
Solute carrier family 35（SLC35）は核酸結合糖（糖ヌ
クレオチド）を基質とする糖ヌクレオチド輸送体を中心に
構成されている輸送体ファミリーであり�1），現時点で 7 個
のサブファミリーに 30 のメンバーが分類されている。A
から D までのサブファミリーには輸送基質の異なる糖ヌ
クレオチド輸送体と，硫酸化修飾に用いられる活性型硫酸
で あ る 核 酸 結 合 硫 酸（3’-phosphoadenosine 5’-phospho
sulfate, PAPS）を輸送する PAPS 輸送体�2, 3）が属している。
一方，E 〜 G グループの機能については明らかにされて
いないが，F グループについては植物のプリン塩基輸送体
の近縁であり，薬剤代謝輸送体に含まれることが示唆され
ている�4）。F グループには 6 つの遺伝子が属しているが，
その多くが組織特異的であるのに対し，SLC35F5 は広範
に発現している�5）。F グループメンバーの大部分について
その機能は不明であるが，その幾つかががん細胞の増殖や
抗悪性腫瘍薬の感受性に関係していることが示唆されてい
る�6）。

当初，F グループには 5 つのメンバーが分類されていた
が，Ashikov らは，機能未知遺伝子である C2orf18（chro-

mosome 2 open reading frame 18）についても SLC35F6
と し て F グ ル ー プ の メ ン バ ー に 含 め て いる�7）。 こ の
C2orf18 遺伝子はその後，ミトコンドリアで膜透過性を調
節している adenine nucleotide translocase 2（ANT2）と
相互作用することにより，膵臓がん細胞のアポトーシスと
関連していることが報告され，ANT2BP と命名されてい
る�8）。また，メンバーの一つである SLC35F5 に関して
Matsuyama らは，原発性大腸がんの肝臓転移において
5-fluorouracil（5-FU）の効果がみられなかった患者に比
べ，5-FU が有効であった患者の大腸がん組織でその発現
が有意に増加していることを報告している�9）。筆者らは，
この SLC35F5 に関して，大腸がん細胞である DLD-1 は
5-FU 耐性獲得により SLC35F5 の発現が大きく低下する
が，5-FU の感受性自体は変動しないことを報告した�10）。
F グループメンバーのほとんどで輸送基質は明らかにされ
ていないが，SLC35F3 についてはビタミン B1 の輸送活性
を持ち，その一塩基多型（SNP）が高血圧リスクと関係し
ていることが報告されている�11）。

さらに，メンバーの一つである SLC35F2 に関しては，
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その輸送基質は明らかにされていないものの，細胞表面で
レトロウイルスの感染受容体として利用されており�12），ま
た非小細胞肺がんの病理状態に関連して高度に発現してい
ることが報告されている�13）。扁平上皮肺がん由来細胞であ
る H1299 細胞では，siRNA で SLC35F2 の発現を抑制す
ると細胞増殖と細胞遊走及び浸潤能が抑制されることが報
告されている�14）。さらに最近，SLC35F2 は非小細胞肺が
んなどにおいて抗腫瘍作用を持つサバイビン阻害剤
YM155（sepantronium bromide）の細胞内への取り込み
に寄与しており，YM155 の有効性は SLC35F2 の発現状
態に依存していることが報告されている�15）。

肺がんは小細胞肺がん（small cell lung cancer: SCLC）
と非小細胞肺がん（non-small cell lung cancer: NSCLC）
に大別され，進行の速さと治療反応性が大きく異なる。喫
煙者に多く見られる小細胞肺がんは進行が早く転移しやす
い一方，抗悪性腫瘍薬に対して高感受性であるため，化学
療法が第一選択となる。これに対して，非小細胞肺がんは
進行が遅いものの，化学療法に対する感受性が低く，手術
適応ならば手術が第一選択となる。非小細胞肺がんは病理
組織型として腺がん，扁平上皮がん，大細胞がんに分類さ
れるが，女性を中心とする非喫煙者では肺腺がんが中心で
あり，その発生には発がんやがん悪性化に直接的に関係し
ているがん化責任変異（ドライバー変異）が強く関与して
いる。特にがん細胞の増殖や進展に深く関与する上皮成長
因子（epidermal growth factor: EGF）シグナルに関して，
非小細胞肺がんでは EGF 受容体（EGFR）の高発現が予
後不良と相関することが報告されているが�16），EGFR の自
己リン酸化が異常亢進している EGFR のチロシンキナー
ゼドメイン変異も非喫煙者の肺腺がん患者の多くで見られ
る�17）。この EGFR 変異型非小細胞肺がんの分子標的薬と
して，EGFR のチロシンキナーゼ阻害薬（EGFR tyrosine 
kinase inhibitor: EGFR-TKi） で あ る ゲ フ ィ チ ニ ブ 

