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研究成果の概要（和文）：骨軟部肉腫の発生・増殖におけるGOLPH3とそのアイソフォームであるGOLPH3Lの機能の解析
を行った。横紋筋肉腫の患者腫瘍組織におけるGOLPH3/GOLPH3の発現を検討したところ正常筋肉組織と比較して横紋筋
肉腫組織ではGOLPH3/GOLPH3Lの発現が亢進していた。また横紋筋肉腫の細胞株でも正常筋芽細胞と比較してGOLPH3/GOL
PH3L分子が発現亢進していた。GOLPH3/GOLPH3Lの横紋筋肉腫における機能解析のためにGOLPH3/GOLPH3LをRNAiを用いて
選択的にノックダウンすると横紋筋肉腫細胞の増殖が抑制された。

研究成果の概要（英文）：GOLPH3 was originally identified by proteomic analyses of Golgi proteins localized
 in the trans-Golgi network. Recently, it was reported that GOLPH3 is up-regulated in various types of mal
ignancies. In order to explore the function of GOLPH3 and its isoform, GOLPH3L, in the pathogenesis of rha
bdomyosarcoma, we investigated the expression and knockdown effects of GOLPH3/GOLPH3L in human rhabdomyosa
rcoma. Western blot analysis and real-time PCR revealed that human rhabdomyosarcoma cell lines and biopsy 
specimens exhibited an increased expression of GOLPH3/GOLPH3L. GOLPH3/GOLPH3L knockdown by siRNA prevented
 the proliferation of human rhabdomyosarcoma cell lines. In addition, double-knockdown of GOLPH3/GOLPH3L a
lso prevented the proliferation of rhabdomyosarcoma cell lines. Our findings improve the understanding of 
rhabdomyosarcoma pathogenesis and suggest that the knockdown of GOLPH3/GOLPH3L may be an effective treatme
nt for rhabdomyosarcoma.
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１．研究開始当初の背景 
Golgi phosphoprotein 3（以下 GOLPH3）、
（別名 GOPP1; GPP34; MIDAS; FLJ90675
とも呼ばれる)はゴルジ複合体に局在する蛋
白質として同定された。GOLPH3 のゴルジ
体での正常な機能は phosphatidylinositol 
4-kinases 、 phosphatidylinositol 
4-phosphate (PtdIns4P)や PtdIns4P 結合蛋
白と協調的にゴルジ小胞形成や targeting を
行っている。一方で GOLPH3 はゴルジ体の
みならず、エンドソームや細胞膜にも局在す
ることが明らかとなっている。 
Scott らは肺がん、卵巣がん、乳がん、前立
腺がん、メラノーマの患者腫瘍組織における
染色体増幅を検討した結果、高頻度に 5p13
領域の遺伝子増幅が認められることを見出
した。この領域にコードされる遺伝子の発現
を検討した結果、がん組織ではゴルジ装置タ
ンパクである GOLPH3 が高発現しており、
腫瘍化や細胞増殖に関与している新たなが
ん原遺伝子であることを報告した。GOLPH3
が高発現している腫瘍細胞で GOLPH3 の発
現をノックダウンすると腫瘍細胞の増殖が
抑制された。一方で正常細胞に GOLPH3 を
強制発現すると形質転換して腫瘍化するこ
とを示した。そのメカニズムとしてGOLPH3
はレトロマー複合体の構成タンパクである
VPS35 と結合して mammalian target of 
rapamycin (mTOR)を介した増殖シグナルを
異常活性化し、腫瘍細胞の増殖や生存を誘導
していることが示された。 
GOLPH3 発現上昇による腫瘍化および細胞
増殖メカニズムは未だ不明な点が多いが、 
① ゴルジ装置の重要な機能のひとつとして
小胞体から送られてきたタンパク質に糖鎖
を付加する機能がある。古くから細胞のがん
化に伴い糖鎖構造が変化することは知られ
ているが、発現亢進した GOLPH3 が糖転移
化酵素の機能を修飾してリガンドやレセプ
ターの糖鎖修飾を変えることで細胞増殖シ
グナルを異常活性化していることが示唆さ
れている。 
② 細胞膜におけるレセプターのエンドサイ
トーシスによるレセプター数の増減は増殖
因子によるシグナルの活性化を調整してい
ることが知られている。発現が亢進した
GOLPH3 はゴルジ装置と細胞質内をダイナ
ミックに移動してレトロマー複合体の
VPS35 と結合することにより、細胞膜上のレ
セプターの内部移行・再利用の系に異常を起
こして WNT や mTOR のなどの細胞増殖シ
グナルを異常活性化していることが示唆さ
れている。 
また GOLPH3 は構造上、多数のリン酸化部
位やミリスチル化を受けると推測される配
列を持っており、これらの部位が修飾される
ことにより活性化や細胞内局在が変化して、
腫瘍化の機能が制御されていることが示唆
されている。しかし骨軟部肉腫における機能
は明らかとされていない。 

