疫蛍光法による NIH3T3EGFPにおける dynAP の細胞内局在性

の解析 

（A）赤色：N-dynAP抗体で標識した dynAPを示す。（B）赤色：C-dynAP

抗体で標識した dynAP、緑色：ゴルジマーカーである GM130、青色：DAPIで

標識した核を示す。 
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図 9. 間接免疫蛍光法による KMST-6における dynAPの細胞内局在性の解析 

（A）赤色：C-dynAP 抗体で標識した dynAPを示す。（B）赤色：FLAG

抗体で標識した dynAP、緑色：ゴルジマーカーである GM130、青色：DAPI

で標識した核を示す。 
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図 10. 2次元培養下でのフォーカス形成能の解析 

NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-GFPの安定形質転換細胞を 1x104 cells/ 

2mL/ wellで播いて、14日間培養した後に Crystal Violetで染色した。赤色の

矢じり：形成したフォーカスを示す。 
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図 11. 3次元培養下での軟寒天コロニー形成能の解析 

NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-GFPを 21日間培養し、100 µm以上のコ

ロニー数を数えた。縦軸は 100 µm以上のコロニー数を示している。n=4で

実験を行った。 
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図 12. 3次元培養下でのスフェロイド形成能の解析 

縦軸はスフェロイド面積値、横軸は培養日数を示す 。NIH3T3EGFP/pMY-

dynAP-IRES-GFP細胞を播種した後 5日目から 14日目までのスフェロイドの

面積値を示す。n=10で実験を行った。*はｐ値＜0.05を示す。 
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2-4. 考察 

dynAP は Human Protein Atlasのデータベースで検索して、組織（正常・が

ん）と細胞株内で dynAP の RNA の発現解析が示されている。正常組織では

HPA、GTEx、FANTOM5 dataset により、dynAP は食道で高発現し、細胞株

である Karpas-707 とがん組織である頭頸部がんにおいて dynAP の RNA が高

発現する。これらデータベースの遺伝子/タンパク質のデータは dynAPa と

dynAPbに関する解析結果であるが、dynAPcの組織内発現は不明である。本研

究は、6種類のヒトがん細胞を用いて、3つのスプライシングバリアントの RNA

レベル発現を検討した。dynAPa は多くのがん細胞に発現した。dynAPb、c の

発現は一致していたが、dynAPa と比較して発現する細胞種は少なく、また、

RNAレベルの発現量が少なかった。一方で、 同一のがん細胞で dynAPスプラ

イシングバリアントは同時に存在する可能性が強く示唆された。がん細胞で

dynAP スプライシングバリアントの相互作用は不明であるが、弱いバリアンド

が強いバリアンドよりも多く発現すると、トータルのがん化能は減少するなど、

3 種の dynAP バリアンドは細胞内で総合的し、細胞のがん化に影響する可能性

があることが考えられる。 

分子量を検討した結果、dynAPb、ｃは dynAPa と同様に、理論値および修飾

されたものと考えられる分子量の大きなバンドを検出した。dynAPa の C 末端

には糖鎖修飾部位があり、次章に述べるように SDS-PAGEにおける dynAPa の

異常な移動度は、C 末端の T/S-rich 領域の存在に起因する。dynAPb、ｃは

dynAPa のＣ末端と同一の配列なので、糖鎖修飾を同じ様式で受けている可能

性が高い。 

細胞内局在性を検討した結果、dynAPb、ｃは dynAPaと同様に細胞膜とゴル

ジ体に局在することが観察された。3 種のバリアントは膜貫通領域から C 末端

までの配列が共通である。dynAPb は Exon 2 でコードされる 55 アミノ酸配列

が欠失し、dynAPb、c は dynAPa と異なる MEYQLL 配列を N 末端に持つが、

dynAPa との細胞内局在性が同じことは、これらの部位は細胞内局在性に対す

る影響を持たないと考えられる。 

がん遺伝子活性に関しては、dynAPbは dynAPa に比べて活性低下した。

dynAPcはがん遺伝子活性を失っていた。一方、dynAPaは 3つのアイソフォ
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ームの中で最も高い細胞形質転換能を示した。dynAPcは逆にがん遺伝子活性

を完全に失っていたことは興味深い。N末端側のドメインと Exon 2が dynAP

のがん遺伝子活性に大きな影響を及ぼすことが示唆された。シグナル伝達経路

はスプライシング間と相互作用し、がん活性を影響することが報告されている

[38]。polypyrimidine tract-binding protein （PTB）はスプライシング因子の

負の調節因子であり、5 'スプライシング部位の認識を阻害し、エキソンのイン

クルージョンによってスプライシングを回避することができる[39, 40]。PTB

のような因子は dynAP のスプライシングバリアントと相互作用し、dynAPb、

cのがん遺伝子活性を抑制する可能性がある。 

エキソンの中に塩基配列の欠損とアミノ酸の置換は形質転換能に対する影響

を検討できる[28]。dynAPa、dynAPc の N 末端アミノ酸配列の変異体の作製、

がん遺伝子活性との相関の検討などを切り口として、dynAP バリアントによる

がん化の分子メカニズムを明らかにすることが今後の課題と言える。 

dynAPaの発現はmTORC2の構成要素である、RictorのmRNA レベル、タ

ンパクレベルを亢進させ、mTORC2 は Akt の ser473 をリン酸化させる。活性

化された Akt は FOXO3a をリン酸化し、転写因子である FOXO3a の核内移行

を阻害して、アポトーシスの回避、細胞の生存を促進する[7]。dynAPb、ｃの構

造は dynAPaとの違いが、タンパク質の機能および特異性に影響を与えている

可能性がある。仮説として、dynAPb、ｃは Rictorとの相互作用が減弱し、Akt、

FOXO3a のリン酸化が抑制されることで、細胞にアポトーシスを誘導する可能

性がある。これは dynAPb、c 発現細胞の Spheroid 形成能が低減する要因かも

しれない。 

がん原遺伝子は正常時には細胞増殖制御に関与する。dynAP ががん原遺伝子

であるならば、３つのスプライシングバリアントの中で唯一がん誘導性を示さ

ない dynAPc は、むしろ正常細胞で中心的に機能している可能性がある。つま

り、正常細胞で機能する dynAPcから、なんらかの変化により dynAPa、bへ発

現動態が変化した場合に、がんが誘導されるのかもしれない。 
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第三章 dynAPの糖鎖構造とがん誘導活性の関係性についての検討 

