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研究成果の概要（和文）：　マウス胃粘膜の２つの部位(胃体部および幽門部)からムチンを調製し，アルカリ還
元法と無水ヒドラジン法で糖鎖を得，質量分析計により解析した。ヒドラジン法においては，方法の最適化を図
り，マロン酸を反応に共存させることにより，糖鎖の分解が抑えられることを見いだした。
　確立した方法で，胃体部と幽門部のムチン糖鎖を比較した結果，部位特異的な糖鎖の存在が明らかとなった。
この違いが，糖鎖改変時に幽門部でのみ発がんが起こることに関係していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：  Mouse gastric mucins (MGM) were prepared from corpus and antral mucosa of 
C57BL/6 mouse stomach. Mucin-type O-glycans were prepared and analyzed using two methods. Firstly, 
the reduced-form O-glycans were obtained from MGM by alkaline-borohydride treatment and after 
permethylation analyzed by MALDI-TOF/MS and MS/MS. Secondly, the O-glycans bearing reducing terminal
 GalNAc as an intact form were obtained from MGM by treatment with anhydrous hydrazine and, after 
derivatized with anthranilic acid, they were separated by hydrophilic interaction liquid 
chromatography (HILIC) and fractionated. Each O-glycan was characterized by MALDI-TOF/MS and MS/MS. 
In the latter methods, it was found that malonic acid suppressed O-glycan degradation during 
hydrazine treatment, and the method was optimized on the reaction conditions.
  Both methods showed that corpus and antral mucins displayed similar glycosylation patterns, but 
several glycans, especially acidic ones, were characteristic to each mucin.

研究分野：糖鎖生物学，糖鎖化学，生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 消化管粘膜は粘液で覆われており，こ
の粘液が様々な傷害因子から粘膜を守るバ
リアーとして働いている。粘液の成分である
ムチンの糖鎖がバリアー機能の発現に重要
であると考えられている。 
 
(2) 胃腺癌は体部に比べ幽門部に多く見ら
れる。その理由の一つとして，これまでヘリ
コバクター・ピロリ（以下，Hp と略す）感染
の関与が考えられてきた。すなわち，Hpは幽
門部に，より多く感染しており，これが胃癌
発症を引き起こすというものである。Hp感染
には上皮細胞上の複合糖質糖鎖への Hp の接
着が必要であり，糖鎖が感染に係わるが，一
方で，粘液中のムチンの糖鎖が Hp と結合す
ることで，Hpの粘膜上皮細胞への接着を阻止
しているとも考えられる。また，腺粘液細胞
産生ムチンに特異的な糖鎖が，Hp に抗菌的に
働くことが，共同研究者である信州大学の中
山らによって報告されている（Science, 
2004）。 
 
(3) 腺粘液ムチンの糖鎖を改変したところ，
それだけで胃腺癌が生じ，しかも，発生部位
は幽門部に限局していた。腺粘液細胞産生ム
チンには，末端に，α結合した N-アセチルグ
ルコサミン（以下，αGlcNAc と略す）を持つ
特異的な糖鎖が存在している。中山らはα
GlcNAc を糖鎖に転移する酵素のノックアウ
ト実験を行い，その結果，1 つの糖転移酵素
の欠失が胃腺癌を生じさせることを見いだ
した（J Clin Invest，2012）。申請者は，こ
の研究においてムチン糖鎖の解析を担当し，
αGlcNAc を持つ糖鎖が，ノックアウトマウス
で完全に消失することを確認し，代わりに酸
性糖鎖が増えることを明らかにした。ここで，
興味深いことに，癌発生に先んじて生じる粘
膜の肥厚，炎症の惹起を含めて，糖鎖改変に
よって生じる変化は幽門部に限定して起こ
っており，体部では大きな変化は観察されて
いない。この結果は，体部と幽門部における
発癌の頻度の違いは，Hp の感染だけではなく，
もともとの粘膜の粘液バリアーを形成する
ムチン糖鎖にも依存する可能性を考えさせ
る。 
 
２．研究の目的 
(1)  マウス胃の体部と幽門部のムチン糖
鎖を質量分析計を用いて詳細に解析し，粘膜
恒常性の維持に関与すると思われる糖鎖を
明らかにする。 
 粘液ムチンの糖鎖改変は胃腺癌を引き起
こしたが，癌の発生部位は幽門部に限局して
いた。この結果は，粘液として分泌されるム
チンの糖鎖に粘膜恒常性維持の機能があり，
その働きは体部と幽門部で異なることを示
唆する。そこで，ムチンを体部由来と幽門部
由来に分けて糖鎖のプロファイリングを行
うことで，部位特異的にあるいは優位に発現

