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研究成果の概要（和文）：Sialyl-Tn (sTn)糖鎖抗原の発現は腫瘍に特異的に発現し、予後の不良や転移と相関する事
は知られているが、そのメカニズムは分かっていない。がん細胞移植マウスモデルを用いた検討より、sTn糖鎖抗原の
発現は、腫瘍内部のHIF-1発現領域に一致し、さらにsTn糖鎖抗原発現領域には、マクロファージやT細胞が浸潤してい
た。また、sTn糖鎖抗原高発現細胞は単球との接着が亢進しており、この接着亢進にはインテグリン上のsTn糖鎖抗原が
関与している事が分かった。以上の結果より、sTn糖鎖抗原は、マクロファージとの相互作用を亢進させる事により腫
瘍免疫に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The expression of sialyl-Tn (sTn) antigen abnormally expresses in several types 
of cancers, is often related to poor prognosis and tumor metastasis. However, the relevance of the sTn 
antigen expression to tumor progression is yet to be determined. The expression of sTn-expressing tumor 
cells coincided with HIF-1 expressing cells in solid tumor tissues. Furthermore, macrophages and T cells 
partially infiltrated into solid tumor, where specifically expressed sTn antigen. In addition, sialyl-Tn 
antigen on integrin induced the adhesion of tumor cells to monocytes. These results suggest that sTn 
antigen may trigger tumor progression by modifying of immune microenvironment, especially macrophage 
function.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 低酸素　糖鎖抗原　マクロファージ
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１．研究開始当初の背景 
 がんは１９８１年以来わが国の死因第一
位である。がんの予後を占う上で最も重要な
のが、がん細胞の“転移能”であり、がん細胞
の転移抑制が難治性がん治療の最重要課題
となっている。悪性腫瘍の内部の低酸素領域
のがん細胞は、一般的な抗がん剤に対して抵
抗性を示し、さらに運動・遊走能を亢進させ、
これががんの転移・浸潤能の亢進につながる
と考えられている。近年、がん細胞が転写因
子 Hypoxia-inducible Factor-1(HIF-1)を活性
化して、腫瘍形成に関わる遺伝子を発現させ、
悪性化に寄与していることは多数報告されて
いる。しかしながら、その詳細な分子機構は解
明されていない点が多い。 
 一方がん化に伴って、細胞の糖鎖構造が変
化することは古くから知られている。臨床の現
場で用いられている腫瘍マーカーの多くがが
んに伴い出現する異常な糖鎖であるが、この
糖鎖の生物学的機能が解明されているものは
少ない。腫瘍マーカーの中でsTn抗原の発現
は、がん転移や悪性度と良く相関することが
報告されているが、その発現機構や生物学的
機能は不明であった。 
 最近我々は、低酸素環境下にある腫瘍中心
部で、HIF-1 を介し糖転移酵素 ST6GalNAc-I
の発現が誘導され、sTn 抗原が合成される事
を明らかにした。また、sTn 抗原はコラーゲン
受容体である21 インテグリン上に発現して
おり、この発現がコラーゲンとの接着を高める
ことにより細胞浸潤を亢進させ、血行性転移を
促進させる事を明らかとした。 
 近年、腫瘍内部での腫瘍随伴マクロファー
ジ(tumor associated macrophages (TAMs)は、
さまざまなサイトカイン、プロテアーゼを産生し、
また T 細胞の分化調節を行ないがん微小環
境で中心的な役割を担っていることが報告さ
れている。そこで我々は、sTn 抗原のマクロフ
ァージ／単球細胞に及ぼす影響について検
討を行った。sTn 抗原発現がん細胞と単球細
胞株の共培養により、活性酸素種（ROS）の産
生を介した単球からの IL-8、IL-10、IL-6、
TNF-などの腫瘍促進因子産生や MMP-9 
活性亢進、及び分化亢進が認められた。また、
sTn 抗原を特異的に認識するタンパク質であ
る Siglec-15 を発現したマクロファージと sTn
抗原発現がん細胞との相互作用により、腫瘍
形成因子の１つである TGF-の産生の亢進
が認められた(Takamiya R, et al, Glycobiology, 
2012)。 
 
２．研究の目的 
がん微小環境における sTn 抗原とマクロファー
ジとの相互作用に着目し、sTn 抗原によるがん
微小環境調節機構を明らかにし、それにともなう
転移促進機能の解明を行なうことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) がん移植モデルを用いた in vivo での検討 

sTn 抗原の発現が、がん微小環境の免疫

系や、転移調節機構にあたえる影響につ
いて、C57BL6 系統マウス由来のがん細胞
であるルイス肺がん(LLC)細胞をマウスに
同種移植し、検討を行なった。sTn 高発現
LLC 細胞(LLC(sTn))を作成した。そして
LLC 細胞皮下移植後の固形腫瘍内の
sTn 抗原、マクロファージや T 細胞を免疫
組織染色にて確認した。また、がん転移へ
の影響をみるため、移植後マウス肺におけ
る sTn 糖鎖抗原の発現を確認した。また、
腫瘍体積は、経時的に２週間目まで計測
を行なった。 

(3) sTn 糖鎖抗原を発現している分子の同定 
sTn 糖 鎖 抗 原 高 発 現 H157 細 胞
(H157(sTn))、及び H157(mock)の細胞可
溶化画分を抗 sTn 抗体で免疫沈降後、さ
らに抗 sTn 抗体を用い western blot を行な
った。また、得られたバンドについては、抗
sTn 抗体で免疫沈降後、各々の抗体を用
い western blot を用い sTn 抗原をもったタ
ンパクの同定を行なった。 

(3) sTn 抗原によるがん細胞—マクロファージ
相互作用についての検討 
α2 インテグリン欠損／sTn 高発現 H157 
細胞(H157(2(-)/sTn)を作製し、単球細
胞株 THP-1 との共培養系を用い検討した。
THP-1 細胞の H157 細胞への接着の影響
は、フローチャンバーを用い検討した。ま
た THP-1 からの腫瘍形成因子の産生に
ついて、培養上清中の IL-8 の産生を
ELISA 法にて、また MMP-9 の活性をザイ
モグラフィーで確認した。 

(4) がん幹細胞マーカーCD44 の発現 
H157(sTn)、及び H157(mock)細胞表面の
CD44 の発現について、FACS を用い検討
を行った。また、CD44 スプライスバリアント
の発現は、western blot 法を用いて行なっ
た。 

(5) sTn 糖鎖抗原発現がん細胞の酸化ストレ
スに対する耐性 
過酸化水素負荷実験を行ない MTT assay
により細胞の生存率を検討した。また、
western blot にて、Nrf2, HO-1 の発現を確
認した。細胞内の GSH, GSSG の測定は、
GSH/GSSG-GloTM Assay (Promega)を用い
た。 

 
４．研究成果 
(1) LLC細胞をC57BL/6マウス皮下に移植し

たところ、皮下に固形腫瘍が観察された。
この固形腫瘍の免疫組織染色をおこな
った。sTn 高発現領域は、HIF-1 の発現
領域と一致していた。次に、sTn 高発現
領域の免疫細胞の分布を検討したとこ
ろ、マクロファージや T細胞の sTn 発現
領域への特異的な浸潤が認められた（図
１A）。次に、sTn 糖鎖抗原高発現 LLC 細
胞(LLC (sTn))を作成し、(LLC (sTn)及
び、LLC (mock)をマウス皮下に移植し検
討した。移植後２週間目では LLC(sTn)
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