２．研究の目的 
新たな癌遺伝子として注目されている
GOLPH3 とそのアイソフォームである
GOLPH3L の機能の解析を行った。骨肉腫細
胞株・横紋筋肉腫細胞株および患者腫瘍サン
プルにおける GOLPH3/GOLPH3L 遺伝子の
機能を検討した。 
３．研究の方法 
ヒト横紋筋肉腫細胞株においての GOLPH3 遺
伝子の発現を real time PCR を用いて確認し
た。ヒト横紋筋肉腫細胞株 A204、RD、KYM-1
にて、GOLPH3 の siRNA を用いて knock down
し細胞増殖能の検討を行った。また、同様に、
GOLPH3遺伝子の相同体であるGOLPH3L遺伝子
を GOLPH3L の siRNA を用いて knock down し
細胞増殖能の検討を行った。さらに、上記２
遺伝子を同時に knock down し細胞増殖能の
検討を行った。 
４．研究成果 
real time PCR にてヒト横紋筋肉腫細胞株に
おいて GOLPH3 の発現が messenger RNA のレ
ベルで上昇している細胞株が見られた。同様
に western blot においてタンパク質のレベ
ルにおいても正常筋芽細胞、間葉系幹細胞よ
りも、横紋筋肉腫細胞株において GOLPH3 の
発現の上昇が見られた。また患者生検組織で
も正常骨格筋組織に比べて GOLPH3 の発現は
上昇していた同様に、GOLPH3L 遺伝子も発現
は上昇していた。(Fig.1 A-D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1 
 
横紋筋肉腫細胞株、A204、RD、KYM-1 におい
て GOLPH3 を siRNA を用いて knock down する
と MTT assay、WST-1assay にて増殖抑制効果
が認められた。(Fig.2 A-D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに、GOLPH3L 遺伝子の knock down でも同
様の結果が得られた (Fig.3 A-D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3 
 
また GOLPH3 と GOLPH3L を同時にノックダウ
ンすると相加的に横紋筋肉腫の増殖が抑制
された (Fig. 4 A-C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4 
 
また骨肉腫組織でも正常骨組織と比較して
GOLPH3/GOLPH3L は強発現していた。さらに
GOLPH3/GOLPH3L をノックダウンすると in 
vitro で骨肉腫の増殖が抑制された。 
また shRNA を用いて GOLPH3 をノックダウン
した骨肉腫細胞をヌードマウスの皮下に移
植するとコントロールの骨肉腫細胞と比較
して有意に腫瘍の増大が抑制された。GOLPH3
の発現低下に伴う骨肉腫細胞増殖抑制メカ
ニズムの解析のために、細胞を SA-beta-Gal
染色したところ、骨肉腫細胞で GOLPH3 をノ
ックダウンすると細胞老化が誘導されるこ
とが示唆されている。 
また他のグループからは中枢神経系の悪性
腫瘍であるグリオブラストーマやアストロ
サイト－マで GOLPH3 が高発現しており、
GOLPH3 の高発現は予後悪化因子であること



を示唆するデータが報告されている。 
細胞内小器官の中でエネルギー産生や酸化
ストレスと密接に関与するミトコンドリア
の機能異常とがん化については多数の報告
があるが、ゴルジ装置関連遺伝子の機能異常
とがん化についての研究は未だ端緒につい
たばかりである。ゴルジ装置関連タンパクの
ダイナミックな細胞内局在の変化や多彩な
機能が明らかになるにつれ、がん化への関与
の詳細なメカニズムもが明らかとされ、新た
な分子標的治療ターゲットとなることが期
待される。 
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