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研究成果の概要（和文）：マウス／ヒトエピグリカニンMUC21を強制発現させた細胞の生物学的及び免疫学的な挙動を
解析し、グリコフォームの影響を精査した。マウスMuc21を発現した細胞は、培養容器や細胞外マトリックス分子に対
する接着性が低く、Muc21 が細胞表面のインテグリンの機能を低下させたことが示唆された。トランスフェクタントは
細胞傷害性に対する感受性が低く、このムチンを発現する細胞が免疫監視を逃れる機構を説明する。アポトーシス耐性
などの性質はヒトMUC21のトランスフェクタントでもみられた。

研究成果の概要（英文）：Biological and immunological behaviors of transfectants with mouse or human epigly
canin/MUC21 were investigated and the contribution of glycoforms was assessed.  Tansfectants of mouse Muc2
1 were shown to be less adherent than mock transfectants to culture substrates and extracellular matrix co
mponents.  These properties were due to interference of integrin functions.  The transfectants were less s
ensitive to treatment with cytotoxic effects.  These properties may explain the reason why cells with high
 Muc21 expression were resistant to immunological cancer surveillance.  Similar properties such as resista
nce to apoptosis were observed with cells transfected with human MUC21.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 ムチンは上皮及び上皮細胞の防御分子であり、
病態の直接の原因分子となることもある（Cystic 
fibrosis）。CA15-3（MUC1）や CA125（MUC16）な
どは、バイオマーカーとして血液中及び組織に於
ける検出によってがんの診断、治療効果の判定、
再発のモニター、治療の個別化に用いられる。膜
型ムチンである MUC1 は特異的がん免疫療法の
標的としても用いられ、細胞質ドメインにおいて複
数のアダプター分子と相互作用を持ち、細胞内シ
グナルの制御に関わる。分泌型の MUC2 は粘膜
の保護に重要である、また MUC4 はチロシンキナ
ーゼ型増殖因子レセプターシグナルを修飾する、
等の報告がある。しかし、免疫系を直接かく乱す
ることが報告されていたのはエピグリカニンのみで
あった。しかしその報告は必ずしも免疫抑制能を
直接測定しているわけではなく、むしろ確実なの
は Muc21 を発現するがん細胞は in vivo で観察さ
れる悪性度が高いことであった。とは言え、エピグ
リカニンの機能の解明にはそのコアポリペプチド
の遺伝子の同定が是非とも必要であった。 
 
２．研究の目的 
 
 1975 年にエピグリカニンと命名され最近提案者
が遺伝子の同定とクローニングに成功した膜型ム
チンである Muc21 のがん細胞の挙動、特に免疫
抑制能及びがん細胞増殖能を明らかにすることを
目的とした。マウス Muc21 はこれまでにコアポリペ
プチドの遺伝子が同定されたあらゆるムチンの中
で最もセリン/スレオニン含量が高く、タンデムリピ
ートを含む細胞外ドメインは１分子あたり約 800 個
の糖鎖を含みうるが、それ以外のドメインにはよく
知られている機能モチーフはほとんどない。今回
の提案ではその免疫抑制能への影響、細胞表面
に発現した際のがん細胞の挙動への影響、発現
細胞と免疫細胞や細胞外マトリックスとの相互作
用に与える影響を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 マウスエピグリカニンの遺伝子が同定され
Muc21 として確認されたが、強制発現細胞を作
製してその機能を明らかにするにはいくつかの
障壁があった。先ず、この巨大な分子の全長
ORF は取得されていなかった。また、発現したタ
ンパク質には約８００の糖付加部位があり、最終
的に細胞表面に存在する分子は重量比として７
０％以上が糖である可能性が高いが、この部分
の構造多型（グリコフォーム）を簡便に分別検出
する方法が当初無かった。私どもは第一の問題
を、新たに全長遺伝子を再構築して発現ベクタ
ーを作製して解決し、第二の問題をグリコフォー
ム特異的なモノクローナル抗体を開発することで、
解決し、発現細胞の挙動解析を可能にした。対
象としては、ヒト胎生腎細胞由来 HEK293T 細胞
とマウスメラノーマ B16-F1 細胞を用い、これらに
Muc21 を一過的または安定に発現させて、細胞
の性質の変化を調べた。 

