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研究成果の概要（和文）：本研究では硫酸化糖鎖が細胆管細胞癌のマーカーになるかどうかを検討した。正常肝
の小径肝内胆管および細胆管細胞癌の細胆管様構造の内腔面に硫酸化糖鎖が優位に発現しており、後者では硫酸
化糖鎖の発現とMUC1の発現が共局在していることを明らかにした。さらに胆管細胞における硫酸化糖鎖の生合成
にN-アセチルグルコサミン-6-硫酸転移酵素（GlcNAc6ST-2）が関与していることを示した。以上の結果より、
GlcNAc6ST-2依存性に生合成された硫酸化糖鎖で修飾されたMUC1が腺管の内腔面に発現することが細胆管に分化
した胆管細胞の特徴であり、細胆管細胞癌のマーカーとしても利用可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study was undertaken to determine whether sulfated glycans could serve 
as a cholangiolocellular carcinoma (CoCC) marker.  We showed that sulfated glycans are 
preferentially expressed at the apical membrane of cholangiocytes found in small-sized intrahepatic 
bile ducts in normal liver and in canalicular structures formed in CoCC.  We also reported that 
apical membrane expression of sulfated glycans colocalized with that of mucin 1 (MUC1) core proteins
 in CoCC.  We showed that N-acetylglucosamine-6-O-sulfotransferase 2 (GlcNAc6ST-2) catalyze 
biosynthesis of sulfated glycans in cholangiocytes.   These results indicate that apical membrane 
localization of MUC1 proteins decorated with GlcNAc6ST-2-dependent sulfated glycans may mark 
cholangiocytes with cholangiolar/ductular differentiation and could serve as a useful CoCC marker.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 細胆管細胞癌　糖鎖　MUC1
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１．研究開始当初の背景 
	 肝原発性悪性腫瘍は元来、肝細胞に類似し
た 上 皮 性 悪 性 腫 瘍 で あ る 肝 細 胞 癌
hepatocellular	carcinoma	(HCC)、肝内胆管
上皮に類似した肝内胆管癌	intrahepatic	
cholangiolcarcinoma（ICC）、両者の組織像
を示す中間型に分類されていた。肝癌取扱い
規約第 5版で初めて ICC から独立して分類さ
れた細胆管細胞癌 	 cholangiolocellular	
carcinoma（CoCC）は、細胆管に類似した小
腺管を形成しながら増殖する高分化管状腺
癌であり、HPC のマーカー分子（CK19、NCAM）
を発現することから、毛細胆管と細胆管の間
にヘリング管の肝幹細胞（HPC）に由来する
癌として注目を集めている（Komuta	et	al.	
Hepatology	 2008）。免疫組織学的には、
epithelial	membrane	antigen（EMA）の発現
パターンに特徴があり、CoCC では腺腔の内腔
面が線状に強く染まる一方、ICC では癌細胞
の胞体が均質に染色される。このことから免
疫組織染色による EMA の染色動態が重要視さ
れ、CoCC と ICC の鑑別に有用であるとされて
いる。	
	 EMA（別名 MUC1）は巨大な膜結合型糖タン
パク質であり、分子量の 50〜90%が糖で占め
られるほどの糖鎖修飾を受けており、その大
部分はN末端側サブユニットにあるvariable	
number	tandem	repeats（VNTR）に存在する
セリン、スレオニンに富む領域における O結
合型糖鎖修飾に由来する。細胞表面の糖鎖修
飾は、癌細胞の増殖や接着、転移に関与して
おり、大腸癌や膵臓癌、乳癌では、正常細胞
と癌細胞で MUC1 の糖鎖修飾が異なると報告
されていることから（Mann	et	al.	Int	J	Cncer	
1997;	Burdick	et	al.	J	Biol	Chem	1997;	
Whitehouse	and	Burchell.	J	Cell	Biol	1997）、
肝臓癌においても MUC1 の糖鎖修飾パターン
に特徴があると予想される。	
	
２．研究の目的 
	 癌細胞で特徴的な発現パターンを示す糖
鎖の種類と役割を解明することを目的とし、
肝原発性悪性腫瘍の中でも比較的まれで、発
症機構が明らかにされていない CoCC に焦点
を当て、他の肝原発性悪性腫瘍とは異なった
発現パターンを示す MUC1 の糖鎖構造を明ら
かにする。	
 