（Gefitinib， 商 標 名： イ レ ッ サ ） や エ ル ロ チ ニ ブ 
（Erlotinib）が用いられている�18, 19）。EGFR-TKi は EGFR
の ATP 結合部位に ATP と競合的に結合することにより
EGFR の自己リン酸化による活性を阻害し，EGFR に変異
を持つ肺がんで高く奏功する一方，変異がない肺がんでの
有効性は低い�20）。

本研究では，SCL35F2 についてその発現状態が肺腺が
ん由来細胞の増殖にどのような影響を及ぼすかをみるとと
もに，EGFR 野生型及び変異型の非小細胞肺がん由来細胞
におけるゲフィチニブ感受性に及ぼす影響について検討し
た。さらに，F グループのファミリーメンバーである
SCL35F3 がチアミンの輸送能を持つことから，SCL35F2
の機能とチアミン及びそれに類似した B 群ビタミンの取
り込みとの関連性についても検討を行った。

実験方法

細胞培養
A549 細胞は JCRB 細胞バンク，PC-9 細胞は RIKEN 細

胞バンクより分譲されたものを用いた。細胞は DMEM/
Ham’s F12 1:1 培地（和光純薬工業）にウシ胎児血清

（FBS，オーストラリア産，Biowest 社）を 10％添加した
培地を用いて培養し，3 日あるいは 4 日に一度継代培養し
た。細胞増殖は，Cell counting kit-8（同仁化学研究所）
を用いた WST-8 アッセイにより求めた。

ゲフィチニブ耐性 PC-9 細胞の作成
ゲフィチニブ耐性 PC-9 細胞は，段階的に異なる濃度の

ゲフィチニブともに培養することにより作成した。ゲフィ
チ ニ ブ は dimethyl sulfoxide（DMSO， 和 光 純 薬 ） に
100 μM の濃度で溶解し，適宜希釈することにより培地中
に DMSO が最終的に 0.1％になるように添加した。継代及
び培地交換ごとにゲフィチニブの濃度を増加させ，ゲフィ
チニブ耐性細胞を作成した。0，0.01，0.01，0.1，1 μM の
それぞれのゲフィチニブ濃度の耐性細胞から Trizol re-
agent（Thermo Fisher Scientific 社）を用いて RNA を抽
出し，real-time PCR による発現解析のサンプルとした。

Real-time PCR による遺伝子発現測定
SLC35F2 遺 伝 子 の 発 現 状 態 は，SYBR 法 に よ る 

real-time PCR を用いて解析した。増幅に利用した配列プ
ラ イ マ ー は SLC35F2 の 配 列（GeneBank accession 
No. NM_017515） を も と に primer 3（http://primer3.
sourceforge.net）を用いて設計し，エキソンジャンクショ
ンを含む 199 塩基対の配列を増幅部位とする上流及び下流
プライマー 5’-CTGGAAAATTGCCCTGCTGT-3’ および
5’-AACCCCACCATGATGACAGT-3’ を使用した。また，
発現補正用のコントロール遺伝子として β-actin 遺伝子

（GeneBank accession No. NM_001101.3） を 用 い，142 塩
基対を増幅部位とする 5’-ACATCTGCTGGAAGGTGGA 
CAG-3’ および 5’-ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3’ のプ
ラ イ マ ー を 使 用 し た。 細 胞 よ り 抽 出 し た RNA は，
PrimeScript RT Master mix（タカラバイオ社）を用いた
逆転写反応によって cDNA を合成した。それぞれの
cDNA に含まれる目的遺伝子産物の量を SYBR premix 
Ex taq II（タカラバイオ社）と Pikoreal real-time PCR 
system（Thermo Fisher Scientific 社）を用いて測定した。
増幅サイクルは，90℃30 秒の熱変性のあと，（95℃5 秒
→ 60℃30 秒）の 40 サイクル反応で行い，その後 60℃か
ら 95℃の融解曲線測定より反応産物の特異性を解析した。

