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１．研究実施の概要 

 上皮性癌細胞の産生するムチンは、癌組織や癌患者血液中に分泌され、免疫担当細胞上

のレクチンなどとの相互作用を介して免疫機能に影響を与えていると考えられる。単球／

マクロファージ上のスカベンジャーリセプター（SCR）にムチンが結合し、シクロオキシ

ゲナーゼ2（COX2）の誘導に伴うPGE2の産生亢進を明らかにしてきた。PGE2は血管新生の

促進や免疫抑制作用をもつことが知られており、ムチンを起点としたカスケードの腫瘍組

織形成に対する影響を明らかにする。また、可溶性SCRや人工ムチンを本カスケードの阻

害剤として用い、その効果を調べる。さらに、このような単球／マクロファージの過剰刺

激を伴う病態は、他の疾患にも見られ、その例として関節リウマチにおいても同様のアプ

ローチを試みる。また、ムチンはシグレックファミリーにも結合することを明らかにして

きたが、結合に伴う各免疫担当細胞での活性化シグナルに対する抑制効果、あるいは各々

の細胞の生物活性に対する影響を検討する。これらの研究を通じて、担癌状態におけるム

チンの生物学的意義を明らかにするとともに臨床的応用に結びつける。 

 

２．研究実施内容 

 上皮性癌細胞の産生するムチンは、様々な免疫系細胞と相互作用することがわかった。

その中で、単球／マクロファージ上のSCRを介した系及びシグレックファミリーの中でシ

グレック2と7を介した系についていくつかの知見を得た。 

１）SCRを介した系について 

 マウス乳癌由来細胞株で、ムチン産生株TA3-Haと非産生株TA3-Stを用いて、ムチンと腫

瘍組織形成について検討した。2つの亜株のin vitroにおける増殖速度はほぼ同じであっ

たが、皮下腫瘍はHa株の方が著しく早く形成された。それぞれの腫瘍組織より、RNA、タ

ンパク質を抽出し、COX2 mRNA、COX2酵素タンパク質、VEFG mRNA、活性型MMP-2の発現を

比較したところ、いずれもHa株の方が高い値を示した。このことは、免疫組織化学的にも

証明され、抗CD31抗体を用いた免疫組織染色でHa腫瘍組織に著しい血管新生を認めた。続

いて、TA3-Ha細胞の産生するムチン（エピグリカニン）を精製し、マクロファージを活性

化することを確認した上で、in vitro、in vivoによるTh1、Th2サイトカイン産生に対す



るムチンの影響を調べた。マクロファージ及び脾臓CD4 T細胞からのそれぞれIL-12 (p70)、

IFN-γの産生は、ムチンにより有意に減少することがわかった。また、TA3-Ha、Stの担癌

マウスより脾細胞を調製し、CD4陽性T細胞中のIL-4あるいはIFN-γ産生細胞数を比較した。

HaあるいはSt腫瘍担癌マウスにおいて、IL-4産生細胞数は同等であったが、IFN-γ産生細

胞は前者において有意に減少していた。これらの結果は、ムチンを起点としてPGE2の産生

亢進がもたらすものと考えられる。次に、SCRノックアウトマウスを用いて、腫瘍形成へ

の影響を検討したが、一定の傾向は認められるものの、redundancyによる代償作用の結果、

注目すべき結果は得られなかった。この点を克服するために、可溶性SCRを作製し、腫瘍

組織形成に対する影響を調べた。可溶性SCRがムチンに結合することを確認した上で、可

溶性SCR cDNAをTA3-Ha細胞に導入し、安定発現株を得た。同細胞による皮下腫瘍形成は、

Mock細胞に比して生着率は低く、増殖速度は遅いことがわかった。また、未処理のTA3-Ha

細胞と可溶性SCR発現細胞と混合して皮下に注射した場合も、TA3-Ha細胞単独の場合に比

して効果が認められた。 

 次に、血中ムチンの生物学的意義についても検討した。血中ムチンについても、ヒト末

梢血単球を活性化、PGE2の産生亢進を確認した。同時に、IL-6の産生も亢進することを示

した。IL-6は大腸癌細胞に働き、IL-10の産生を促進することが報告されており、このカ

スケードにおいても免疫バランスに影響を与えているものと考えられる。（中田グルー

プ） 

 α-ポリグルタミン酸の側鎖に硫酸基が高密度に含有する人工ムチンの合成法を確立し

た。ELISA法により、硫酸化人工ムチンは可溶性SCRと強い親和性を有することがわかった。

本人工ムチンの抗腫瘍効果については今後の課題である。（村田グループ） 

 抗Tn、シアリルTnモノクローナル抗体を用いた免疫染色により、大腸癌組織と同様に、

ヒト胃癌の間質組織において、Tn、シアリルTn抗原が発現し、これらの癌関連糖鎖抗原の

周囲にCOX2発現マクロファージが存在していることを明らかにした。さらに、同様の抗原

が関節リウマチ（RA）患者関節組織滑膜細胞やマクロファージ様の単核球に発現している

ことを免疫染色により明らかにした。ヒアルロニダーゼ処理したRA患者関節液をゲルろ過

し、分画した。高分子画分にDot blot法によりムチンが存在することを示すとともに、健

