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研究成果の概要（和文）：陽性荷電含有ヘパラン硫酸糖鎖 GlcA-GlcNH
3

+

（JM403 抗原）はヒト小

腸増殖帯細胞の細胞質に顆粒状に発現し、癌ではその発現は生物学的悪性度と相関する。そこ

で増殖期にある癌細胞株や胎児（げっ歯類）組織を用いその特徴的発現パターンを調べた。そ

の結果 JM403 抗原の顆粒状発現は、増殖期にあっても椎間板や神経細胞の細胞質にはほとんど

認められず上皮系細胞に特徴的に認められたことから上皮系細胞の分化・増殖に密接に関与し

ていると推定された。 

 

研究成果の概要（英文）：Expression of heparan sulfate glycosaminoglycan with positively 

charged domain (JM403 antigen) in cytoplasm was examined in proliferative and/or 

differentiated cells of cancers and fetal rodent tissues. The JM403 antigen was limitedly 

expressed in epithelial cells but not in nervous cells and connective tissue cells, 

suggesting its involvement with epithelial proliferation and differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)HS 糖鎖と癌化 

癌化に伴う糖鎖発現異常は古くから知られ、

臨床で腫瘍マーカーとして用いられている。

しかし、へパラン硫酸（HS）プロテオグリカ

ンについては、コア蛋白質の研究はなされて

きているものの、シグナル伝達に携わる HS

糖鎖の癌性変化に関する研究は国内外とも

乏しい。その理由は、複雑、多様なこのもの

の糖鎖構造解析が困難な点に集約される。HS

糖鎖は細胞外マトリックスや細胞膜に存在

し、硫酸化ドメインを介し増殖因子やサイト

カイン等が結合し、これらのシグナルが効率

よく細胞に伝達される事から、こうした陰性

荷電に富んだ領域が重要と考えられてきた。 

(2)JM403 抗原の発現 

HS 糖鎖の微量成分とされてきた陽性荷電を

帯びた GlcA-GlcNH
3

+

（以下 JM403 抗原）の発

現を調べたところ、我々の研究から意外な事

に、i)ヒト正常小腸増殖帯上皮細胞では細胞
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質内に発現し、増殖細胞マーカーKi-67 抗原

の分布と重なること。ii)この発現は、ヒト

小腸上皮の終末分化を遂げた細胞やアポト

ーシスが誘導された細胞においては、細胞膜

上で発現が増強することを見出した。また、

この糖鎖発現を、ヒト乳癌組織切片を用い検

討したところ、正常乳管細胞では全く発現せ

ず、乳癌では約 6割で細胞質に陽性所見が見

られ生物学的悪性度とも強い相関が見られ

た。 

 

２．研究の目的 

(1)HS 糖鎖 GlcA-GlcNH
3

+

の機能解析 

GlcA-GlcNH
3

+

の細胞質のおける局在を明確に

し、細胞増殖・分化・アポトーシスにおける

役割を研究する。 

(2) バイオマーカーとしての HS 糖鎖

GlcA-GlcNH
3

+

の役割

 

乳癌に加え、膵癌、胆管癌、大腸癌等の癌に

ついてもこの糖鎖発現が悪性度の指標とな

るか検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)免疫組織学的研究 

免疫組織学的方法（光学顕微鏡、共焦点レー

ザー顕微鏡、電子顕微鏡）を用い、JM403 抗

原に加え、関連の HS 糖鎖抗原エピトープ認

識抗体 10E4（抗原エピトープ GlcNS）, NAH46

（GlcA-GlcNAc）, Ki67 抗原, TUNEL 法等で

染色を行った。対象は、ヒトでは小腸、乳癌、

膵癌、胆管癌、大腸癌、腎癌組織片を用いた。

動物ではマウス（C57BL メス）、ラット（SD

メス）の成獣（マウス 8 週齢、ラット 21 週

齢）を用い、胎児の場合はマウス、ラットと

も胎齢 17 日を用いた。 

(2)生化学・分子生物学的研究 

種々のヒト癌細胞株を用い、増殖期あるいは

アポトーシス時における細胞表層 HS 糖鎖抗

原を JM403, 10E4, NAH46 等の抗体で検出す

るとともに、それぞれの HS 糖鎖抗原発現に

関与すると思われる遺伝子群の mRNA やタン

パク質の発現量を RT-PCR、ウエスタンブロッ

ト等で測定した。また、常法に従い HS 糖鎖

を抽出後 3 種の HS 糖鎖分解酵素で二糖に消

化させ、二種類（C22, C30）の逆相カラムを

基にしたイオンペアクロマトグラフィーを

用い、その組成を分析した。 

 