する糖鎖を特定することを目指す。申請者は，
すでに述べたように，マウス胃粘膜からムチ
ンを調製し，その糖鎖を質量分析計を用いて
解析することに成功しており，この方法を用
いることができる。 
 
(2)  部位特異的糖鎖が発現している場所
を特定する。 
 ムチン糖鎖が粘膜の恒常性維持に係わる
とすれば，作用部位として組織幹細胞がある
増殖帯領域が考えられる。その予想が正しい
かどうかを検証する為に，糖鎖を認識する抗
体あるいはレクチンを用いて，前項(1)で特
定した部位特異的な糖鎖の発現している場
所を特定する。申請者らは，多数の抗ムチン
糖鎖モノクローナル抗体を開発しており，こ
の目的に使用が可能である。 
 
(3)  部位特異的糖鎖が結合しているムチ
ン分子を特定する。 
 胃粘膜では MUC5AC と MUC6 という，異なる
ペプチドから成るムチンが表層粘液と腺粘
液にそれぞれ存在しているが，糖鎖も両粘液
で異なることが組織学的な解析によって明
らかになっている。さらに，同じペプチドか
ら成るムチンでも，その存在部位によって糖
鎖が異なることが知られている。例えば，増
殖帯付近のムチン糖鎖は硫酸化糖鎖を多く
含むなど，他の部位の糖鎖とは異なっている。
したがって，部位特異的なムチン糖鎖が結合
しているムチン分子種を単離して同定する
ことが必要になる。申請者は，ムチンをゲル
ろ過と産総研の亀山らが開発した PVDF 膜電
気泳動で解析する予備実験を開始しており，
この方法を用いてムチン分子種の同定を行
う。なお，プロテオーム解析に通常使われる
2 次元電気泳動法は，ムチンの巨大さゆえに
使用できず，このような新たな手法の開発を
必要とする。 
 
(4)  特異的糖鎖が相互作用しうる細胞お
よび表面分子を特定する。 
 ムチン糖鎖が粘膜恒常性維持に何らかの
機能を持つのであれば，糖鎖と相互作用をす
る分子を知る必要がある。糖鎖を認識するタ
ンパク質およびそのタンパク質が発現して
いる細胞の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)  マウス胃粘膜ムチンの精製 — マウス
（C57BL/6）の胃体部および幽門部粘膜を
別々に取り出し，既報（Goso et al.，J Biochem, 
1997,2003）に従ってトライトン X-100 を含
むグアニジン塩酸中でホモゲナイズ処理後，
ムチンを抽出した。抽出液をゲルろ過カラム
（グアニジン塩酸溶離液中の Sepahrose 
CL-6B）にて分画し，高分子のムチン画分を
得た。塩化セシウム密度勾配超遠心によりム
チン以外のタンパク質と核酸を除去し，精製
ムチンを得，その後，エタノール沈殿により



脱塩した。 
 
(2) ムチン型糖鎖の調製およびプロファイ
リング — 上記(1)により得たムチンを還元
剤（水素化ホウ素ナトリウム）の存在下でア
ルカリ分解して糖鎖を得た後，イオン交換ク
ロマトグラフィーにより中性糖鎖と酸性糖
鎖に分離した。精製した糖鎖を水酸化ナトリ
ウムのスラリーを含む DMSO 中で処理し，完
全メチル化を行なった。中和後，C18 カラム
を用いて，精製された完全メチル化糖鎖を得
た。メチル化糖鎖をマトリックス支援飛行時
間型質量分析計(MALDI-TOF-MS)およびタン
デム MS を用いて解析し，その構造を決定し
た。 
 
(3) 糖鎖プローブ作成のためのムチン糖鎖
の調製法およびプロファイリング法の検討 
— モデル糖タンパク質として，市販のブタ胃
ムチンを部分試製したものと牛血清フェツ
イン，およびラット胃ムチンを気相ヒドラジ
ン分解し，得られた糖鎖を再アセチル化後，
イオン交換クロマトグラフィーにより中性
糖鎖と酸性糖鎖に分離した。アントラニル酸
で蛍光標識後，親水性相互作用クロマトグラ
フィー（HILIC）で分画し，得られた糖鎖を
MALDI-TOF-MSおよびタンデムMSで解析した。 
 アントラニル酸の代わりに，アントラニロ
イルヒドラジンを用いて標識した糖鎖を同
様に HILIC で分画し，構造を確認した後，住
友ベークライト社製カルボプレートに結合
させた。エピトープ既知の単クローン抗体を
用いて ELISA 測定を行った。 
 