３．研究の方法 
（1）肝原発性悪性腫瘍における MUC1 ならび
に糖鎖発現パターンの解析	
	 CoCC、ICC（peripheral	type-ICC および
perihilar	type-ICC）、HCC の手術標本 96 例
を使用し、抗 MUC1 抗体および抗硫酸化シア
リルルイス X糖鎖抗体による免疫組織染色な
らびに蛍光免疫組織染色を行なった。	
（2）MUC1 の糖鎖修飾の解析	
	 硫酸化糖鎖を恒常的に発現する CHO 細胞に
FLAG 標識した MUC1 を発現させ、その細胞溶
解液を使用して、抗 FLAG 抗体による免疫沈

降を行ない、ポリアクリルアミド電気泳動、
抗FLAG抗体および抗硫酸化シアリルルイスX
抗体によるウェスタンブロット法を行なっ
た。	
（3）ICC 由来の細胞株における硫酸化シアリ
ルルイス X糖鎖の発現解析	
	 ICC由来の細胞株であるSSP-25細胞よりト
ータル RNA を抽出し、逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応を行なった。さらに SSP-25 細胞に N-
アセチルグルコサミン-6-硫酸転移酵素
（GlcNAc6ST）-1 および GlcNAc6ST-2 を発現
させ、抗硫酸化シアリルルイス X糖鎖抗体に
よる蛍光免疫細胞染色を行なった。	
（4）N-アセチルグルコサミン-6-硫酸転移酵
素遺伝子欠損マウスの解析	
	 野生型マウス、GlcNAc6ST-1 遺伝子欠損マ
ウス、GlcNAc6ST-1 および GlcNAc6ST-2 遺伝
子ダブル欠損マウスの肝組織を用いて、抗硫
酸化シアリルルイス X糖鎖抗体による蛍光免
疫組織染色を行なった。	
	
４．研究成果	
（1）肝原発性悪性腫瘍における MUC1 ならび
に糖鎖発現パターンの解析	
	 正常肝では小径肝内胆管が抗硫酸化シア
リルルイス X糖鎖抗体に陽性であり、主とし
て内腔側の細胞膜に硫酸化シアリルルイス X
糖鎖が発現していた。CoCC の症例の 90.0%で
細胆管様構造の内腔面に硫酸化シアリルル
イス X糖鎖が発現していた。同様の抗硫酸化
シアリルルイス X糖鎖抗体による染色パター
ンは、peripheral	type-ICC の症例の 46.2%
でもみられた。一方、perihilar	type-ICC の
症例では内腔側の細胞膜における硫酸化シ
アリルルイス X糖鎖の発現はみられず、ごく
一部の癌細胞の細胞質にわずかに硫酸化シ
アリルルイス X 糖鎖が発現していた。HCC の
症例では抗硫酸化シアリルルイス X糖鎖の発
現はみられなかった。蛍光免疫組織染色によ
り、CoCC の症例において硫酸化シアリルルイ
ス X 糖鎖と MUC1 の発現が共局在しているこ
とを明らかにした。	
（2）MUC1 の糖鎖修飾の解析	
	 免疫沈降法、ポリアクリルアミド電気泳動、
ウェスタンブロット法により、MUC1 が硫酸化
シアリルルイス X糖鎖により修飾されるコア
タンパク質であることを明らかにした。	
（3）ICC 由来細胞株における硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖の発現解析	
	 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応により、
SSP-25 細胞において GlcNAc6ST-1 および
GlcNAc6ST-2 の転写産物をわずかに検出した。
蛍光免疫細胞染色を実施したところ、SSP-25
細胞は硫酸化シアリルルイス X糖鎖を発現し
ていなかった。そこで SSP-25 細胞に
GlcNAc6ST-1 または GlcNAc6ST-2 を発現させ
たところ、後者において、SSP-25 細胞の細胞
膜に硫酸化シアリルルイス X糖鎖の発現がみ
られた。	
（4）N-アセチルグルコサミン-6-硫酸転移酵



素遺伝子欠損マウスの解析	
	 ヒトの正常肝ではほぼ全ての小径肝内胆
管が抗硫酸化シアリルルイス X糖鎖抗体に対
して陽性であったが、野生型マウスでは 10%
以下の小葉間胆管が抗硫酸化シアリルルイ
ス X 糖鎖抗体に対して陽性となった。
GlcNAc6ST-1 遺伝子欠損マウスにおける抗硫
酸化シアリルルイス X糖鎖抗体による染色パ
ターンは、野生型マウスのそれと同様であっ
た。一方、GlcNAc6ST-1 および GlcNAc6ST-2
遺伝子ダブル欠損マウスでは硫酸化シアリ
ルルイス X糖鎖の発現が完全に消失している
ことを明らかにした。これらの結果は、小葉
間胆管における硫酸化シアリルルイス X糖鎖
の生合成に GlcNAc6ST-2 が関与していること
を示している。	
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