RNAi による遺伝子発現抑制
SLC35F2 遺伝子の発現抑制は，RNA 干渉（RNAi）に

より行った。SLC35F2 をターゲットとする siRNA は，
Thermo Fisher Scientific 社の BLOCK-iT RNAi Express
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によりデザインされた 2 種類の validated Stealth siRNA を
用いた（siRNA1: ID HSS123179, siRNA2: ID HSS123180）。
SLC35F2 に対するそれぞれの siRNA あるいはコントロー
ル siRNA（Stealth RNAi negative control, medium GC）
を Lipofectamine RNAiMax（Thermo Fisher Scientific
社）を用いて 100 nM の濃度で細胞に導入した。RNAi の
遺伝子発現抑制効率は，RNAi 処理後 4 日目に RNA を回
収し，real-time PCR で定量することにより測定した。

細胞周期の測定
A549 あるいは PC-9 細胞を 12-well plate に 2×10�4/well

（A549）あるいは 4×10�4/well（PC-9）の細胞密度で播種
し，翌日 RNAi 処理を行った。siRNA は siRNA なし，コ
ントロール siRNA，2 種類の SLC35F2 siRNA を用いて
行った。RNAi 処理 4 日後に膜透過処理を行った細胞の
DNA を propidium iodide（PI）により染色し，個々の細
胞の DNA 量をイメージサイトメーター（Tali image- 
based cytometer, Thermo Fisher Scientific 社）を用いて
測定した。得られた DNA ヒストグラムを解析し，各期

（G1 期，S 期，G2/M 期）の割合を求めた。

ゲフィチニブ感受性の測定
A549 あるいは PC-9 細胞を 96-well plate に 2×10�3/well

（A549）あるいは 4×10�3/well（PC-9）の細胞密度で播種
し，種々の濃度のゲフィチニブを含む培地で培養した。4
日後に WST-8 アッセイによって生細胞数を測定すること
により，細胞のゲフィチニブに対する感受性を測定した。
ゲフィチニブによる 50％生育阻害濃度（IC50）は，Image 
J プログラムの Curve Fitter を用いた 4 係数ロジスティッ
ク曲線から計算した。

RNAi 処理細胞のゲフィチニブ感受性は，RNAi 処理翌
日より 96 well plate に細胞を播種し，cell counting Kit-8
を用いて細胞増殖を測定した。コントロール siRNA と

SLC35F2 siRNA2 を用いて RNAi 処理を行った。翌日，
50％阻害濃度のゲフィチニブを添加した培地と交換し，そ
の 4 日後に細胞増殖を測定した。

B 群ビタミン添加の影響
前述の方法と同様にして 96 well plate に細胞を播種し

た翌日，チアミン塩酸塩，ピリドキシン塩酸塩，葉酸（と
もに和光純薬），ニコチンアミド（Sigma-Aldrich 社）を
培地中に溶解した溶液を加えるとともに，RNAi 処理を
行った。siRNA はコントロール siRNA と SLC35F2 siR-
NA2 を用いて実験を行った。その 4 日後に Dojindo cell 
counting Kit-8 を用いて細胞増殖試験を行った。B 群ビタ
ミン溶液の濃度は培地に含まれる濃度の約 10 倍を目安と
し，それぞれ最終濃度が 100 μM となるように加えた。

統計学的解析
全ての測定値は，平均値±標準偏差（SD）で示した。

測定値統計解析には，R プログラム（v 3.1.3）を用いて
行った。検定は一元配置分散分析とともに，Dunnett 法あ
るいは Tukey’s HSD 法による多重比較で行った。全ての
検定において，有意水準は P 値 ＜ 0.05 とした。

結果と考察

SLC35F2 の発現抑制が肺腺がん細胞株の細胞増殖に及ぼ
す影響

ヒト肺腺がん由来の細胞株として，EGFR 野生型である
A549 細胞と EGFR 変異型の PC-9 細胞の 2 種類を用いた。
A549 はヒト肺胞基底上皮腺がん由来細胞株であり，
EGFR-TKi であるゲフィチニブに対する感受性は比較的
低い。PC-9 細胞は分化型のヒト肺腺がん由来細胞株であ
り，Exon19 の欠失変異（del E746～A750）を持つことに
より，ゲフィチニブに高い感受性を示す。これらの細胞株

Fig. 1  �Proliferation of A549 and PC-9 cells treated with siRNA for SLC35F2.
Cells were seeded onto a 96-well plate and treated with each siRNA. The number of cells was quantified at days 0, 2, 4 using a 
WST-8 assay. Values shown are means±SD obtained from three experiments. No siRNA, cells treated with vehicle; control, cells 
treated with control siRNA; siRNA1 and siRNA2, cells treated with either of two siRNA for SLC25F2.
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で，siRNA を用いた RNAi によって SLC35F2 の遺伝子発
現を抑制した場合，それぞれの細胞増殖がどのようになる
かを WST-8 アッセイにより測定した。