3-1. 緒言 

タンパク質は、新生鎖として合成された後に構造形成と共役して種々の翻訳

後修飾を受ける。特に、真核生物おいてほとんどの細胞表面のタンパク質は、

糖鎖修飾されることにより活性型へと変換される。細胞に発現するタンパク質

の 50%が糖鎖修飾を受けていると言われている[41]。糖鎖修飾は細胞間接着、

外部刺激からの細胞の保護、細胞増殖など多様な生命現象と密接に関係してい

ることが知られている[42-44]。がん組織では、通常組織とは異なる糖鎖修飾が

生じ、がんの増殖、浸潤や予後に密接に関係している事例がある[45-47]。この

ようながん特異的な糖鎖により修飾されたタンパク質を標的とする抗がん剤が

開発されている。従って、がん遺伝子産物の糖鎖修飾の構造や機能を調べるこ

とは重要な課題と言える。しかしながら、これまで dynAPの糖鎖構造につい

てはほとんどが明らかになっていない。本章では、dynAPの C末端領域に N

型糖鎖結合部位と O型糖鎖結合部位に付着した糖の構造を解明し、糖鎖構造変

異体を用いてがん遺伝子活性に対する影響を検討した。 

糖鎖修飾は、大きく二種類に分類され、アスパラギン側鎖に付加される N結

合型糖鎖修飾とスレオニン/セリン側鎖ヒドロキシ基に付加される O結合型糖

鎖修飾の 2つの様式に大別される。N結合型糖鎖は、末端の構造によってオリ

ゴマンノース型、複合型、ハイブリッド型に分類され、Asn-X-Ser/Thr（X：

Pro以外）のシークオンが知られている。細胞膜タンパク質の 3分の 2が N型

糖鎖修飾を受けているとも言われている[48]。dynAPのシークオンは細胞内 N

末端領域の 75位と細胞外 C末端領域の 143位に存在する。dynAPの N型糖

鎖結合部位に N型糖鎖修飾される可能性があるが、その詳細は不明である。O

結合型糖鎖は、2-3分子の GalNAcや Gal、GlcNAcで構成される 8種のコア

構造に分類され、さらに様々な糖分子が付加されることで極めて多種多様な構

造をとる[49]。上皮細胞に発現する糖タンパク質であるムチンは、分子量の

50%程度を O型糖鎖が占める糖タンパク質である。膜貫通型のムチンは細胞内

ドメインの Cysを介して EGFRなど膜タンパク質とヘテロ二量体を形成し、

活性化させることで増殖シグナルを亢進することが知られている[50, 51]。分

泌型のムチンは細胞外に極めて親水性の高い粘膜層を形成する。これが、細菌
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やウイルスの感染、細菌毒素などの外部刺激から細胞を保護する物理的なバリ

アの役割として機能している[52]。dynAPの C末端領域に Thrおよび Serに

富む領域に存在し、O型糖鎖修飾される可能性がある。 

アミノ酸組成から計算される dynAPの分子量は 22.5 kDaであるが、SDS-

PAGEでは約 45 kDaのバンドとして観察され、見かけの分子量が一致しない

[7]。界面活性剤の結合は TMタンパク質の立体構造を変化させ、見かけ分子量

が一致しないことがある[53-55]。しかし、一般的に分子量のずれは理論値から

50%程度以内であり[53]、dynAPの見かけの分子量の大きな差を説明するには

不十分である。糖鎖修飾以外には、分子量を大きく変化させる可能性として

は、トランスグルタミナーゼによるグリコシレーションやタンパク質オリゴマ

ー化 [56, 57]、 スモイル化 [58]、 ユビキチン化 [59] などの修飾が考えられ

る。 

本章では、dynAPの糖鎖修飾部位の変異体を作製し（図 13）、分子量の比

較による糖鎖修飾の有無を検討した。さらに、N/O型糖鎖修飾の詳細な解析の

ために、HEK293F細胞で発現させた可溶型 dynAPの C-末端領域に存在する

糖鎖構造をドットブロット、質量分析で解析した。さらに、C末端領域の O型

糖鎖は細胞内局在性と細胞形質転換能に対する影響を検討した。その結果、

dynAPの C末端のスレオニン/セリンリッチ領域は SDS-PAGEにおける分子

量の異常的な移動度に関与した。シークオン領域にフコースが付加されている

複合型 N結合型糖鎖とスレオニン/セリンリッチ領域に core 1型 O結合型糖鎖

が付加されている。O結合型糖鎖がなくなった場合、dynAPは細胞膜に局在で

きず、がん遺伝子活性を失ったことがわかった。 
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図 13. dynAPと糖鎖変異体の模式図 

膜貫通ドメイン（TM）、N型糖鎖結合部位（143N）、スレオニン/セリン

リッチ領域（T/S-rich）、ウサギ抗体作製に用いた抗原ペプチド（N-dynAP抗

体の認識部位: 20-33aa; C-dynAP抗体の認識部位:194-210aa）を示す。 

dynAPa： 野生型 dynAP 

N143Q： C末端の N型糖鎖修飾部位欠損 

ΔC38： C末端の 38 aa（O型糖鎖修飾部位を含む T/S rich）欠損 

ΔTM： TMドメイン（113 – 133 aa）欠損 

ΔC38N143Q： N/O 型糖鎖修飾部位欠損 

ΔC75： C末端の 75 aa （ TMドメイン以降の領域）欠損 

ΔN： N末端からの 110 aa（ TM前の領域）欠損 
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3-2. 方法 

3-2-1. 細胞培養 

NIH3T3-3-4細胞は DMEM（5％（v/v）FCS、100 U/ mL P/S）培地で培養

した。ヒト HeLa 細胞および KMST-6 細胞は RPMI1640（10％（v/v）FBS、

100 U/mL P/S）培地で培養した。ヒト胎児腎臓細胞 HEK293F（Fast growth 

variant、FreeStyle 293-F cell line）は無血清培地（Gibco FreeStyle 293 

Expression Medium; Thermo Fisher Scientific Inc）で培養した。非腫瘍原性ヒ

ト乳腺上皮細胞 MCF10A は DMEM／Ham's F-12 （ナカライテスク（株））

で培養した。細胞は、37℃、5-8％ CO2のインキュベーターで培養した。 

 

3-2-2. プラスミドの構築 

dynAPaの N末端から 110アミノ酸を欠損した変異体（dynAPΔN）、膜貫通

領域を欠損した変異体（ΔTM）、143 番目のアミノ酸 Asn を Gln に置換した変

異体（dynAPN143Q）、C末端 38アミノ酸を欠損した変異体（dynAPΔC38）、

C 末端 75 アミノ酸を欠損した変異体 （dynAPΔC75）、dynAPN143Q と

dynAPΔC38 の二重変異体 （dynAPΔC38N143Q） は、完全長の dynAP cDNA

を鋳型としてKOD-Plus Mutagenesis Kitを用いてPCR法で作製した。dynAPa、

N143Q 、ΔC38、ΔC38N143Q の cDNAは pFLAG-CMV2-Bsdベクターにサブ

クローニングし、N 末端 Flag タグ付き dynAP とその変異体を発現できる

pFLAG-CMV2-Bsd-dynAPプラスミドを作製した。pFLAG-CMV2-Bsd-dynAP

プラスミドは KOD-Plus Mutagenesis Kit を用いて Flagタグを除去し、タグな

しの pCMV2-Bsd-dynAP を作製した。レトロウイルスによる dynAP を発現す

るために、タグなしの pCMV2-Bsd-dynAP を EcoRI と XhoI で処理し、pMY-

IRES-EGFPのMCS上にあるEcoRⅠ・XhoⅠsiteに組込み、pMY-dynAP-IRES-

EGFPを作製した。dynAPa、ΔN、ΔTM、ΔC38、ΔC75、の cDNAはレンチウ

イルスを介して、pLenti6.3/V5-DESTベクター（Thermo Fisher Scientific Inc）

にクローニングした。dynAP135-210を分泌するために、IL2ssを介して、分泌

型 dynAP135-210（IL2ssHisdynAP135-210、IL2ssHisFcXadynAP135-210、

IL2sdynAP135-210XaFc）と IL2ssHisFc（コントロール）が設計された。ここ

で、IL2ss は分泌のための IL2 のシグナルペプチド、His は精製のための 6-ヒ
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スチジンタグ、dynAP135-210は細胞外に露出する C末端領域、Fcは免疫グロ

ブリン G（IgG）定数領域、Xa は Factor Xa プロテアーゼ認識配列（Ile-Glu-

Gly-Arg）である。IL2ssHisdynAP135-210 は dynAP135-210 の N 末端に His

タグが付加された発現物である。IL2ssHisFcXadynAP135-210 は dynAP135-

210のN末端にHisタグ、Fc、 Xa が付加された発現物である。IL2ssdynAP135-

210XaFc は dynAP135-210 の C 末端に Xa を介して Fc が付加された発現物で

ある。In-Fusion HD Cloning Kit （タカラバイオ（株））を用いて pcDNA3.3-

IL2ssに導入し、これら 3種類の分泌型 dynAP135-210を作製した。 

 