４．研究成果 

(1)げっ歯類小腸上皮細胞における JM403 抗

原の発現 

ヒト小腸粘膜上皮における JM403 抗原の細胞

質顆粒状発現は、増殖帯の上部に存在する細

胞とそれに続く数層の細胞で見られ、絨毛粘

膜上層に行くつれ顆粒状発現パターンは減

弱し、変わって細胞膜直下あたりに極めて細

かな粒状となって存在する。増殖帯での発現

は一部 Ki67 抗原の発現と一致した。一方、

ラットやマウスにおいては Ki67 抗原が主に

陰窩の増殖帯に一致して発現するのに対し、

JM403抗原の顆粒状発現はKi67抗原の発現が

消失した直後の細胞から入れ替わる様に始

まり粘膜先端に向かい数層に渡って染色さ

れ、粘膜上端ではその染色は消失した。なお、

腸管リンパ組織においては胚中心に Ki67 抗

原の発現が見られたが JM403 抗原の発現は見

られなかった。一方 10E4 抗原は、ほとんど

細胞質では見られず、細胞膜に沿いその発現

が見られ（蜂窩状の染色パターン）、NAH46 抗

原の発現は、JM403 抗原と 10E4 抗原の中間の

染色パターンを示した。10E4, NAH46 二つの

抗原発現パターンはヒトの小腸の発現パタ

ーンと同じであった。 

 