 一方、ヒトムチン２１（MUC21）が発現すること
によって細胞がアポトーシスに耐性を獲得す
ることを、トランスフェクタント細胞をエトポシド
処理することによってアポトーシスを誘導し、
アネキシン結合によりその程度を測定した。ア
ポトーシス耐性がヒト MUC21 の糖鎖の構造に
依存していることを明らかにするため、糖鎖生
合成系に欠損を持つ細胞にヒト MUC21 を強
制発現し、その糖鎖構造をレクチンとの相互
作用に基づいて推定した後、アポトーシス耐
性について査定した。 
 
４．研究成果 
 
 HEK293T 細胞に Venus ベクターを用いて
Muc21 を一過性に発現させ、蛍光を発する細
胞を観察した。その結果、Muc21 発現によっ
て細胞が接着状態から浮遊状態に変化する
ことを明らかにした。この変化は Muc21 の細
胞質ドメインを完全に欠失させても起こるが、
糖付加を受ける配列の繰り返しであるタンデ
ムリピートドメインを欠失させると欠失部分の
割合に比例して細胞を浮遊化する能力が失
われたので細胞外の糖鎖を含む部分が重要
であることが明らかとなった。Muc21 を強制発
現させた細胞では同じ細胞どうしの接着性や、
フィブロネクチン、ラミニン、IV 型コラーゲン、
及び基底膜のモデルであるマトリゲルへの接
着性が低下しており、このような低下はタンデ
ムリピートドメインを短小化した Muc21 ではわ
ずかしか見られなかった（８４回繰り返しと４回
繰り返しを含むものの比較に基づく）。しかし、
ポリ-L-リジンへの接着性には影響がなかっ
たので Muc21 の影響は、特定の接着分子の
機能を修飾していると考えられた。実際に、抗
インテグリン鎖抗体の Muc21 を強制発現さ
せた細胞への結合性を見ると有意に低下して
おり、タンデムリピート部分を欠損させた
Muc21にはこの効果は見られなかった。また、
細胞を可溶化し、ウエスタンブロッティング法
で インテグリン鎖を検出すると、Muc21 強
制発現細胞において、非発現細胞と同程度
の量が検出された。Muc21 によるインテグリン
の機能低下または細胞表面におけるアクセシ
ビリティーの低下が細胞浮遊化の原因である
ことが明らかとなった。293T 細胞に発現した
Muc21 は主にガラクトースを末端に持つ短小
な糖鎖であるが、シアル酸を持つ糖鎖も含ま
れることがモノクローナル抗体やレクチンによ
る解析で明らかになった。そこで抗接着効果
が陰性荷電を持つシアル酸に依存する可能
性を調べるため、細胞をシアリダーゼ処理し
た後に接着実験を行った。その結果糖鎖末
端のシアル酸残基は Muc21 による細胞浮遊
化に貢献していないことが確かめられた。 
 細胞の増殖や生存への Muc21 の影響は、
B16-F1 メラノーマ細胞を背景とする Muc21 安
定発現細胞クローンを複数作製し、比較する
ことによって検証した。ここでもタンデムリピー
ト８４回繰り返しと４回繰り返しを比較した。こ