3-2-3. MCF10A、NIH3T3 と HeLaに pLenti-dynAPの導入 

 pLenti6.3/V5-DEST—dynAPa、ΔC38、ΔC75、ΔTM、ΔNをMCF10A細胞、

pLenti6.3/V5-DEST—LacZ、dynAPa、ΔC75を NIH3T3細胞、GFP融合 dynAP

を用いて作製した pLenti6.3/V5-DEST—dynAPa、ΔC38、ΔC75 を HeLa 細胞

に導入するために、ViraPower Lentiviral Packaging Mix（Thermo Fisher 

Scientific Inc）を使用した[21]。 

 MCF10A/pLenti6.3/V5-DEST—dynAP を用いてウエスタンブロッティング

と細胞内局在解析を行った。NIH3T3/pLenti6.3/V5-DEST—dynAPを用いてフ

ォーカス形成能を検討した。HeLa/pLenti6.3/V5-DEST—dynAP を用いて細胞

内局在の解析を行った。 

 

3-2-4. 一過性発現 NIH3T3/pCMV2-Bsd-dynAP の作製 

pCMV2-Bsd/dynAPa、ΔC38、N143Q、ΔC38N143Q プラスミドをリポフェ

クション法（X-treme GENE HP （ロシュ・ダイアグノスティックス（株））

で NIH3T3細胞に一過性発現させた。ウエスタンブロッティング解析のため

に、導入 48時間後にタンパク質を抽出した。 

 

3-2-5. 一過性発現 KMST-6/pFLAG-CMV2-Bsd-dynAPの作製 

 6 well plateに 4×104 cells/ 2 mL/well になるように KMST-6細胞を播種し、

RPMI 1640培地（10% FBS含有）で一晩培養した。100 µL OPTI-MEM培地、

3 µgの pFLAG-CMV2-Bsd-dynAPa、ΔC38、N143Q、ΔC38N143Qプラスミド、
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9 µL FuGENE HDを 1.5 mLチューブに添加した。室温で 15 分間静置した後、

6 well plate に添加し、1 日培養した。dynAPa-c の細胞内局在を免疫染色によ

り解析した。 

 

3-2-6. NIH3T3EGFP/pMY-dynAP-IRES-GFPの安定転換細胞の作製 

pMY-dynAPa、ΔC38、N143Q、ΔC38N143Q-IRES-GFP プラスミドは、

FuGENE 6 transfection reagent を用いて、製造者の指示に従ってレトロウイ

ルスのパッケージング細胞である Plat-Eに導入された。48時間後、ウイルスを

含有する上清をセルロースアセテートタイプの 0.45 µm メンブレンフィルター

でろ過し、8 µg/mL ポリブレンを添加した。その後、ウイルス/ポリブレン含有

上清を NIH3T3EGFP 細胞に添加し、一晩インキュベートして遺伝子導入をし

た。3次元培養でのスフェロイド形成速度を検討した。 

 

3-2-7. ウエスタンブロッティングによる dynAP およびその変異体の検出 

MCF10A/pLenti6.3/V5-DEST—dynAPa、ΔC38、ΔC75、ΔTM、ΔN は 1%プ

ロテアーゼ阻害剤（ナカライテスク（株））および 1mM Phenylmethylsulfonyl 

fluoride（PMSF、ナカライテスク（株））を含む CytoBuster™ Protein Extraction 

Reagent（Novogene Co., Ltd, Building, China） を添加た。細胞を破砕し、4℃、

13000 rpm、20 分間を遠心してタンパク質を抽出した。SDS-PAGEをニトロセ

ルロース膜に転写した。TBST で調製した 5% Blocking oneを用いて抗体を希

釈した。MCF10A/dynAP に一次抗体である N-dynAP抗体（1/2500）または C-

dynAP抗体（1/1000）を添加して 1 h反応させた。抗体を括弧内に示した割合

で希釈して用いた。二次抗体である Goat Anti-Mouse Ig's HRP Conjugate 

（1/5000、Thermo Fisher Scientific Inc）を添加して 1 h反応させた後、ニト

ロセルロース膜を Chemi-lumi One （ナカライテスク（株））に浸し、Kodak 

X-OMAT LS Film（Sigma-Aldrich） に感光させて現像機MA-1410（TANAKA）

で現像した。 

NIH3T3/ pCMV2-Bsd/dynAPa、ΔC38、N143Q、ΔC38N143Q細胞に Laemmli

バッファー（使用直前に 2-ME と 5:1 で混合）を加えて 95℃ 5 分間 加熱し、

13200 rpm、25℃、5 分間 を遠心してタンパク質を抽出した。Bio-Rad Protein 
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Assayを用いて SpectraMax M2（測定波長: 595 nm）でタンパク質の吸光度を

測定し、検量線によるタンパク質の量を算出した NIH3T3/dynAP は 5% 

Blocking oneで希釈した一次抗体である N-dynAP抗体（1/1000）を添加して 1 

h 反応させた。二次抗体である Anti-IgG （H+L chain）（Rabbit）pAb-HRP 

（1/5000）を添加して 1 h 反応させた後、ニトロセルロース膜を Chemi-lumi 

One Superに浸し、ImageQuant LAS4000で現像した。 

 

3-2-8. 分泌型 dynAP135-210の作製  

分泌型 dynAP135-210 の発現用プラスミドを FreeStyle 293 Expression 

System（Thermo Fisher Scientific Inc）を用いて HEK293F細胞にトランスフ

ェクションした。HEK293F 細胞は 10-14mLの無血清培地で培養した。培養上

清中の発現タンパク質の存在は、抗 His抗体（Qiagen Inc）または Pierce抗 Fc

抗体（1/5000、Thermo Fisher Scientific Inc）による SDS-PAGE および

Coomassie Brilliant Blue（CBB）染色またはウエスタンブロッティングにより

検出した。検出には ChemiDocシステム（Bio-Rad Laboratories Inc）が使用さ

れた。 

 

3-2-9. dynAP135-210の大量作製 

dynAP135-210 を大量に生産するために、600 mL の EX-CELL VPRO 培地

（SAFC Biosciences）、30 mLのBD recharge CD（BD Biosciences, CA, USA）、

お よ び 600 mL の 無 血 清 培 地 で HEK293F/pcDNA3.3-

IL2ssHisFcXadynAP135-210細胞（2 x 106 cells/mL）を 1.2 Lまで大量培養し

た。 

6 日間培養後、培養上清中の HisFcXadynAP135-210 を、製造元の指示に従

い、5 mL rProtein A FF column（GE Healthcare）を用いたカラムクロマトグ

ラフィーにより精製した。HisFcXadynAP135-210 を 2M アルギニン緩衝液

（pH4.0）でカラムから溶出し、Vivaspin 20 UF10K（GE Healthcare）で濃縮

した。タンパク質バッファーを 2mM CaCl2を含む TBS（Tris-buffered saline）

に置換し、精製HisFcXadynAP135-210を得た。 

精製タンパク質（2.5 mg/mL）を 100 g/mL Factor Xa プロテアーゼ（New 
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England Biolabs Inc., MA, USA. Cat. No. P8010L）で 4℃、15時間処理し、得

