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研究成果の概要（和文）：MUC21の遺伝子発現とグリコフォームの多様性を、乳がんを対象に細胞株及び病理標
本を用いて細胞の特性及び臨床病理情報との関係を追求した。トリプルネガティブ乳がんにおいてMUC21の発現
が予後不良因子であることが明らかとなったが、糖鎖構造との関連は未解明である。ヒトがん細胞において、
MUC21の特定のグリコフォームと相互作用を持つことが予想されるガレクチン３の発現がMUC21発現と同様にアポ
トーシス耐性を増強することから、それらの相互作用を追求する実験系を確立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Expression of MUC21 gene and its glycosylated gene products was examined 
with breast carcinoma cells and tissue specimens with a variety of subtypes.  It was found that 
MUC21 expression was associated with poor therapeutic outcomes among triple negative breast 
carcinoma patients but whether any association with the expression of particular glycoform of MUC21 
is still unknown.  An experimental system to investigate the contribution of interaction between 
MUC21 and galectin 3 in modulating apoptotic pathways was successfully established. 

研究分野： 腫瘍学、免疫学、糖鎖生物学
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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
ある一方、Cystic fibrosis などにおいて
は病態の直接の原因分子となることも知ら
れている。CA15-3（MUC1）や CA125（MUC16）
などのムチンは、血清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。また膜型
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こ
とによってがんの悪性挙動に関係すること
も知られている。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
することから、がん遺伝子として捉えられ
ている。悪性度の高いマウス乳がんに発現
するエピグリカニンは、1960 年代に発見さ
れ、1975 年に命名された。免疫系を直接か
く乱するという報告があったが、その分子
機能は不明であった。エピグリカニンの機
能の解明し、これをがんの診断と治療の標
的として開発するためには、そのコアポリ
ペプチドの遺伝子の同定が必要であった。
私どもは約 10 年前にこれを実現し、ヒトの
相同遺伝子とその産物を明らかにし、ムチ
ン 21（MUC21）と名付けた。膜型ムチンで
ある 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、それ
ゆえ最も糖鎖の含量が高いムチンと言える。
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。この遺伝子
を細胞に強制発現すると、細胞の接着性が
低下すること、細胞のアポトーシスに対す
る抵抗性が高くなることが判明した。また、
少なくともアポトーシス抵抗性に関しては
MUC21 の糖鎖が伸張してシアル酸を含むこ
とが重要であるという予備的な知見を得た。
しかし、このような特定のグライコフォー
ムを持つ MUC21 が実際にヒトのがんに発現
し、予後や治療抵抗性と関係するかどうか
を明らかにすることが重要な課題であった。
さらに、これらに基づいて治療法の改善を
図るためには解明しなければならない多く
の疑問が残されていた。アポトーシス耐性
が MUC21 自身の分子機能に基づくのか、こ
の分子のどの部分にそのような機能が隠さ
れているのか、あるいは MUC21 と相互作用
を持つ分子が機能発現に重要なのかも重要
な問題であるが不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
 これまで行って来たMUC21に関する研究
を発展させ、以下を解明することを目的と

した。 （１）培養ヒトがん細胞株にド
メイン欠損MUC21を強制発現させ、抗が
ん剤等によって誘導されるアポトーシ
ス耐性が特定のドメインに依存するか
否かを検証する。（２）ヒトのがん細胞
においてアポトーシス耐性や治療抵抗
性とMUC21のグライコフォームとの関係
を明らかにし、さらにMUC21のグライコ
フォームと特異的に結合する細胞表面
分子（コレセプター）を探索し、その発
現、MUC21との相互作用、アポトーシス
耐性との関連を明らかにする。（３）が
んの手術標本におけるMUC21グライコフ
ォームの発現を、グライコフォーム特異
的モノクローナル抗体を用いて組織学
的にプロファイル解析し、異なる治療へ
の抵抗性及び臨床病理学的なパラメー
ター、特にがんの進行、播種、の関係を
明らかにし、治療の個別化の指標となる
組織マーカーとして確立する。 
 