れらの細胞の足場非依存的増殖性を比較する
ためにポリヒドロキシエチルメタクリル酸
（poly-HEMA）処理した表面上で培養を行った。
その結果タンデムリピート８４回の繰り返しを持つ
Muc21 強制発現細胞では足場非依存的な増殖
性が獲得されていることが示された。さらに、
Muc21 発現のない細胞では足場非依存状態で
経時的にアポトーシスが誘導されるが、強制発
現細胞では足場のない状態で高い生存率を保
つことが明らかになった。Muc21 発現 B16-F1 メ
ラノーマ細胞は、接着性の低下に起因する細胞
相互作用の変化が見られると考えられたが、実
際にナチュラルキラー細胞による殺傷効果に対
して抵抗性が高い、血管内皮細胞に対する接
着性が低い、などの非発現細胞とは異なる性質
が認められた。これらの細胞の in vivo における
振る舞いを、尾静注後の肺転移形成能と皮下注
後の造腫瘍能に関して比較した。前者の能力は
Muc21 発現細胞では低下しており、後者の能力
は変化していなかった。以上より、タンデムリピー
ト８４回繰り返しのムチン領域を含む Muc21 を強
制発現させた B16-F1 細胞は、少なくとも in vitro
では生存が脅かされる条件下で生存しやすくな
っていることが判明した。 
 ヒトMUC21強制発現によっても細胞はアポトー
シス抵抗性を獲得することが抗がん剤である
Etoposideを用いることによって示された。HEK293
（胎児由来腎臓細胞）MUC21強制発現細胞及び
そのモック細胞の複数のクローンをEtoposide含有
培地で培養し、フローサイトメトリー解析によりPI陽
性/annexin陽性細胞をアポトーシス細胞として評
価した結果からMUC21強制発現細胞のアポトー
シス耐性が観察された。さらに、MUC21強制発現
細胞において、アポトーシスを抑制する分子であ
るBcl-2及びBcl-xLの発現上昇、アポトーシス促
進分子であるBaxの転写抑制がそれぞれウェスタ
ンブロット解析またはリアルタイムPCRにより観察さ
れ、MUC21強制発現細胞における細胞内のアポ
トーシス誘導シグナル経路が修飾を受けたことが
確かめられた。 
 さらに、MUC21のどの部位がアポトーシス抑制
に関与するか検討した。タンデムリピートを欠損さ
せたMUC21 (DTR-MUC21)及び細胞内ドメインを
欠損させたMUC21(DCT-MUC21)をHEK293細胞
に強制発現させ、これらのドメインの欠損が
MUC21によるアポトーシス抑制にどのように影響
するかを検討した。全長MUC21強制発現細胞に
見られていたアポトーシス抵抗性はDTR-MUC21
及びDCT-MUC21を発現させた細胞では観察さ
れなかった。さらに、これらの細胞におけるBaxの
転写量を検討した結果、MUC21発現によるBaxの
転写抑制が観察されなくなった。これらの結果か
ら、タンデムリピードドメイン及び細胞内ドメインの
双方がMUC21のアポトーシス抑制能に必須であ
ることが示された。 
 MUC21が重量にして50％以上の糖を含むこと
が予想されることから、その糖鎖構造の違いがア
ポトーシス抑制に与える影響を検討することを目
指し、糖鎖生合成系路に変異を持つ CHO 細胞
を用いた。即ち、CHO-K1 細胞及びその糖鎖合

成不全細胞株である CHO-ldlD 細胞、
CHO-Lec2 細胞に MUC21 を強制発現させ、
クローンを得て Etoposide の影響を検討した。
これらの細胞に発現する MUC21 の糖鎖構造
をレクチンブロット法により推定することにより、
期待されている糖鎖を持つ MUC21 を発現す
る細胞が得られていることが確認された。 
CHO-K1-MUC21 強制発現細胞及びそのモ
ック細胞を Etoposide で処理した結果、
MUC21 発現細胞がモック細胞に比べて、
Annexin+/PI+細胞の割合が小さく、異なるクロ
ーンにおいても同様の現象が観察されたこと
から、CHO-K1 細胞において MUC21 が有意
にアポトーシスを抑制することが示され、また
CHO-K1 細胞においても、タンデムリピート及
び細胞内ドメインがアポトーシス抑制に必須
であることが示された。CHO-K1 細胞と Lec2
細胞において、MUC21 強制発現細胞がモッ
ク細胞と比べてアポトーシス抵抗性を持つこと
が示され、シアル酸が付加した
Thomsen-Friedenreich（T）抗原または T 抗原
が付加した MUC21 もアポトーシスを抑制する
ことが示された。一方、O-結合型糖鎖を合成
できない ldlD 細胞とこの細胞の培地に N-ア
セチルガラクトサミン（GalNAc）を添加して培
養した細胞上のムチンに GalNAc のみ（Tn 抗
原）を付加出来る細胞では MUC21 強制発現
細胞とモック細胞との間にアポトーシスに差は
見られなかった。ガラクトース（Gal）及び
GalNAc 添加培地で前培養した後にアポトー
シスを誘導した場合では、MUC21 強制発現
細胞がモック細胞に比べてアポトーシスに抵
抗性を持つようになり、T 抗原及びシアリル T
抗原を持つ MUC21 はアポトーシスを抑制す
るのに対して、糖鎖が付加されていない
MUC21 及びTn 抗原を持つ MUC21 ではアポ
トーシスを抑制しないことが示唆された。 
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