られた dynAP135-210 を 5 mL MabSelect SuRe column（GE Healthcare）と

1 mL HiTrap Benzamidine FF（high sub）column（GE Healthcare）で精製、

フロースルー画分を採取した。MabSelect SuReカラムを利用して遊離 Fcおよ

び未消化の HisFcXadynAP135-210 を除去し、Benzamidine FF カラムを利用

して Factor Xa セリンプロテアーゼを除去した。Fc、Factor Xa、未消化の

HisFcXadynAP135-210 を完全に除去するために、両方のカラム精製ステップ

を 2 回繰り返した。各画分中の dynAP135-210 の収率は、GlycoGel Stain Kit 

（Polysciences Inc., PA, USA）を用いて SDS-PAGEゲルを染色することで見

積もった。精製した dynAP135-210 タンパク質の濃度は、215nm と 225nm の

吸光度（[A215 - A225] x 144 mg/mL）に基づいて算出した。 

 

3-2-10. dynAP135-210 の N型糖鎖修飾のドットブロット解析 

250 µg/mLの dynAP135-210溶液から 3倍希釈していき、1.02 µg/ml まで 6

種類の濃度のサンプルを調製した。サンプル（1 µL）をメタノールで湿潤した

PVDF 膜上に滴下し、乾燥させた。PVDF 膜を 10% Blocking One-P と 0.1% 

Tween-20を含む TBSに 1時間浸漬し、0.1% Tween-20を含む TBSで 5000倍

に希釈したレクチン溶液 ConA-HRP （HRP 結合コンカナバリン A、J-オイル

ミルス（株））またはWGA-HRP （小麦胚芽アグルチニン、J-オイルミルス（株））

と反応させた。ECL Prime Western Blotting Detection Kit と LAS4000 を用

いてシグナルを検出した。 

 

3-2-11. dynAP135-210 の糖分解酵素処理 

dynAP135-210 の調製液に 1/10 体積の 10×変性バッファー（5% SDS、400 

mM ジチオスレイトール（DTT））を添加した。この混合物を 100℃で 10分間

加熱処理し、終濃度 50mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を加え、1% NP-

40に終濃度 1.25×104 units/mL（pH7.5）のペプチド-N-グリコシダーゼ Fまた

は終濃度 1.25×103 units/mL（pH7.5）のノイラミニダーゼと終濃度 1×106 

units/mL（pH7.5）の O-グリコシダーゼを加えて 37℃、24時間反応させた。 
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3-2-12. dynAP135-210 の糖鎖の抽出 

Bligh and Dyer法［60］を用いてタンパク質を除去した。試料に 2倍体積の

100% メタノールと等体積の 100% クロロホルムを加えて 2分間混合した。10

分間静置した後、1.25倍体積の 100% クロロホルムを加えて vortexで 30秒間

混合した。さらに 1.25 倍体積の RO 水を加えて 30 秒間混合し、25℃で 3,000 

rpm、10分間遠心分離した。上層を回収し、真空濃縮機で 10～20 µL程度にな

るまで濃縮した。 

 

3-2-13. Nまたは O結合型糖鎖の脱塩・精製 

N-グリカン上のシアル酸を除去するために、サンプルに終濃度 0.8%となる

ようにトリフルオロ酢酸（TFA）を加え、80℃で 40分間加熱した。真空乾燥

後、0.05% TFA 20 µLに溶解し、抽出した N-グリカンを NuTip Carbon

（Glygen Corp.、MD、USA）で精製した。ZipTip C18（Sigma-Aldrich）で

サンプルを精製し、O-グリカンを回収した。 

 

3-2-14. 3-AQ ラベル化法を用いた MS測定 

質量分析（MS）測定に先立ち、N-または O-糖鎖を 3-アミノキノリン（3-AQ）

で既報に従って標識した [61, 62]。5 mg の α-シアノ-4-ヒドロキシシナピン酸

（α-CHCA）に 200 µL の 50% ACN を加えて、5 分間の超音波処理を行い、

15,000 rpm、4℃、5分間遠心した。上清 150 µl で 20 mgの 3-AQを溶解した。

これを 2 mM NH4H2PO4/50% ACN の溶液で 10 倍に希釈し、試料を加えた。

JMS-S3000 Spiral-TOF instrument（日本電子（株））を用いて、すべてのMS

およびMS/MSスペクトルは positive ion spiral modeで取得された。 

 

3-2-15. HeLa、MCF10A、KMST細胞に導入した dynAPの細胞内局在性の解

析 

HeLa/pLenti6.3/V5-DEST-dynAPa、ΔC38、ΔC75細胞、MCF10A/ pLenti6.3 

/ V5-DEST-dynAPa、ΔC75、ΔN細胞と KMST-6/pFLAG-CMV2-Bsd-dynAPa、

ΔC38、N143Q、ΔC38N143Q 細胞細胞はポリ-L-リジンコートしたカバースリッ

プ上で培養された。24時間培養後、70%メタノール 1 ml添加し、室温 30 分間 
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静置して細胞を固定した。HeLa/dynAP と MCF10A 細胞はブロッキング溶液

（1% BSA、0.1% TritonX-100を含む PBS溶液）で 30分間インキュベートし

た。ブロッキング溶液で希釈した一次抗体である GFP 融合 dynAP に対する

anti-GFP（1/1000、ロシュ・ダイアグノスティックス（株））、ゴルジ体に対

する Purified mouse Anti-GM130（1/600）、N/C-dynAP抗体（1/1000） を添

加して 1 h反応させた。抗体を括弧内に示した割合で希釈して用いた。その後、

二次抗体を添加して 1 h反応させた。二次抗体には、GFP、N/C-dynAP抗体に

対する Cy3 Conjugated Goat Anti-Rabbit IgG（1/5000、Thermo Fisher 

Scientific Inc）と GM130 抗体に対する Cy3-conjugated Affinipure Donkey 

Anti-Mouse IgG（H+L）（1/5000、BIOTIUM）を用いた。DAPIを含む PBS

（-）を添加して 5分間静置した。スライドグラスに 40%グリセロールを適量乗

せ、Axioskop 2 plus microscope で蛍光観察した。KMST-6/dynAP細胞をmiliQ 

で調製した 20% Blocking one で 30分間インキュベートした。TBST で調製し

た 5% Blocking one を用いて抗体を希釈した。一次抗体である Flag に対する

Anti DDDDk-tag Affinity Purified Rabbit（1/1000）とゴルジ体に対する 

Purified mouse Anti-GM130（1/1500）を添加して 1 h反応させた。その後、二

次抗体を添加して 1 h反応させた。二次抗体には、FLAG抗体に対する CF555 

Goat Anti-Rabbi IgG（H+L） （1/1000）と GM130抗体に対する Alexa Fluor 

488 goat anti-mouse （H+L）（1/1000）を用いた。DAPIを含む封入剤である 

Fluoro-KEEPER Antifade Reagent（Non-Hardening Type）を 1滴加えた後、

細胞画像を取得した。 

 

3-2-16. 2次元培養下でのフォーカス形成アッセイ 

 6 wellプレートに NIH3T3/pLenti6.3/V5-DEST—LacZ 、dynAPa 、ΔC75

の細胞を 5 x 104 cells/ 2 ml/well 播いて、15日培養した。その後、細胞を氷冷

の 100%メタノールで 10 分間 固定し、0.5% crystal violet を含む 25% メタ

ノールで 10 分間 染色した。乾燥した後、細胞コロニーの存在を確認した。 

 

3-2-17. 3次元培養下でのスフェロイド形成アッセイ 

 NIH3T3EGFP/ pMY-dynAPa、ΔC38、N143Q、ΔC38N143Q -IRES-GFP
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細胞を PrimeSurface 96U U-bottom 96-well Ultralow Cell Adhesion Plate に

500 cells/ 100 µL/well を播種し、14日間培養した。スフェロイド形成は、

Cell3iMagerを用いてスフェロイド面積を測定することにより定量化した。 
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3-3. 結果 