(2)JM403 抗原の細胞内局在 

①共焦点レーザー顕微鏡による検討 

ヒト乳癌組織における JM403 抗原の局在をよ

り明らかとするため、共焦点レーザー顕微鏡

を用い、Ki67 抗原発現と比較した（図１ 矢

印は同じ細胞を示す）。JM403 抗原（Alexa594 

赤）と Ki67 抗原（Alexa 488 緑）の共存は一

部の癌

細胞で

認めら

れたが、

どちら

か片方

しか認

められ

ない癌

細胞も

見られた。また 3 次元的観察により、JM403

抗原は核（TOTO3 青）には認められず、細胞

質にのみに存在することが判明した。 

②電子顕微鏡による検討 

ヒト小腸における JM403抗原の発現はその光

学顕微鏡所見より、ゴルジ装置に局在すると

推定された。ラット小腸を用い電子顕微鏡で

免疫組織化学的に検討した結果、予想通りゴ

ルジ装置であることが確認できた。一方、乳

癌組織所見では極性の乱れのため、光学顕微

鏡でその局在を推定することは困難である。

電子顕微鏡による免疫組織化学的検討では

JM403 抗原は

層状 vesicle

様構造に特異

的に見いださ

れ（図２）、合

成あるいは分

泌系の細胞小

器官に存在す

ることが確認された。 

(3)JM403 抗原の胎児組織における発現 

JM403 抗原は、ヒトにおいては小腸の上皮細



胞増殖帯の一部の細胞や、増殖の激しい癌細

胞に発現することから、増殖や分化に密接に

かかわっているものと考え、胎児のマウスや

ラットを用い、その発現を Ki67 抗原や他の

HS 糖鎖抗原（10E4、NAH46）発現と免疫組織

化学的に比較検討した。腎臓においては、

Ki67 抗原が尿細管や糸球体原基の上皮性と

思われる細胞に比較的広範に染色されるの

に対し、JM403 抗原は一部の尿細管や糸球体

細胞の細胞質に顆粒状に染色された（図３a

マウス）。一方他の HS 糖鎖抗原は一部の尿細

管や糸球体の基底膜に染色されたが、細胞質

に顆粒状に染色されることはほとんどなか

った。胃においては、Ki67 抗原が主に基底膜

直上の細胞に染色されるのに対し JM403 抗原

はさらにその一層上層の細胞の細胞質にま

で顆粒状に染色された（図３bマウス）。一方、

細胞膜や間質はほとんど染色されなかった。

他の HS 抗原は一部の細胞に僅かに細胞質が

染色されたにすぎず反対に細胞膜ないしは

間質に染色が観察された。肝臓においては、

Ki67 抗原が、核が濃染した血球系細胞ならび

に細胞質に富み核の大きい肝細胞系の細胞

を問わず染色されるのに対し、JM403 抗原は

肝細胞系と思われる細胞の細胞質にのみ染

色された（図３c ラット）。他の HS 糖鎖抗原

はわずかに基底膜と思われる部位が染色さ

れるのみであった。また、神経系組織（図４

a ラット）や椎間板（線維輪）（図４ｂラット）

（図４bラット）においては、Ki67 抗原が染

色された細胞では、JM403 抗原の細胞質にお

ける顆粒状の染色は全く観察されず、むしろ

通常、HS 糖鎖発現でよく観察される細胞外マ

トリックスパターンの発現が認められた。 

(4)皮膚創傷治癒モデルにおける JM403 抗原

の発現 

皮膚創傷時における JM403 発現（図５a）を

Ki67 抗原発現（図５b）と対比し調べた。表

皮では JM403 抗原は基底層細胞から有棘層細

胞にかけ細胞質に顆粒状に発現し、一部は

Ki67 抗原発現と一致した。この両抗原の発現

パターンはヒト小腸上皮粘膜における二つ

の抗原発現パターンに似通っていた。一方同

じ創傷治癒過程にありながら真皮側の線維

芽細胞では、Ki67 抗原発現細胞が多数認めら

れるにも関わらずこの JM403 の特異的な発現

は、ほとんど見られなかった。10E4, NAH46

抗原も創傷治癒部で強く認められるが両者

ともその発現は主に細胞膜と基底膜下の結

合組織が主体であった。 

 

(5)ヒト悪性腫瘍における JM403 抗原の発現 

ヒト乳癌に加え、膵癌、胆管癌、大腸癌につ

き調べた。いずれの癌においても病理組織学

的に悪性度が高く、浸潤の激しい癌細胞の細

胞質に顆粒状の発現が見られ（図６ａ）、分

化した腫瘍ではほとんど見られなかった（図

６ｂ）。 

 

(6)細胞増殖に伴う JM403 抗原ドメイン比率

変動の HPLC 解析 

組織化学的研究より JM403抗原の発現は細胞

増殖・分化に伴い変動することが示唆される

が物質レベルにおいても確かに変動するか

調べた。細胞をシャーレに播き 1、２、3 日

（コンフルエント）後に各々回収し全 HS 糖

鎖を抽出し HS 糖鎖分解酵素で完全に消化し



得られた二糖組成をイオンペアクロマトフ

ラ フ ィ ー で 解 析 し た 。 そ の 結 果 Δ

HexA-GlcNH
3

+

(GlcN)に相当するピークは、継

時的に減少するのに対し(約 40～20%)、Δ

HexA-GlcNAc(0S)構造は相補的に増加した

(約 40～ 60%)（図７ ヒト乳癌細胞株

MDA-MB-231 の例 縦軸％）。この結果は細胞

の増殖速度が速い段階では、HS 鎖中に占める

JM403 抗原ドメイン構造の比率が多く、細胞

がコンフルエントに近づき増殖速度が低下

するにつれその比率は低下してくるものと

考えられた。 

 

(7)増殖期における JM403 抗原発現に影響を

及ぼす遺伝子の探索 

ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 細胞に HS糖鎖合

成酵素遺伝子群に siRNA を導入し JM403 抗原

の細胞膜上の発現量をフローサイトメトリ

ーで調べた（図８ Syndecan-1 は陰性対照）。

ターゲット遺伝子が EXT1 の場合、JM403 抗体

との反応性は完全に消失した。一方 NDST1 が

ターゲット遺伝子の場合は JM403 の反応性は

MFI で 183%と増加した。これらの結果から増

殖に伴う特異な JM403 糖鎖抗原ドメイン

GlcA-GlcNH
3

+

の発現は、HS 糖鎖合成酵素遺伝

子群発現の影響下に置かれているが、その制

御様式は複雑であると考えられた。 

 

なお、本研究成果は 2013 年 8 月に開催され

る第 32 回日本糖質学会年会においても発表

予定である。 
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