(4) 糖鎖特異的抗体が認識するムチン分子
の同定法の検討 — 精製した胃粘膜ムチンを
Sepharose CL-2B で分画し，さらに PVDF 膜電
気泳動により 2次元に展開した。抗ムチン抗
体を用いて免疫染色し，ムチン分子の同定を
行った。さらに，2 次元目の分離に，等電点
電気泳動を用いた検討も行った。 
 
(5) 部位特異的ムチンに対する抗体の作成 
— 胃腺粘液ムチンである Muc6 のペプチドを
化学合成し，それをウサギに免役することで
抗血清を得た。抗体の特異性は，ラットおよ
びマウス胃をエタノール固定後パラフィン
包埋を行い薄切して得た組織切片の免疫染
色により検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) メチル化オリゴ糖アルコールの質量分
析によるマウス胃体部および幽門部ムチン
糖鎖の違いの検討 — マウス（C57BL/6，オス，
７週齢）の胃粘膜をトライトン X-100 および
ジチオスレイトールを含むグアニジン塩酸
溶液で抽出し，抽出液をゲルろ過カラム，塩
化セシウム密度勾配超遠心により処理し，精
製ムチンを得た。エタノール沈殿で脱塩後，

水素化ホウ素ナトリウムの存在下でアルカ
リ分解して糖鎖を得，イオン交換カラムによ
り，中性糖鎖と酸性糖鎖に分画した。得られ
た糖鎖を，完全メチル化後，マトリックス支
援飛行時間型質量分析計(MALDI-TOF-MS)を
用いて解析した結果，図１に示したように，
胃体部と幽門部では，胃ムチンの中性糖鎖に，
サイズ分布の違いが見られることがわかっ
た。しかし，糖鎖分子種には大きな違いは認
められなかった。一方，酸性糖鎖については，
胃体部にほとんど認められないのに対し，幽
門部では有意に多い糖鎖が認められた (図
２)。 
 

 図１．胃体部と幽門部の中性糖鎖の比較 

 図２．胃体部と幽門部の酸性糖鎖の比較 
 
(2) 気相ヒドラジン分解によるムチン糖鎖
の調製 
① ヒドラジンによる糖鎖遊離における弱
酸添加の検討 — 部位特異的ムチン糖鎖プロ
ーブ作成のために還元端にアルデヒド基を
残した糖鎖の調製を試みた。先ず，部分精製
した市販の豚胃ムチンおよび牛血清フェツ
インをモデル糖タンパクとして，糖鎖遊離の
条件検討を行った。糖タンパクを種々の条件
でヒドラジン処理した後，得られた糖鎖をア
ントラニル酸で蛍光標識し，HILIC により分
画し，さらに MALDI-TOF-MS およびタンデム
MS で，解析した。これまで行っていた，無水
ヒドラジン，65℃，18 時間の反応においては，
十分量のムチン糖鎖が得られるものの，同時
に多量のピーリングによる分解物が生じる
ことが判った（図３Ａ）。そこで，種々の添
加物を検討したところ，弱酸を添加すると，
分解が抑制されることを見いだした。詳細な
検討を行った結果，糖タンパク 150 µg の処
理において 10 µmol のマロン酸を添加するの
が最も効果的であることが判った(図３Ｂ)。 
 この方法の妥当性について，ラット胃ムチ
ンを用いて検討した。図４に示したように，
マロン酸存在下での気相ヒドラジン分解に



おいて，分解の無い糖鎖のクロマトグラムが
得られ，HILIC によるムチン糖鎖のプロファ
イリングが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．ムチン糖鎖遊離条件の検討  
Ａ．添加物無し；Ｂ．マロン酸添加；Ｃ．マ
ロン酸二ナトリウム塩添加 
ピーク１と２は分解物，ピーク３—６は分解
の無い糖鎖である。黄色丸はガラクトース，
黄色四角は N-アセチルガラクトサミン，青四
角は N-アセチルグルコサミン，赤三角はフコ
ース，AA はアントラニル酸を表す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．ラット胃ムチン糖鎖を用いた遊離条件
の検討  
Ａ．添加物無し；Ｂ．マロン酸添加；Ｃ．両
者(紫が添加物無し，緑がマロン酸添加)の重
ね合わせ象 
ａ—ｅおよび紫の点はピーリングによる分解
物，ｆ—ｌおよび緑の点は分解の無い糖鎖を
表す。 

② ヒドラジンによる糖鎖遊離における反
応条件の検討 — 上記①の条件下でラット胃
粘膜から調製したムチンをヒドラジン処理
したところ，十分量の分解の無い糖鎖が得ら 
れたものの，なお，ピーリングによる分解産
物が含まれることが明らかとなった。そこで，
更に反応条件の検討を行った。温度と時間を
変えてヒドラジン処理を行い，至適条件を検
索した結果，収量はほぼ半分になるものの，
分解がより少ない条件（60℃，6ｈ）を見い
だした。 
  