3-3-1. ウエスタンブロッティングによる dynAP タンパク質の発現解析 

SDS-PAGE における分子量を影響する dynAP の構造部位を調べるために、

内在性 dynAPを発現しないMCF10A細胞で野生型 dynAPa、および変異型ΔN、

ΔTM、ΔC75 を発現させた。これらの形質転換細胞から得られた抽出液を N-

dynAP 抗体または C-dynAP 抗体を用いてウエスタンブロッティングで解析し

た。dynAPa、ΔTM、ΔC75、ΔNの理論分子量はそれぞれ 22.5 kDa、20 kDa、

15 kDa、11 kDaである。図 14Aに示すように、dynAPaは 42 kDa、ΔNは 22 

kDaと36 kDaと理論値よりも大きな分子量を示された。一方、ΔTMは28 kDa、

ΔC75は 19 kDaと理論値に近い分子量のバンドが検出された。以上の結果から、

dynAP の C 末端は SDS-PAGE における異常的な移動度に関与することが示さ

れた。 

 SDS-PAGE における dynAP の分子量に対する糖鎖の影響を調べるために、

C末端の糖鎖修飾が予想される部位の変異体であるN143Q、ΔC38、ΔC38N143Q

を NIH3T3細胞で発現させた。N-dynAP抗体を用いたウエスタンブロッティン

グを行った結果を図 14Bに示す。dynAPaは 43kDaの主要なバンドと 40kDa、

36kDa、28kDaの比較的薄いバンドが検出された。N143Qのバンドパターンは

dynAPa と同様であった。これは糖鎖修飾のための糖鎖などの翻訳後修飾前駆

体が枯渇したために生じたものである可能性がある。ΔC38は 28 kDa のバンド

を与え、分子量が顕著に減少していることが示された。ΔC38N143Qのバンドパ

ターンは ΔC38 と同様であった。以上の結果から、dynAP のシークオンを失っ

ても SDS-PAGE での見かけの分子量にほとんど影響を与えないことが観察さ

れた。dynAPのシークオンは N型糖鎖修飾されていない可能性があるが、SDS-

PAGE の解像度の低さを考慮すると、このシークオンが実際に N 型糖鎖修飾さ

れているかどうかをウエスタンブロッティングで決定的に判断することはでき

ない。 

後述のように、C-末端断片の分泌型における NSSシークオンが N型糖鎖修

飾されていることを明らかにした。ウエスタンブロッティングの結果から、

dynAPは部分的にあるいは全く N型糖鎖修飾されておらず、分子量の異常な

移動は主に C-末端の T/S-rich領域の存在に起因していることが示唆された。 
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3-3-2. 分泌型 dynAP135-210の作製 

dynAPの C末端領域の修飾をさらに調べるために、HEK293F細胞の培養上

清に分泌される可溶型 dynAP135-210 の発現を目的として、pcDNA3.3-IL2ss

に HisdynAP135-210 を導入し、分泌型 dynAP135-210 を設計した。しかし、

Hisタグを認識する抗体を用いたウエスタンブロッティングでは、培養液のタン

パク質を検出できず、急速な分解による生産量の低下が示唆された（データの詳

細は省略）。 

これを受けて、pcDNA3.3-IL2ss に HisFcXadynAP135-210 と dynAP135-

210XaFcを導入し、新たな分泌型 dynAP135-210を構築した。HKE293F 細胞

に導入して、3日および 6日目の各培養上清を回収した。抗 Fc抗体を用いてウ

エスタンブロッティングを行い、分泌型 dynAP135-210 の有無を検討した。図

15 に示すように、HisFcXadynAP135-210 および dynAP135-210XaFc の培養

上清に 55 kDa のバンドが認められた。一方、ネガティブコントロールである

HisFcは、30 kDaのバンドが認められた。6日目の培養上清のタンパク質バン

ドは 3 日目の培養上清のより多くの生産物が検出された。HisFcXadynAP135-

210 および dynAP135-210XaFc の分子量と HisFc の差である 25 kDa が、

dynAP135-210 の分子量であることが示された。dynAP135-210 のタンパク質

の理論値分子量は、7.5 kDa であるため、17.5 kDa の分子量差が翻訳後修飾に

由来するものであることが推定された。 

 

3-3-3. dynAP135-210の作製 

 dynAP の C 末端に付加された糖鎖修飾構造を解析するために、分泌型

dynAP135-210 を Factor Xa プロテアーゼで Fc 領域を切断し、rProtein A で

Fcを除去する必要がある。分泌型 dynAP135-210の Factor Xaプロテアーゼ消

化条件を調べたところ、HisFcXadynAP135-210は効率的に切断された。質量比

（Factor Xa/Protein）は 1/5の時、ほとんどの HisFcXa-dynAP135-210が切断

された。一方、dynAP135-210XaFc は抵抗性を示したため、このタンパク質は

以降の実験に使用しなかった。HisFcXadynAP135-210 を Factor Xa プロテア

ーゼで消化した後、rProteinA Sepharose Fast Flow を用いて dynAP135-210

を精製し、遊離 Fcと未消化の HisFcXadynAP135-210を捕捉した。図 16に示
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すように、SDS-PAGE とその後の糖タンパク質の染色により、素通り画分に

dynAP135-210 が存在することが確認された。dynAP135-210 は SDS-PAGE 

で 37 kDa の分子量を示し、理論分子量（7.5 kDa）よりもはるかに大きいこと

が確認された。 

 

3-3-4. ドットブロット解析による dynAP135-210の N結合型糖鎖の構造推定 

分岐構造によって N 結合型糖鎖はオリゴマンノース型、複合型、ハイブリッ

ド型の 3つのタイプに分類される。dynAP135-210のNSSシークオンが糖鎖修

飾されているかどうか、また糖鎖修飾されている場合の N 型糖鎖の種類を調べ

るために、HRPと結合したレクチンを用いてドットブロット分析を行った。   

麦芽由来アグルチニン（WGA）はシアル酸と N-アセチルグルコサミン

（GlcNAc）に高い親和性を持ち、複合型とハイブリッド型の N結合型糖鎖を認

識する。コンカナバリン A（ConA）は α-D-マンノシルおよび α-D-グルコシル残

基を認識してオリゴマンノース型およびハイブリッド型の N 結合型糖鎖の両方

に結合する[63, 64]。 

図 17 に示すように、ネガティブコントロールであるウシ血清アルブミン 

（BSA）は N 結合型糖鎖を持たないので、染色像を与えない。オリゴマンノー

ス型とハイブリッド型の N 結合型糖鎖の両方を持つオボアルブミン、複合型の

N 結合型糖鎖のみを持つフェチュインをポジティブコントロールとして使用し

た[65,66]。レクチンが糖鎖に対して反応しているかを確認するために、N 型糖

鎖を切断するペプチド-N-グリコシダーゼ F 処理したオボアルブミンおよびフ

ェチュインも用意した。 

コンカナバリン A（ConA）はオボアルブミンのみと反応性を示し、GlcNAc-

Asn を加水分解して N 型糖鎖を除去するペプチド-N-グリコシダーゼ F の処理

により、その反応性が消失した。一方、フェチュインに対して全く反応しなかっ

た。dynAP135-210 はペプチド-N-グリコシダーゼ F 未処理と処理に関わらず、

コンカナバリン A（ConA）との反応性を示さなかった。このことから dynAP135-

210 には複合型の N 結合型糖鎖が付加している可能性が示唆された。麦芽由来

アグルチニン（WGA）はオボアルブミンとフェチュインの両方と反応性を示し

た。オボアルブミンはペプチド-N-グリコシダーゼ F処理によって反応性が完全
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に消失した。フェチュインはペプチド-N-グリコシダーゼ F処理によって弱い反