常者ヒト単核球への添加実験で、この画分が非常に高いPGE2とTNF-αの産生誘導能を有し

ていることがわかった。これらの結果は、RA患者関節液中に正常ヒトリンパ球を刺激し、

PGE2やTNF-αの産生を促すムチンが存在することを示唆している。今後、RAの病因に関連

すると考えられる関節液中のムチンを精製し、生化学的性質を明らかにするとともに、RA

治療への応用を模索する。（川人グループ） 

２）シグレックファミリーを介した系について 

 シグレック2にムチンが結合することは、同分子のムチン-セファロースへの結合、同分

子の発現株への標識ムチンの結合及び可溶型シグレック2分子のムチンの結合などで示し

てきた。ヒトバーキットリンパ腫Daudi細胞及びシグレック2強制発現株K46µmλ細胞（鍔

田博士との共同研究）を用いて、ムチン存在下におけるB細胞リセプターを介した情報伝



達に対する影響について検討した。いずれの細胞を用いても、ムチン存在下で情報伝達の

抑制、すなわち、ムチン存在下では、シグレック2のリン酸化、SHP-1のリクルート及び

MAPKのリン酸化の減少がムチンの濃度依存的に認められた。SHP-1のリクルート及びMAPK

のリン酸化がいずれも減少するという結果は、従来の抗シグレック2抗体を用いた知見と

は矛盾し、ムチンに特有の現象と考えられる。B細胞表面のラフトの形成との関連で検討

している。シグレック7に関しても、強制発現株などを用いてムチンの結合を確認すると

ともに、NK細胞活性に対するムチンの影響を検討した。ムチンの濃度依存的にNK細胞活性

の減少を示すとともに、NK細胞からのIFN-γの産生についても抑制されることを見いだし

た。（中田グループ） 

 糖転移酵素によって合成した(Galβ1-4GlcNAc)nβ-pNP(n=1-3) のp-ニトロフェニルを還元、

アミノ化した配糖体をα-ポリグルタミン酸に導入し、置換度および糖鎖の長さが異なる

種々の人工ムチンを合成した。これをアクセプターに用い、CMP-Neu5Ac,2Naをドナーとし

て、市販のα2,6シアリルトランスフェラーゼによりシアリル化を試みたところ、ほぼす

べての糖鎖に対してシアル酸を転移することが可能であった。ELISA法を用いた解析によ

り、合成したα2,6シアル酸含有人工ムチンは、糖鎖の鎖長にかかわらずシグレック2と特

異的に結合することが示された。（村田グループ） 

 蛍光で検出できるADHPを用いて、アルカリ還元処理によりBSMから遊離させた糖鎖を、

イオン交換クロマトにより酸性糖鎖と中性糖鎖に分け、HPLCで糖鎖を分離した。分離した

糖鎖の末端に還元性を持たせるために緩和な条件下で過ヨウ素酸酸化処理を行いADHP化

NGLを得た。酸性糖鎖に焦点を絞り、ADHP化NGLをHPTLCで分析した。その結果、BSMにはシ

アル酸としてN-アセチル型とN-グリコリル型の存在が報告されているが、還元末端の

GalNAcolの6位の炭素にN-アセチルノイラミン酸あるいはN-グリコリルノイラミン酸が結

合して、さらにGalNAcolの3位の炭素にGalNAc, GlcNAc, あるいはGal、および、推定であ

るが、GalNAcolの3位の炭素に結合したGalNAcにN-アセチルノイラミン酸あるいはN-グリ

コリルノイラミン酸が結合した糖鎖の存在を確認することができた。 

 糖鎖マイクロアレイの有用性と糖鎖マイクロアレイの改良に関して、デルマタン硫酸の

糖鎖に焦点を絞り細胞増殖因子やサイトカインと相互作用する糖鎖の検索を行った。実験

材料として、コンドロイチン硫酸A,Cに結合するがDS鎖により強く結合すると報告されて

いるHGFとFGF-7/KGFなどをモデルタンパク質として選択した。その結果、HGFはCSA,CSC由

来の同じ鎖長の糖鎖に比較してDS鎖に強く結合し、最小の鎖長は8-merであった。また、

FGF-7/KGFもDS鎖の8-mer以上に結合することを認め、細胞増殖を活性化させるDS鎖の大き

さとよく一致するものであった。（福井グループ） 

 

３．研究実施体制 

中田グループ 

研究分担グループ長：中田 博（京都産業大学工学部、教授） 

研究項目：担癌状態におけるムチンを介した免疫能の変化と腫瘍組織形成 



福井グループ 

研究分担グループ長：福井 成行（京都産業大学工学部、教授） 

研究項目：ウシ顎下腺ムチン（BSM）の糖鎖を網羅した糖鎖マイクロアレイを用いた

シグレック2及びSCRの結合する糖鎖の検索 

村田グループ 

研究分担グループ長：村田 健臣（静岡大学農学部、助教授） 

研究項目：可溶型シグレック及びスカベンジャーリセプターと人工ムチンの結合 

解析 

川人グループ 

研究分担グループ長：川人 豊（京都府立医科大学、助手） 

研究項目：ヒト消化器癌、関節リウマチ組織におけるムチン発現及びムチンによる

COX2誘導とその病因との関連性 
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