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研究成果の概要（和文）：本研究では、微量な生体試料 (組織切片) 由来ムチン上の糖鎖プロファイリング法の
確立と、ムチン産生腫瘍である膵・胆管がん多検体組織を用いてムチン上糖鎖の比較プロファイリングを実施
し、診断・治療標的の創出を目指し、疾患特異的糖鎖を検出することを目的とした。これまでに、モデル実験と
して培養細胞を用い、細胞由来ムチンの比較糖鎖プロファイリング法の確立に成功した。本法を応用し、胆管
癌・膵臓癌手術標本を用い、ムチン糖鎖比較解析を実施したところ、術後予後に応じて変化する糖鎖を見出し
た。本法は新たな診断マーカーおよび創薬標的の探索への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrate the development of the mucin glycan profiling 
targeting to surgical tissue sections  from pancreatic ductal adenocarcinoma and cholangiocarcinoma.
 We establish the glycan profiling of mucin molecules derived from culture cells. Using this method,
 we next demonstrate the differential mucin glycan profiling targeting to surgical tissue sections 
from pancreatic ductal adenocarcinoma and cholangiocarcinoma. As the result, we find a specific 
glycan change according to tumor prognosis after the surgery. Our methodology is expected to 
applicate to newly biomarker and drug discovery in the future. 

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 糖鎖は、細胞の分化・増殖に伴いその構造
が劇的に変化することがよく知られている。
中でも、その分子上に多数の糖鎖結合部位を
持つ巨大分子、MUC1 はその発現と糖鎖構造変
化が癌の形態 (浸潤・転移・分化など) に密
接に関わるとされることから、MUC1 糖鎖は腫
瘍マーカー・治療薬開発において格好の標的
とされる。これまでに、MUC1 糖鎖に着目した
腫瘍マーカー開発実施例は数多くある。しか
しながら、実際のヒト生体試料において MUC1
糖鎖を解析した例はほぼ皆無であり、腫瘍生
物学との関連は未だ謎な部分が多く、臨床応
用に至ったケースも少ない。なぜなら、組織
や血清由来 MUC1 を標的とした糖鎖構造解析
は、最新鋭の技術をもってしても尚困難であ
ることに起因する。これまでに申請者らは、
高感度比較糖鎖プロファイリングシステム、
レクチンマイクロアレイ (図 1) を用い、
様々な生体試料中糖タンパク質糖鎖を標的
とした比較糖鎖プロファイリング法を開発
し、糖鎖バイオマーカー創出へと応用してき
た。さらにタンパク質に対する抗体をオーバ

ーレイさせ、標的とする糖タンパク質上糖鎖
プロファイルを選択的に検出する、抗体オー
バーレイ・レクチンマイクロアレイ法 (図 
2) を開発した。本法の開発は、それまで困
難とされていた生体中の微量な糖タンパク
質でさえも、その解析対象とするタンパク質
上の糖鎖プロファイルを疾患特異的に検出
することを可能とし、各種疾患バイオマーカ
ー開発を強力に推し進めてきた。これまでの
MUC1 糖鎖解析例の多くは、株化された培養細
胞由来のものを標的としたものがほとんど
で、生体試料、特に組織切片由来 MUC1 の解
析例はなく、生体中の MUC1 上糖鎖がどのよ
うな構造でその生物学的重要性は未だ未解
明のままである。したがって、実際の生体試
料中 MUC1 上糖鎖を解析することは、臨床応
用上極めて重要な課題であり、本研究課題に
おいて期待される解析技術が抗体オーバー
レイ・レクチンマイクロアレイ法である。 