応性を示した。dynAP135-210は麦芽由来アグルチニン（WGA）との反応性を

示した。ペプチド-N-グリコシダーゼ Fで処理すると、反応性結合が阻害される

ことが確認された。以上の結果による、コンカナバリン A（ConA）と麦芽由来

アグルチニン（WGA）において dynAP135-210はフェチュインとの反応傾向が

ほぼ同一であることから、dynAP135-210 に付加されている N 結合型糖鎖は複

合型であることが推定された。 

 

3-3-5. dynAP135-210の N 結合型糖鎖のMS 解析 

 ペプチド-N-グリコシダーゼ F 処理で dynAP135-210 から N 結合型糖鎖を遊

離させた。試料からタンパク質を取り除いた後に、TFA でシアル酸を遊離させ

た。脱塩・精製しおよび 3-AQラベル化後、質量分析装置を用いてMSスペクト

ルを測定した。 

MSスペクトルを図 18に示した。この図にラベル化された N結合型糖鎖の分

子量と一致する質量ピークの実測値、一部の対応する糖鎖構造の模式図を示し

た。スペクトルから、3-AQラベル化N結合型糖鎖のNa+付加体[M+3-AQ+Na]+d

の誤差 15 ppm以内のスペクトルを選別し、理論質量と実測質量を含めて表 2に

まとめた。[M+3-AQ+Na]+と一致する 22 種類の N 結合型糖鎖のスペクトルが

検出された。また、質量電荷比から糖組成を推定したところ、その全てが複合型

であり、1-3分子のフコース付加体であることが推定された。 

 

3-3-6. dynAP135-210の N 結合型糖鎖のMS/MS 解析 

 糖鎖の MS/MS スペクトルからの構造解析は、グリコシド結合部位で切断

するフラグメントイオンである Aシリーズまたは Xシリーズイオンが重要であ

る[67]。このフラグメントイオンは、MS の衝突誘起解離（Collision Induced 

Dissociation：CID）のエネルギーが高いほど生じやすい[68]。Spiral-TOF MS

は CID energyが 20 keVと極めて高いため、Aシリーズや Xシリーズイオンを

生じさせやすく、これらの情報を糖鎖の構造解析に利用できる。MSスペクトル

の結果による 22 種類の N 結合型糖鎖に最も高いペクトル強度を示した 

[Hex5HexNAc4dHex1+3AQ+Na]+（m/z=1935.68）を TOFTOF/Positive モード
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でMS/MS測定した。図 19に示したMS/MSスペクトルを解析した結果、糖鎖

のフラグメントイオンの理論値と一致するスペクトルを解析した。その結果か

ら、複合型の分岐構造を含む Y6、B5、B4イオンと還元末端側の GlcNAcの開裂

イオンである 2,5A6、3,5A5イオンが検出された。フラグメントイオンとプリカー

サーイオンを図 18 の左上に示した。B5イオン （m/z=1442.28）はプリカーサ

ーイオンとの差は 493.40 である。還元末端の GlcNAc には少なくとも GlcNAc

（m/z=221.09）と 3-AQ（m/z=126.06）が存在しており、それらとの差は、146.25

であった。これはフコースのフラグメント質量と等しい。また、B4 イオンは、

N結合型糖鎖の分岐構造である Gal-GlcNAcとコア構造を構成する 3つのMan

のうち 2 分子を含むフラグメントイオンであった。以上のことから、

[Hex5HexNAc4dHex1+3AQ+Na]+ （m/z=1935.68）は、2分岐複合型糖鎖であ

り、還元末端の GlcNAcに 1分子フコースが付加されていることが示された。 

 

3-3-7. dynAP135-210の O 結合型糖鎖のMS 解析 

ノイラミニダーゼ/O-グリコシダーゼ で dynAP135-210 を処理し、遊離した

dynAP135-210のO結合型糖鎖を3-AQラベル化法を用いてMS解析を行った。 

MS スペクトルの結果を図 20 に示した。dynAP135-210 に 弱いシグナルで

あ る が 、 m/z=532.22 が 検 出 さ れ た 。 こ の シ グ ナ ル は 、 [Gal-

GalNAc+3AQ+Na]+=532.19（理論値）とほぼ一致した。このことから、

dynAP135-210 は core 1 型 O 結合型糖鎖が付加されていることが示唆された。 

 

3-3-8. 細胞内局在 

dynAP の C 末端は細胞内局在に対する影響を検討するために、GFP 融合

dynAPa、ΔC38、ΔC75 を HeLa 細胞に導入し、GFP 抗体を用いて蛍光観察し

た（図 21A）。dynAPa は細胞膜に局在することが確認された。加えて、dynAPa

は細胞のゴルジ体も局在することが確認された。ΔC38と ΔC75はゴルジ体の領

域では局在が観察されたが、細胞膜の領域にはほとんど見られなかった。GFP

融合タンパク質は、タグを付加していないタンパク質と局在が異なることが報

告されている［69］。それを受けて、MCF10A細胞に dynAPa、ΔC75、ΔNを

導入し、N-/C-dynAP 抗体を用いて蛍光観察した（図 21B）。MCF10A 細胞に
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導入した ΔNはゴルジ体に局在せず、細胞質全体に蛍光シグナルが観察された。

さらに、dynAPa、ΔC75 と同様に、HeLa 細胞で同じ局在性を示した。このよ

うな局在パターンは、野生型 dynAPや dynAPΔN を完全に糖鎖修飾した状態で

発現させた細胞では観察されなかった。さらに、内在性 dynAPを発現していな

い KMST-6細胞に dynAPa、ΔC38、N143Q、ΔC38N143Qを導入し、FLAG抗

体を用いて蛍光観察した（図 21C）。dynAPa と N143Qは細胞膜とゴルジ体に

局在した。ΔC38 と ΔC38N143Q はゴルジ体のみに局在した。以上の結果から、

C 末端側の N 型糖鎖の結合部位の欠損は、細胞内局在に影響を与えないことが

示唆された。 

 

3-3-9. 細胞の形質転換能 

 pLenti6.3/V5-DEST—LacZ、dynAPa、ΔC75 を NIH3T3 細胞に導入し、2

次元培養でのフォーカス形成能による C 末端は形質転換に対する影響を検討し

た。図 22A に示すように、コントロール LacZ と比較して、dynAPa は細胞間

で接触しても増殖でき、コロニーを形成した。ΔC75は LacZと同じく、接触阻

害を受けて増殖が止まった。このことから、dynAPの C末端領域は細胞の形質

転換能に重要であることが示唆された。 

 dynAP の C 末端に潜在的な糖鎖付加部位の消失が、3 次元培養でのスフェロ

イド形成に影響するかどうかを検討した。図 22B に示すように、作製した

NIH3T3EGFP/pMY-dynAPa、dynAPΔC38、N143Q、ΔC38N143Q -IRES-GFP

細胞の播種後 4 日目からスフェロイド形成能を示した。dynAPa と N143Q は

スフェロイドの増殖が見られ、増殖速度はほぼ一致した。一方、ΔC38 と

ΔC38N143Qはスフェロイドの形成を有意に減少させた。このことから、dynAP

の C末端の T/S領域は細胞の形質転換能に重要であることが示唆された。 
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図 14. ウエスタンブロッティングによる dynAP タンパク質の発現解析 

（A）dynAPa または変異体を発現させた MCF10A からタンパク質抽出液を調

製し、N/C-dynAP抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。dynAPa、

ΔTM、ΔC75、ΔNの理論分子量：22.5 kDa、20 kDa、15 kDa、11 kDaである。

Control：MCF10A宿主細胞。（B）dynAPaまたは変異体を発現させた NIH3T3

細胞調製し、N -dynAP抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。EV：

pCMV2-BSDベクター。 
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図 15. トランスフェクション分泌型 dynAP の確認 