③ ヒドラジンとともに使用されている，ア
ンモニアによる糖鎖遊離との比較 — ヒドラ
ジン処理は，取り扱いに若干の注意を必要と
するため，より扱いが容易なアンモニアを使
用する糖鎖遊離法が報告されている。そこで，
上記②で確立した方法との比較を試みた。ブ
タ胃ムチンを炭酸アンモニウムで飽和した
濃アンモニア水で 60℃，40h 処理後，得られ
た糖鎖をアントラニル酸で標識し，HILIC に
て解析した。その結果，ヒドラジン処理と同
じ糖鎖が得られたが，さらにいくつか追加の
糖鎖が得られた。それらは，上記(1)で用い
た方法で解析したときには観察されず，分解
物の可能性が考えられた。そこで，追加で得
られた糖鎖の還元端を解析したところ，分解
の無い糖鎖に存在する N-アセチルガラクト
サミン(GalNAc)では無く，N-アセチルグルコ
サミンで有ることが明らかとなった。タンデ
ム MS による解析の結果から，追加で得られ
た糖鎖は，ピーリングによって生じた分解物
であり，さらに，ヒドラジン処理の場合には，
この分解物はアントラニル酸で標識されな
いことが明らかとなった。 
 
④ 上記②で確立したヒドラジンによる糖
鎖調製法をさらに検討するために，上記①で
用いた，ラット胃ムチンを用いて，還元剤存
在下でのアルカリによる糖鎖遊離法との比
較を行った。両者は良い一致を示し，ヒドラ
ジン法の妥当性が確認できた。さらに，ヒド
ラジン遊離糖鎖のアントラニル酸標識後
HILIC による解析では，メチル化糖の MS によ
る解析では困難な，異性体の解析も可能であ
った。 
 以上の結果から，上記②で確立したヒドラ
ジンによる糖鎖調製法が，糖鎖のグライコー
ム解析（網羅的糖鎖プロファイル）に適して
いることが明らかとなった。 
 
(3) 糖鎖プローブの作成，およびプロファ
イリング法の検討 — ヒドラジン法で得られ
たブタ胃ムチン糖鎖をアントラニロイルヒ
ドラジンで標識し，得られた糖鎖を HILIC に
て分画した。アントラニル酸標識糖鎖と同様
に分画され，精製糖鎖が得られた。それらを，
ELISA プレートに結合し，糖鎖特異的抗体で
の検出を試みた。しかしながら，検出には，
予想を超えた糖鎖量が必要なことが判り，更



なる検討中である。スライドグラスを用いた
糖鎖アレイの使用が有効で有る可能性があ
り，今後の課題である。 
 
(4) 糖鎖特異的抗体が認識するムチン分子
の同定法の検討 — ラット胃ムチンを
Sepahrose CL-2B カラムで分画し，表層粘液
に存在する Muc5AC ムチンのペプチドを特異
的に認識するRGM23抗体と腺粘液に存在する
Muc6ムチンの糖鎖を認識するHIK1083抗体を
用いて検出したところ，両ムチンがこのカラ
ムで分離されることを見いだした。そこで，
更に， PVDF 膜電気泳動により 2 次元に展開
した。抗ムチン抗体を用いて免疫染色し，ム
チン分子の同定を行った。しかしながら，
PVDF 膜電気泳動では，ラット胃ムチンの有効
な分離は観察されなかった。そこで，等電点
電気泳動を用いた検討を行った。ラット胃ム
チンは，いくつかの画分に分離されることが
明らかとなったが，詳細な解析にまでは至ら
なかった。 
 
(5) 上記(4)の解析において，腺粘液ムチン
である Muc6 のペプチド部を認識する抗体の
無いことが，解析を困難にすると考えられた。
そこで，ラット Muc6 のペプチドを認識する
抗体の作成を行った。抗原能を有すると思わ
れるペプチドを化学合成し，常法に従ってウ
サギに免役して抗血清を得た。なお，この過
程は，専門業者に委託して行った。得られた
抗血清の特異性は，ラット胃をエタノール固
定し，パラフィン包埋したブロックを薄切し，
免疫染色することで行った。その結果，Muc6
の発現が報告されている，胃体部腺粘液細胞，
胃幽門腺細胞，十二指腸ブルンナー腺細胞を
特異的に染色する抗体の作成に成功した。こ
の抗体は，マウス組織も同様に染色した。 
今後の，ムチン分子種の同定に役立つことが
示された。 
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