３．研究の方法 
 
 研究方法としては、以下の三つのカテ
ゴリーの研究を行った。（１）ヒト細胞の
MUC21 トランスフェクタントの作製と特
性解析。（２）MUC21（ヒト及びマウス）
のグリコフォーム特異的なモノクローナ
ル抗体の作製とそれらの特性の解析。
（３）モノクローナル抗体を用いた培養
ヒト細胞株及び病理組織標本の染色性
（細胞内外における分布・染色強度）の
解析。 
 ヒト MUC21 の細胞外ドメインまたは細
胞質ドメインを欠損する遺伝子を作製し
これを強制発現させたヒト細胞を準備し
た。MUC21 発現ヒト細胞がアポトーシス
に耐性を獲得することは、トランスフェ
クタント細胞を種々の濃度のエトポシド
で処理することによってアポトーシスを
誘導し、その程度をアネキシン Vの結合
性と PI による染色性によりフローサイ
トメトリー法により評価した。 
 MUC21 グライコフォーム特異的なモノ
クローナル抗体の作製に関しては、ヒト
MUC21 に特異的なものに関しては既に報
告している。マウス Muc21 の特定のグラ
イコフォームに特異的なモノクローナル
抗体はマウス Muc21 トランスフェクタン
ト細胞あるいは Muc21 を高発現している
TA3-Ha 細胞の膜画分を免疫原として免
疫したハムスターからハイブリドーマを
作製し、精製 Muc21 によりスクリーニン
グし、クローニングすることにより得た。
さらに糖鎖部分に対する特異性を抗原の
酵素処理や、O-結合型糖鎖の修飾不全が
起こる CHO 細胞の変異株、およびそれら
によって産生される MUC21 を精製して
用いて詳細に検討した。 
 ヒトがん細胞及び病理組織における



MUC21 グリコフォーム発現及び分布の解析
は、主に乳腺がんを対象として既に取得し
ているモノクローナル抗体 heM21A、heM21C、
及び heM21D を用いて行った。 前二者は糖
鎖がある程度伸長した T抗原（Gal-GalNAc）
またはシアリル T抗原（Sia-Gal-GalNAc）
を含むヒト MUC21 に、heM21D は糖鎖付加の
全くないまたは Tn 抗原（GalNAc）のみが結
合したヒト MUC21 に特異的に結合すること
が既に判明している。これらの抗体の乳腺
がん細胞株に対する結合性はフローサイト
メトリー及び細胞染色を行い定量した。手
術による切除標本から得たがん組織にはが
ん細胞だけでなく、正常乳管上皮、過形成
乳管上皮、および良性腫瘍などが含まれる
ので、これらに対する結合性は酵素抗体法
による組織染色を行った後、光学顕微鏡的
観察を行った。 
 
４．研究成果 
 
 MUC21 のどの部位がアポトーシス抑制に
関与するかの検討を行った。タンデムリピ
ートを欠損させた MUC21(TR)及び細胞外
ドメインを欠損させた MUC21(CT)を
HEK293 細胞に強制発現させ、タンデムリピ
ート及び細胞内ドメインの役割を検討した。
これらの強制発現細胞に対して Etoposide
処理によりアポトーシスを誘導したところ、
全長 MUC21 強制発現細胞に見られていたア
ポトーシス抑制能はTR 及びCT を発現さ
せた細胞では観察されず、タンデムリピー
ド及び細胞内ドメインの双方が MUC21 のア
ポトーシス抵抗性に必須であることが示さ
れた。 
 糖鎖認識タンパク質（S型レクチン）で
あるガレクチン３はその発現によりがん細
胞がアポトーシス耐性となること、MUC21
とグライコフォーム依存的に相互作用を持
つ可能性があることから、アポトーシス耐
性とガレクチン３の発現の関係を最近明ら
かにしたテキサス大学 MD アンダーソンが
んセンターのRobert Bresalier博士と共同
で、全長 MUC21 及び上記のドメインを欠損
させた MUC21 のトランスフェクタント細胞
にガレクチン３に対応する siRNA をレンチ
ウイルスベクターにより発現させてその発
現が低下した細胞を作出した。MUC21 とガ
レクチン３共発現のアポトーシスへの影響、
部分欠損 MUC21 発現のガレクチン３による
アポトーシス阻害への影響を検証している
が、結果の詳細はここでは公表しない。                               
 マウスMuc21に特異的なモノクローナル
抗体1A4-1と18A11を樹立した。これらの抗
体はマウスMuc21に特異的であることが
Muc21トランスフェクタントとモックトラ
ンスフェクタントへの結合性の比較から明
らかになった。さらに糖鎖の構造に要求性
があることが、Muc21を強制発現させた
CHO-K1細胞（糖鎖が伸長している）とLec2