HisFcXadynAP135-210 と dynAP135-210XaFc 細胞を 3 日または 6 日間培

養した。培養液中の生成物は、抗 Fc抗体を用いたウエスタンブロッティングに

より検出した。レーン 1と 4：HisFcXadynAP135-210、レーン 2と 5：dynAP135-

210XaFc、レーン 3と 6：pcDNA3.3-IL2sHisFcを表す。 
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図 16. 分泌型 dynAP135-210の糖鎖修飾の確認  

SDS-PAGE後、GlycoGel 染色による dynAP135-210バンドを染色した。レ

ーン 1：素通り画分（20 µL）、レーン 2：素通り画分（40 µL）、レーン 3：

Fc断片のみを表す。 
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図 17. ドットブロット解析による dynAP135-210の N結合型糖鎖の構造推定 

250 ng - 1.08 ng までのタンパク量の dynAP135-210をレクチンと反応さ

せ、検出した。ネガティブコントロール：BSA、ポジティブコントロール：オ

ボアルブミンとフェチュイン。－：ペプチド-N-グリコシダーゼ F未処理、

＋：ペプチド-N-グリコシダーゼ F処理を表す。 

 

 

 

 



52 

 

 

図 18. dynAP135-210の N 結合型糖鎖のMS 解析 

 [M+3-AQ+Na]+の一部を糖鎖部分の模式図、実測値と共にスペクトル上に示

した。*1-5の実測値：2122.7817、2268.8228、2284.8310、2487.8820、

2649.9522。 
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図 19. MS/MS による dynAP135-210の N結合型糖鎖の解析 

 1935.68 m/z をプリカーサーイオンとして Spiral-TOF MS を用いて

TOFTOF/Positive モードで MS/MS スペクトルを測定した。分岐構造は、一例

として Gal（β1-4）GlcNAc（β1-2）Manで示した。 
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図 20. dynAP135-210の O 結合型糖鎖のMS 解析 

 dynAP135-210 をノイラミニダーゼ/O-グリコシダーゼで処理した。遊離した

O結合型糖鎖を 3-AQラベル化法を用いてMSで測定した。 
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図 21. 間接免疫蛍光法による細胞内局在性の解析 

（A） GFP融合 dynAPとその変異体は HeLa細胞で発現させた。緑色：

GFP融合 dynAP、赤色：ゴルジマーカーである GM130を表す。（B） 

dynAPとその変異体はMCF10A細胞で発現させた。緑色：N-/C-dynAP抗体

で標識した dynAP、赤色：ゴルジマーカーである GM130を表す。（C） 

dynAPとその変異体は KMST-6細胞で発現させた。赤色：FLAG抗体で標識

した dynAP、緑色：ゴルジマーカーである GM130、青色：DAPIで標識した

核を表す。 
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図 22. 細胞の形質転換能 

（A） 2次元培養下でのフォーカス形成能の解析。細胞を 5 x 104 cells/ 2 

mL/wellで播いて、15日培養した後に Crystal Violetで染色した。（B）3次元

培養下でのスフェロイド形成能の解析。播種後 4日目の各スフェロイドの直径

を 1とし、相対的な直径の変化を示す。棒グラフは、播種後 4日から 14日ま

でのスフェロイドの増殖速度を示している。エラーバーは平均値±標準偏差

（SD; n = 16）を示す。**は p値<0.01。nsは有意ではない。スフェロイド画

像のサイズバー＝200 µm。 

 



58 

 

表 2. dynAP135-210の N 結合型糖鎖の構造とスペクトルの質量値 

N-Glycans 模式図 実測値 

（m/z） 

理論値 

（m/z） 

誤差 

（ppm） 

Hex3HexNAc3dHex1 

 

1408.516 1408.513 2.4 

Hex3HexNAc4dHex1 

 

1611.612 1611.592 12 

Hex4HexNAc4dHex1 

 

1773.655 1773.645 5.7 

Hex3HexNAc5dHex1 

 

1814.673 1814.672 0.39 

Hex4HexNAc4dHex2 

 

1919.702 1919.703 0.48 

Hex5HexNAc4dHex1 

 

1935.701 1935.698 1.4 

Hex4HexNAc5dHex1 

 

1976.728 1976.725 1.4 

Hex3HexNAc6dHex1 

 

2017.761 2017.751 4.6 

Hex5HexNAc4dHex2 

 

2081.753 2081.756 1.4 

Hex4HexNAc5dHex2 

 

2122.782 2122.783 0.38 
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Hex5HexNAc5dHex1 

 

2138.777 2138.777 0.27 

Hex5HexNAc4dHex3 

 

2227.807 2227.814 2.9 

Hex5HexNAc4dHex3 

 

2268.823 2268.840 7.7 

Hex5HexNAc5dHex2 

 

2284.831 2284.835 1.9 

Hex6HexNAc5dHex1 

 

2300.830 2300.830 0.11 

Hex5HexNAc6dHex1 

 

2341.853 2341.857 1.5 

Hex6HexNAc5dHex2 

 

2446.881 2446.888 2.9 

Hex5HexNAc6dHex2 

 

2487.882 2487.915 13 

Hex6HexNAc6dHex1 

 

2503.897 2503.910 5.1 

Hex6HexNAc6dHex2 

 

2649.952 2649.968 5.8 

Hex7HexNAc6dHex1 

 

2665.954 2665.962 3.0 
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Hex6HexNAc6dHex3 

 

2795.996 2796.025 10 

3-AQ ラベル化法により MS 測定で検出された質量誤差 15 ppm 以内の N 結合

型糖鎖を示した。青四角：GlcNAc、緑丸：Man、黄丸：Gal、赤三角：Fuc 
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3-3. 考察 

dynAPのアミノ酸配列から、dynAPは細胞外に露出する C末端領域に N型

糖鎖修飾（dynAPでは NSS）のための潜在的なシークオン（NXS/T）を 1つ

含んでいる[70, 71]。O型糖鎖修飾に関して、コンセンサスアミノ酸配列は知

られておらず、Thrおよび Serの密集した配列に対して連続して糖鎖修飾を受

ける傾向がある。dynAPの C末端領域には 23個の T/S残基が存在し、O-型糖

鎖付加部位の可能性がある[23, 48]。 

 dynAPの C末端側の N型糖鎖修飾は SDS-PAGEでの分子量変化により判

断できなかった。糖タンパク質の統計的な解析から、シークオンの約 1/3 は糖

鎖付加されておらず、NXS シークオン（dynAPの場合）は NXTシークオン

よりも糖鎖付加の頻度が低いことが示されている[48, 72]。いくつかのタンパ

ク質では、N型糖鎖修飾は翻訳後修飾を介して行われる[73-76]。N型糖鎖修飾

は小胞体（ER）の内腔側で行われ、オリゴ糖転移酵素 （OST） の作用によ

り、ドリコールを結合したオリゴ糖がタンパク質の NXT/Sシークオンの Nに

転移される。一般に、オリゴ糖は共翻訳されるので、OSTは新生ポリペプチド

鎖のシークオンを迅速に認識するはずである[72]。OSTは成長中のペプチド鎖

の立体構造の制限からシークオンを見逃してしまい、シークオンを隠蔽配列に

してしまう可能性がある。 

 レクチンを用いたドットブロットの解析により、C 末端の N 型糖鎖の分岐構

造を検討した結果、dynAP135-210 に複合型の N 結合型糖鎖を持っていること

が示唆された。複合型は、がん細胞において構造変化を示す糖鎖であり、細胞膜

表面の受容体の代謝回転を遅延させる Galectin-3 のリガンドである poly-

LacNAc[77]や、血管内皮へのがん細胞の接着を可能にする E/P-selectinリガン

ドであるシアリルルイス a/x （sLea/x）抗原を含むことが知られている[78, 79]。

質量分析で N型糖鎖には 22種類の不均一性をもっていて、1-3分子のフコース

付加体であることも判明した。フコースは、N結合型糖鎖の還元末端の GlcNAc

へ結合していることがしばしば見られるが、非還元末端側の GlcNAc にも付加

される場合がある。そのような構造の糖鎖は、ルイス（Le）抗原と呼ばれてい

る。sLea/x抗原はその一種である。 

以上の N型糖鎖の解析により、分泌型 dynAPの C末端にある NSSシークオ
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ンを OST が完全に認識することを明らかにした。分泌型 dynAP のシークオン