 
２．研究の目的 
 癌などでその発現量が上昇するとされる
MUC1 は高度に糖鎖修飾された粘液性糖タン
パク質である。しかし、生体内 MUC1 糖鎖構
造解析は現状の解析技術では困難であり、
MUC1 糖鎖を定量的に検出する新たな方法論
が必要とされている。本研究の目的は、超高
感度糖鎖プロファイラー、レクチンマイクロ
アレイを用い、生体試料 (組織切片) 中の微
量な MUC1 上糖鎖プロファイリング法を確立
すること、MUC1 産生腫瘍である膵・胆管癌多
検体組織を用いた MUC1 比較糖鎖プロファイ
リングを実施し、疾患特異的 MUC1 糖鎖の創
出と新たな診断・治療標的薬開発への応用お
よびその腫瘍生物学的役割を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) レクチンマイクロアレイ法による臨床
組織切片からの MUC1 糖鎖プロファイリング
法を確立する。MUC1 上糖鎖の好感度検出に
は、ホルマリン固定組織切片からの効率的に
MUC1 をエンリッチする方法論を確立するこ
とが重要である。免疫染色・レーザーマイク
ロダイセクション法により、MUC1 陽性領域を
選択的に採取し、免疫沈降によって MUC1 エ
ンリッチ後、レクチンアレイ解析に供する。
レクチンアレイデータ解析法までを最適化
し、統一プロトコルを作成する。 
(2) 鹿児島大学病理教室にてライブラリー
化された MUC1 を高発現する膵・胆管がん組
織を用い、上記より確立したプロトコルに従
い、多検体による比較糖鎖プロファイリング
を実施する。まずは膵臓・胆管がんの腫瘍間
で各腫瘍特異的な糖鎖プロファイルの検出
を試みる (図 3)。統計学的解析により、各腫
瘍で特異的な糖鎖プロファイル (レクチン
反応パターン) を検出する。有意差の認めら
れたレクチンについてレクチン染色により
レクチンアレイデータの整合性を検討する。 

 (3) 膵臓癌・胆管癌それぞれのレクチンア
レイデータから、臨床情報を用い、統計学的
手法により、特徴的な MUC1 糖鎖変化を創出
する。検証には抗 MUC1 抗体とレクチンによ
る蛍光二重染色を実施する。 
 
４．研究成果 
 本研究により、MUC1 抗体オーバーレイ・レ
クチンマイクロアレイ法を確立した 



(Matsuda A, et al, Anal Chem. 2015)。本
法の組織切片への応用を検討したところ、組
織切片由来 MUC1 の比較糖鎖解析が可能とな
った。 
 MUC1 免疫組織染色を実施し、MUC1 陽性領
域よりレーザーマイクロダイセクション法
にて、選択的に MUC1 を含む組織断片を回収
することにより、効率的な組織切片由来 MUC1
糖鎖プロファイリングが可能となった (図
4) (Matsuda A, et al, Lab Inv. 2017)。最

適化された本法を用いることにより、最終的
に 5m 厚のホルマリン固定組織切片より
2.5mm2 程度の MUC1 陽性領域があればその糖
鎖プロファイルが取得可能なプロトコルの
作成に成功した。標的タンパク質の組織切片
中の糖鎖プロファイリングの報告例はこれ
までになく、本成果は新たな知見を供給する
とともに、世界最高感度の方法論である。 
 確立した本法に従い、腫瘍間での MUC1 比
較糖鎖プロファイリングを検討した。胆管癌 
(CCA) 21 症例、膵臓癌 (PDAC) 50 症例を用
いて、全ての MUC1 糖鎖プロファイリングを
取得。得られた 45 種類のレクチン全てのレ
クチンアレイデータについて統計学的解析
を実施 (階層的クラスター解析、主成分解
析)、胆管癌・膵臓癌それぞれで有意差のあ
るレクチンを選抜し、さらに単変量解析にて
各レクチンの統計学的有用性を検討した。結
果、胆管癌で有意に上昇するレクチンとして
PWM (Pokeweed, phytolacca Americana)、膵
臓癌で有意に上昇するレクチンとして2-3
シアル酸を特異的に認識する MAL (Maackia 
amurensis lectin) をそれぞれ見出し、同じ

MUC1 でも産生される腫瘍によってその糖鎖
構造は異なることを、生体試料を用いて示す
ことに成功した (図 5)。また、胆管癌組織
21 症例より得られたレクチンアレイデータ
から、各種臨床パラメータとの相関関係を検
討したところ、特にMUC1糖鎖構造の変化は、
術後予後とよく相関することが判明した。具
体 的 に は MAH (Maackia amurensis 
hemaglutinin) のシグナル強度と術後予後

が高い相関性を示した (図 6)。これは癌の進
展・悪性度によってその糖鎖構造が変化する
ことを示しており、早期診断のみならず、悪
性度などを評価するマーカーとして活用で
きる可能性を示唆するものである。 
 
 本研究により、臨床サンプルからの MUC1
糖鎖解析法が確立され、その糖鎖構造は病態
に応じて変化することも示された。今後、
MUC1 のみならず他の癌関連分子上糖鎖の比
較解析にも本法の応用が期待され、新たなマ
ーカー開発ツールとしての活用が見込まれ
る。 
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