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研究成果の概要（和文）：胃癌発生におけるスルホムチン(SuM)の発現意義を明らかにするため、分化型胃癌を
自然発生するA4gntノックアウト(KO)マウスでSuM産生能を欠損したA4gnt/Chst4ダブルKO(DKO)マウスを作出し
た。A4gnt/Chst4 DKOマウスはA4gnt KOマウス同様、分化型胃癌が発生した。しかし、このマウスは3週齢より胃
粘膜びらんが生じ、週齢と共にgastritis cystica profunda(GCP)を併発した。ヒト分化型早期癌でもSuM陰性例
は陽性例に比べて有意にGCP を合併していた。SuMは分化型胃癌の進展には影響しないものの、GCPへの進展を抑
えていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Sulfomucin (SuM) is sulfated O-glycan attached to specific scaffold 
proteins. In order to elucidate the role of SuM in gastric cancer development, we generated 
A4gnt/Chst4 double-knockout (DKO) mice by crossing A4gnt knockout mice that spontaneously develop 
differentiated-type gastric adenocarcinoma and Chst4 knockout mice that are defective in the 
sulfotransferase, GlcNAc6ST-2. A4gnt/Chst4 DKO mice developed differentiated-type gastric 
adenocarcinoma as they aged alike A4gnt KO mice. However, gastric erosion took place in A4gnt/Chst4 
DKO mice as early as 3-weeks of age, and these lesions were eventually taken over by gastritis 
cystica profunca (GCP). In human early differentiated-type gastric adenocarcinoma, GCP was 
significantly associated with adenocarcinoma without SuM production than adenocarcinoma with SuM 
production. These results combined together indicate that SuM played essential role in preventing 
GCP in adenocarcioma but a minor role in gastric cancer progression.

研究分野： 人体病理学、糖鎖生物学、組織細胞化学
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１．研究開始当初の背景 
 胃癌は我が国における悪性腫瘍の死亡者
数で男女とも第二位であり、今日においても
主要な悪性疾患の一つである。一方、胃粘液
は表層粘液細胞から分泌される表層粘液と、
幽門腺細胞や副細胞などの腺粘液細胞から
分泌される腺粘液に分類され、後者はムチン
コア蛋白である MUC6 にαGlcNAc が結合した
糖蛋白質を含んでいる。正常組織において、
αGlcNAc は胃の腺粘液細胞と十二指腸粘膜
のブルンネル腺細胞のみに発現している。
我々は以前にαGlcNAc の生合成に係わる糖
転移酵素であるα1,4-N-アセチルグルコサ
ミン転移酵素(α4GnT)の cDNA を単離し
(Nakayama et al, Proc Natl Acad Sci USA 96, 
8991-8996, 1999)、αGlcNAc がピロリ菌の細
胞壁に存在するコレステリル α-D-グリコ
ピラノシドの生合成を阻害することでピロ
リ菌の増殖や運動能を抑制し、ピロリ菌感染
から胃粘膜を防御していることを明らかに
し た (Kawakubo et al, Science 305, 
1003-1006, 2004)。さらにα4GnT をコードす
る A4gnt遺伝子を欠損した A4gntノックアウ
ト(KO)マウスを作出し、このマウスの胃粘膜
と十二指腸粘膜ではαGlcNAc が完全に消失
すると共に、ピロリ菌が感染していなくても
胃幽門粘膜に過形成、異形成を経て、分化型
腺癌が発生することを示した(Karasawa et 
al, J Clin Invest 122, 923-934, 2012)。
また、同時に A4gnt KO マウスでは軽度異形
成を示す 10 週齢から分化型腺癌が発生する
50 週齢にかけて、CCL2 や CXCL1 等のケモカ
イン、IL-11 や IL-1β等のサイトカイン、HGF
や FGF7 等の細胞増殖因子の発現が野生型マ
ウスに比較して有意に増加し、マクロファー
ジ等の炎症担当細胞も週齢と共に増加した
ことから、胃癌発生の基盤に慢性炎症が係っ
ていることも示した。 
 以上の結果はαGlcNAc がピロリ菌に対す
る抗菌作用と、向腫瘍性炎症の制御という二
つの異なるメカニズムにより胃癌の発生を
抑えていることを示している(Nakayama,  
Acta Histochem Cytochem 47, 1-9, 2014)。
しかしながら、興味深いことに A4gnt KO マ
ウスの胃粘膜と十二指腸粘膜ではαGlcNAc
が完全に消失しているにも係わらず、この変
異マウスでは幽門部粘膜のみに胃癌が発生
し、胃体部粘膜や十二指腸粘膜に異常は見ら
れない。この事実は A4gnt KO マウスでは幽
門部粘膜と胃体部粘膜・十二指腸粘膜で発癌
に係わる微小環境に何らかの違いがあるこ
とを示唆している。 
 我々は A4gnt KO マウスの胃粘膜に対して
硫酸基を検出する高鉄ジアミン(HID)染色を
行うことで、この変異マウスの幽門腺細胞で
は腺粘液糖鎖にリモデリングが生じ、硫酸基
を有するスルホムチン(SuM)が特異的に増加
していることを見出した。SuM は強く負に帯
電していることから、我々は SuM が一般に正
に帯電したサイトカインやケモカイン、細胞