細胞増殖は RNAi 開始 4 日後に測定したが，図 1 に示
したように A549 細胞，PC-9 細胞ともに，SLC35F2 遺伝
子の発現を抑制することにより細胞増殖が有意に低下した。
real-time PCR で測定した遺伝子発現抑制効率は，A549
細胞では siRNA1 が 42％，siRNA2 が 10％，PC-9 細胞で
は siRNA1 が 39％，siRNA2 が 22％と，ともに 4 日後に
おいても半分以下に低下していた。

SLC35F2 の発現抑制が肺腺がん細胞株の細胞周期に及ぼ
す影響

PI 染 色 と サ イ ト メ ー タ ー を 用 い た 解 析 に よ り，
SLC35F2 発現抑制細胞の細胞周期状態を測定した。A549
細胞，PC-9 細胞のどちらにおいても，SLC35F2 遺伝子の
発現抑制により G1/G0 期（増殖停止期）の細胞が増加し，
G2/M 期（増殖期）の細胞が有意に減少した（図 2）。こ
のことから，SLC35F2 遺伝子の発現抑制は，これらの細
胞において細胞周期を停止させることによって細胞増殖を
抑制することが示された。A549 細胞と PC-9 細胞との間
で相違が認められなかったことから，SLC35F2 遺伝子の
発現抑制による増殖の低下は，EGFR の機能亢進型変異に
依存していないことが示された。

SLC35F2 の発現状態がゲフィチニブ感受性に及ぼす影響
ゲフィチニブのような EGFR-TKi は，EGFR に変異を

持つ非小細胞肺がんに効果を示すが，長期間投与すると
EGFR の T790M 突然変異などの変異を招き，EGFR-TKi
に対する薬剤耐性を獲得することが知られている。PC-9

細胞をゲフィチニブによって長期間処理することにより，
耐性獲得細胞を樹立することができる。PC-9 細胞を段階
的に高濃度にしたゲフィチニブで処理することにより作成
したゲフィチニブ耐性細胞では，ゲフィチニブの濃度が増
加するに従い SLC35F2 遺伝子の発現は低下し，1 μM ゲ
フィチニブの耐性細胞では非耐性細胞の 74％まで遺伝子
発現が低下した（図 3）。このことから，SCL35F2 遺伝子
の発現状態は，EGFR 変異細胞におけるゲフィチニブ耐性
獲得と関連している可能性が示唆された。

そこで，EGFR 野生型と変異型の肺腺がん由来細胞で
SLC35F2 遺伝子の発現抑制を行うことにより，ゲフィチ
ニブ感受性に影響がみられるかどうかについて検討した。
ゲフィチニブ感受性の低い A549 細胞と，感受性の高い
PC-9 細胞のそれぞれについてゲフィチニブの IC50 濃度決
定を行ったところ，それぞれ 15 μM，0.05 μM と算定され
たため，RNAi 処理とともにこの濃度のゲフィチニブを添
加することにより，ゲフィチニブ感受性に変化が見られる
かどうかを検討した。図 4 に示したように，ゲフィチニブ
処理による細胞増殖の阻害率は，A549 細胞ではコント
ロールが 28.5±7.5％，siRNA が 33.8±11.2％，PC-9 細胞
ではコントロールが 86.5±1.4％，siRNA が 81.9±6.9％で
あり，いずれも有意差はみられなかった。これらのことか
ら，A549 細胞，PC-9 細胞ともに SLC35F2 の発現抑制で
はゲフィチニブ感受性は変化せず，SLC35F2 はゲフィチ
ニブの輸送には機能していないことが示唆された。なお，
A549 細胞と PC-9 細胞とで IC50 濃度のゲフィチニブ処理
による増殖阻害率が大きく異なっていたことは，RNAi に
よる細胞の変化によりゲフィチニブに対する感受性が変動
したためであると考えられる。

Fig. 2  �Cell cycle progression of A549 and PC-9 cells treated with siRNA for SLC35F2.
Cells were seeded onto a 12-well plate and treated with each siRNA. The percentages of cells in G0/G1, S, and G2/M were 
determined at day 4 by DNA content analysis using propidium iodide and an image cytometer. Values shown are means±SD 
obtained from three experiments. Means (G0/G1 or S+G2/M) with different letters are significantly different (P < 0.05). Control, 
cells treated with control siRNA; siRNA1 and siRNA2, cells treated with either of two siRNA for SLC25F2.
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B 群ビタミンが SLC35F2 発現抑制による細胞増殖低下に
及ぼす影響