は立体構造的な制限がないため、翻訳後でも OSTに容易に認識される可能性が

ある。sLea/x 抗原は複型糖鎖に含み、dynAP は細胞の接着能を獲得する可能性

がある。本研究の限界として、内在性で膜局在型の dynAPが N型糖鎖修飾され

ていることは明確には示すことができなっかた。 

C末端のスレオニン/セリン領域にCore 1のO結合型糖鎖が検出された。Core 

1の O型結合糖鎖は sLea/x抗原の生合成のための足場となりうる[80, 81]。この

糖鎖抗原は、がん転移を促進するため、細胞表面の core 1（Tn抗原）の発現量

が、がんの悪性の予後と相関することが報告されている[82]。 

dynAP の TM を欠損した ΔTM と C 末端を欠損した ΔC75 は SDS-PAGE で

の分子量を大幅に減少した。そして、C末端の欠損は胞膜に局在できず、形質転

換能も失ったことを示す。C末端の糖鎖結合部位の存在の解明により、C末端の

糖鎖変異体を作成した。N 型糖鎖結合部位を欠損した ΔN143Q、O 型糖鎖結合

部位である Thr/Ser ドメインを欠損した ΔC38 と両変異を持つ ΔC38N143Q を

用いて検討した結果により、O型糖鎖修飾部位は dynAPを細胞膜へ輸送し、そ

の局在は細胞形質転換能の決定に関連している可能性が示唆された。dynAP の

O 型糖鎖修飾部位の制御は、dynAP を発現するがんの治療につながる可能性が

ある。 

dynAP は、肝臓がん、胃がん、頭頸部がん、卵巣がんで高発現している。こ

れらのがんでは、コア 1型 O型糖鎖修飾に中心的な役割を果たす C1GALT1 の

発現が、通常、腫瘍形成の間にアップレギュレートされる[83]。これは、いくつ

かの癌細胞株における腫瘍形成中のdynAP発現のアップレギュレーションと直

接的または間接的に関連している可能性がある。臨床試験では、C1GALT1 阻害

剤であるイトラコナゾールが、いくつかの癌患者において単剤または併用療法

として有益な効果を有することが示されている[84]。C1GALT1 活性の抑制は、

dynAP 依存性の癌組織の化学療法に可能性を持つ可能性がある。さらには、ト

ランスグルタミナーゼを介した他のタンパク質との架橋、ユビキチン化、スモイ

ル化など、他の修飾についてのさらなる研究も有益であると考えられる。 
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第四章 まとめ 

本論文の第 2 章では、dynAP のスプライシングバリアントのがん化誘導活性

に対する作用を検討した。dynAPのスプライシングバリアントは N末端領域に

分子多型を生じさせる。この N 末端領域は、細胞内ドメインに位置し、その欠

損変異体はゴルジ体および細胞膜へ局在しなくなることから、細胞膜移行に関

わるシグナル配列を含む、かつ／または全体の立体構造形成に重要な影響を与

える領域と考えられる。3種類のスプライシングバリアントは、すべて同じく正

常なゴルジ体および細胞膜への局在性を示した。一方、dynAPa に比べて

dynAPb、cは細胞がん化活性が弱いことが明らかになった。第 3 章では、C 末

端領域の糖鎖修飾と dynAPのがん化誘導活性の関係性を検討した。C末端領域

は細胞外ドメインを形成する。質量分析法による解析から、この領域に複合型 N

結合型糖鎖とコア 1 型 O 結合型糖鎖が検出された。糖鎖修飾部位に対する種々

の変異体を利用して、細胞内局在性とがん遺伝子活性を検討した。その結果、O

結合型糖鎖修飾が、dynAP のみかけの分子量を大きく変化させ、細胞膜局在性

およびがん化誘導活性に大きく影響することが明らかとなった。 

今後の研究の方針として、N 末端のスプライシングバリアントの構造変化と

C 末端の糖鎖修飾との相関性を総合的に検討する必要がある。タンパク質の構

造変化は、選択的スプライシングによる転写翻訳過程に加え、糖鎖修飾をはじめ

とする翻訳後修飾過程でも生じうる。糖鎖修飾は、小胞体内で起こることから、

細胞内輸送メカニズムと強い関係性がある。N 結合型糖鎖はタンパク質に付加

される過程で、フォールディングの選別機能に関与することが知られている[85]。

正しく折りたたまれなかったタンパク質は、細胞内輸送の過程で選別されて最

終的に分解されるため、正常な糖鎖修飾がタンパク質の正しいフォールディングを間

接的に示しているといえる[86]。一方、タンパク質中のシグナルペプチド配列を予

測する signaIP 6.0 を用いても、dynAP はシグナルペプチド配列が検出されな

い。一部のタンパク質は、シグナルペプチドを持たないにもかかわらず、小胞体

内に輸送されることが報告されている[87]。本研究で明らかにされた３つのバリ

アントの細胞内局在性は、これらが小胞体内で糖鎖修飾され、同時に正しくフォ

ールディングされたことを示唆する。スプライシングバリアントの違いは、糖転

移酵素の認識の変化をもたらすことが報告されている[88]。3種類のバリアント
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の N 末端の違いが、N 結合型糖鎖のタイプやフコースの数や付加位置の変化を

もたらし、dynAP タンパク質に構造の微視的不均一性を引き起こす可能性があ

るが、この問題に関しては明らかではない。さらに、３つのスプライシングバリ

アント間での O 結合型糖鎖修飾の構造の違いもまた明らかではない。O 結合型

糖鎖修飾は、発現とプロセシング、シグナル伝達、タンパク質間相互作用に影響

する[89-91]。例えば、膜タンパク質のシェディングは、細胞表面の受容体や接

着分子の量を減少させ、それに伴って可溶性のデコイタンパク質が放出され、細

胞の同族リガンドに対する応答性を低下させることがある。CADM1 (cell 

adhesion molecule 1)のエキソンの欠損はシェディングしやすく、O結合型糖鎖

修飾は ADAMを介してシェディングを阻害することを示す。そのシェディング

感受性は、選択的スプライシングと翻訳後の O 結合型糖鎖修飾の 2 つの異なる

生合成経路で調節できることが示されている[92]。このような例からも、dynAP

の選択的なスプライシングバリアントの動態変化と O 型糖鎖修飾の関連性を探

ることは意味があるだろう。 

本研究で検証したスプライシングバリアント dynAPb および c が、dynAPa

と同様の糖鎖修飾様式を持ち、他の分子と相互作用するかに関して明らかでは

ない。例えば、細胞内ドメインはダイナクチンや p150Glued、CCTとの分子間相

互作用に関わる領域である。スプライシングバリアント、および糖鎖修飾の微視

的な変化は、これらのタンパク質との相互作用の変化を引き起こし、がん誘導性

の変化を結果としてもたらす可能性がある。今後、これらを詳細に検証すること

で、dynAPによるがん化メカニズム解明に寄与できるものと期待される。 
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