細胞（糖鎖にシアル酸を欠く）に対する
結合性や、グリコシダーゼ処理の影響か
ら判明した。すなわち、1A4-1は
CHO-K1-Muc21細胞には結合しないが
Lec2-Muc21細胞には結合することから、
糖鎖の末端がガラクトースであることを
要求することが判明した。一方18A11は
HO-K1-Muc21細胞には結合するが
Lec2-Muc21細胞には結合しないことから、
シアル酸を含む糖鎖をもつマウスMuc21
に特異的であることが明らかになった。
これらの抗体は、抗Muc21抗体のin vivo
における効果を査定するためにも有用で
あると思われた。またこれらの抗体はマ
ウス乳がん細胞株TA3-Haに結合性があっ
たが、Muc21を欠損しており悪性度の低い
TA3-St細胞には結合しなかった。古くか
ら言われていたように、TA3-Haという悪
性度が高い細胞のみにMuc21が発現する
ことが確認された。 
 ヒトMUC21のグリコフォームに特異的
なモノクローナル抗体heM21A、heM21C、
及びheM21Dのヒト乳がん細胞株及び手術
切除標本に対する結合性を比較した。細
胞株においても手術標本においても一部
の患者由来検体のみに結合性が見られ、
腫瘍内の部位による不均一性は低かった。
興味深いことに、細胞株に対しては、
heM21Dのみが結合性を示し、結合が見ら
れるのは細胞内のみであり、細胞染色に
より検出されたがフローサイトメーター
では検出されなかった。heM21A及び
heM21Cは、いずれの方法でも結合性が見
られなかった。ヒト乳がん細胞株７種の
うち、結合性が見られたもののカテゴリ
ーはLuminal A、Luminal B、及びHER2の
一部であり、HER2の一部及びTriple 
Negativeで結合がみられなかった。さら
に対象とする試料数を増やす必要がある
が、MUC21は細胞表面に出ておらず、糖鎖
の伸長が限定的であることは明らかであ
った。 
 一方、手術標本ではheM21AとheM21Cの
みに結合性が見られ、heM21Dは結合しな
かった。また、結合が細胞質に限られる
ことは細胞株の場合と共通していた。結
合性が見られるパーセンテージは細胞株
の場合より低いようであるが、上記した
ように腫瘍内の結合性に関する不均一性
は低かった。Triple Negative症例のカテ
ゴリー5例中１例が比較的強い陽性、１例
が陰性であったことが重要と思われた。
TCGAのデータによれば、Triple Negative
乳がん83例を見たとき、予後不良因子と
して最も強い相関を有する発現遺伝子が
MUC21であることが判明し、予後の予測因
子としてのMUC21の重要性が、治療抵抗性
との関連という、アポトーシス耐性を付
与するという機能との関連においてもさ



らに検討する必要があることが明らかにな
った。 
 乳腺がん以外のがんの病理標本における
MUC21の分布について、テキサス大学MDアン
ダーソンがんセンターの藤本淳也博士と共
同で組織アレイを用いる解析を開始した。
現在のところheM21Dの結合性に関する結果
が得られているが、グリコフォームの異な
るMUC21を認識する抗体を用いてさらに比
較する必要があり、また複数の組織アレイ
を用いた際の一貫性を検討する必要がある
ことが判明した。予備的知見としては、
heM21Dの結合性が高い腫瘍組織は重層扁平
上皮由来のがんの一部であり、多種類の扁
平上皮がん組織のアレイを対象とする染色
結果では30％弱の陽性率があり、皮膚、歯
肉、食堂、咽頭、肺、舌、陰茎、膣などを
由来とするがん組織に高い陽性のものがあ
った。これらの組織由来のがんにおける遺
伝子発現プロファイルは明らかでないが、
扁平上皮由来のがんではMUC21発現による
個別化が容易にできることが判明し、さら
なる追求が重要と考えられた。 
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