SLC35F2 の輸送基質は不明であるが，SLC35F メン
バーの一つである SLC35F3 は，ビタミン B1（チアミン）
の輸送機能を持つことが示されている�11）。SLC35F2 の発
現抑制による細胞増殖の低下がチアミンとそれに類似した
構造を持つ B 群ビタミン 3 種（ピリドキシン，ナイアシ
ン，ニコチンアミド）によりレスキューできるかどうかを
調べることにより，SLC35F2 がこれらのビタミンの輸送
に関与しているかどうかを検討した。それぞれのビタミン
は培地中と同じ遊離型とし，細胞増殖に大きな影響を与え
ない濃度として，培地に含まれる濃度の 10 倍量を目安に

100 μM となるように添加した。
A549 細胞及び PC-9 細胞を RNAi 処理するとともに B

群ビタミンのそれぞれを加え，4 日後に細胞増殖に与える
影響を検討した。図 5 に示したように，A549 細胞，PC-9
細胞のどちらにおいても，B 群ビタミンのいずれも RNAi
による細胞増殖の低下に大きな影響を与えなかった。今回
の実験では，SLC35F2 によるこれらのビタミンの輸送活
性や，発現抑制による細胞内でのビタミン濃度の変化を測
定していないことから，SLC35F2 がこれらのビタミンの
輸送に関与しないかどうかについては確定していないが，
少なくとも SLC35F2 の発現抑制による細胞増殖の低下は
これらのビタミンの輸送とは関連していないものと考えら
れる。

また，ゲフィチニブ基本骨格であるキナゾリン環はこれ
らの B 群ビタミンと類似した構造をもつことから，これ
らの B 群ビタミンがゲフィチニブ感受性に及ぼす影響に
ついても検討したが，A549，PC-9 細胞どちらの細胞にお
いても B 群ビタミンの添加によってゲフィチニブ感受性
に大きな変化は認められなかった（データは不掲載）。こ
れらのことから，これらの細胞において B 群ビタミンは
ゲフィチニブの感受性にも影響しないものと考えられる。

結　論

本研究は，SLC35F2 が非小細胞肺がんの増殖とゲフィ
チニブ感受性に及ぼす作用について明らかにすることを目
的として行った。本研究の結果より，非小細胞肺がん由来
細胞において SLC35F2 遺伝子の発現を抑制することに
よって，細胞周期が停止することにより細胞増殖が抑制さ
れることが示された。また，A549 細胞と機能亢進型の
EGFR 変異を持つ PC-9 細胞との間で相違は認められな
かったことから，SLC35F2 遺伝子の発現抑制による増殖

Fig. 3  �Gene expression of SLC25F2 in the gefitinib-resistant 
PC-9 cells.
Cells were treated with 0, 0.01, 0.1 and 1 μM gefitinib and 
the relative amounts of SLC25F2 transcript were deter-
mined by real-time PCR method. Values shown are 
means±SD obtained from three experiments. Asterisks 
indicate significant differences from cells treated with 
0 μM gefitinib (Dunnett’s test, P < 0.05).

Fig. 4  �Gefitinib sensitivity of A549 and PC-9 cells treated with siRNA for SLC35F2. 
Cells were seeded onto a 96-well plate and treated with each siRNA and the IC50 doses of gefitinib. The number of cells was 
quantified at day 4 using a WST-8 assay. Values shown are means±SD obtained from three experiments. Control, cells treated 
with control siRNA; siRNA, cells treated with a siRNA2 for SLC25F2.
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の低下は，EGFR の変異によらないことが示された。一方，
SLC35F2 遺伝子の発現量はゲフィチニブ耐性 PC-9 細胞で
低下していたことから，SLC35F2 はゲフィチニブ耐性獲
得に関与する可能性が示唆されたが，A549 細胞，PC-9 細
胞ともに SLC35F2 遺伝子の発現抑制によりゲフィチニブ
感受性に変化が見られなかったことから，SLC35F2 はゲ
フィチニブの輸送には機能しないことが示唆された。また，
B 群ビタミンの添加は，A549 細胞と PC-9 細胞のいずれ
においても，SLC35F2 による増殖抑制にもゲフィチニブ
感受性にも影響を与えなかった。

これらの結果から，SLC35F2 の発現状態は肺腺がん細
胞の増殖に関与しているが，その作用は B 群ビタミンの
輸送によるものではないものと考えらえる。また，その作
用は EGFR の変異に無関係であり，ゲフィチニブ感受性
にも影響しない可能性が示された。
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