増殖因子をリクルートし、そしてこれら炎症
関連分子が上皮細胞上の様々な受容体に作
用することで、上皮細胞の細胞増殖が亢進、
その後、種々の原因で遺伝子変異の蓄積やエ
ピジェネティクな異常が蓄積することで最
終的に胃癌が発生するという仮説を立てた。
換言すると、A4gnt KO マウスで SuM を欠損さ
せると胃癌の発生が抑えれるのでは、という
仮説である。 
 この仮説を立証するため、胃粘膜で SuM を
欠損した変異マウスを作出した。具体的には
A4gnt KOマウスの胃粘膜では硫酸転移酵素で
あるGlcNAc6ST-2が野生型マウスと比較して
有意に増加していることから、GlcNAc6ST-2
をコードする Chst4 遺伝子を欠損した Chst4 
KO マウス(Hiraoka et al, J Biol Chem 279, 
3058-3067, 2004)と A4gnt KO マウスを交配
することで、A4gnt/Chst4 ダブル KO (DKO)
マウスを作出した。得られた 12 週齢の
A4gnt/Chst4 DKO マウスで、幽門腺細胞にお
ける SuM の完全消失が確認できた。 
 
２．研究の目的 
 胃癌発生における SuM の役割について、
A4gnt/Chst4 DKO マウス用いて解明すると共
に、その成果を胃の病理診断に還元すること
が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（1）遺伝子改変マウスを用いた解析 
① 遺伝子改変マウス 
 A4gnt KOマウス、A4gnt/Chst4 DKOマウス、
Chst4 KO マウスと野生型マウスを使用した。
なお、本研究は信州大学動物実験委員会医学
系動物実験小委員会にて承認を受けた(no. 
240057, 280047)。 
 
② 病理組織学的解析 
 頸椎脱臼で安楽死させた A4gnt/Chst4 DKO
マウスと Chst4 KO マウス(3-60 週齢: n=6)
並びに A4gnt KO マウス(3 週齢: n=6)から摘
出した胃を大弯側で開き、20%緩衝ホルマリ
ンで 48 時間固定した後、パラフィン包埋ブ
ロックを作製した。また、A4gnt KO マウスと
野生型マウス(5-60 週齢: n=6)については 3R
の原則に基づき、既報(Karasawa et al, J 
Clin Invest 122, 923-934, 2012)で作製し
たパラフィン包埋ブロックを再薄切した。こ
れら組織切片に対して、HE 染色、AB-PAS 染
色、HID-AB 染色を行った。また、一次抗体と
してαGlcNAc に特異的な HIK1083 (関東化
学)と Ki-67に特異的な B56（BD Pharmingen）、
二次抗体として Histofine Mousestain kit
（Nichirei Biosciences）を用いた免疫染色
も行った。 
 
③ 酸性糖鎖の質量分析 
 A4gnt KO マウス、A4gnt/Chst4 DKO マウス、
野生型マウスの腺胃粘膜(10 週齢: n=2)から
抽出したムチンを対象に、Khoo の方法（Adv 



Neurobiol 9, 129-164, 2014）に従って酸性
糖鎖を MALDI-TOF/TOF 質量分析計(Bruker 
Daltonics)によって解析した。 
 
④ 定量 RT-PCR 
 5 週齢、10 週齢、50 週齢の A4gnt/Chst4 DKO
マウス、A4gnt KO マウス、Chst4 KO マウス、
野生型マウス(n=4-6)の新鮮腺胃粘膜から調
整した全RNAを逆転写した後、既報(Karasawa 
et al, J Clin Invest 122, 923-934, 2012)
で報告した野生型マウスに比べて A4gnt KO 
マウスで上昇している炎症関連分子を含む
14種の遺伝子の発現量を7300 Real-Time PCR 
System(Applied Biosystems)を用いて定量し
た 。 な お 、 TaqMan プ ロ ー ブ と し て
Mm00433851_ml(Cxcl1),Mm00436451_gl(Cxcl
5),Mm99999117_sl(Cxcr2),Mm00441242_ml(C
cl2),Mm99999051_gH(Ccr2)),Mm01135193_ml
(Hgf),Mm01156972_ml(Met),Mm00433291_ml(
Fgf7),Mm01269930_ml(Fgfr2b),Mm013336189
_ml(Il1b),Mm00434237_ml(Il1r1),Mm004396
29_ml(Il1r2),Mm00434162_ml(Il11),Mm0122
3545_ml(Il11ra1),Mm99999915_gl(Gapdh) を
使用した。 
 
⑤ 統計解析 
 統計解析は ystat2013(医学図書出版)を用
いて行い、P値が 0.05 未満の場合に有為差あ
りと判定した。 
 
（2）ヒト病理検体を用いた解析 
① 症例 
 内視鏡的切除された分化型早期胃癌 53 症
例(その内、8 症例は癌の下部に gastritis 
cystica profunda(GCP)を併発)の病理組織標
本を解析対象とした。なお、本研究における
ヒト検体の使用については、信州大学医学部
医倫理委員会で承認を受けた(no. 3025)。 
 
② 組織化学 
 上記の病理組織標本に対して、HID-AB 染色
を行った。 
 
③ 統計解析 
 統計解析は ystat2013(医学図書出版)を用
いて行い、P値が 0.05 未満の場合に有為差あ
りと判定した。 
 
４．研究成果 
（1）遺伝子改変マウスを用いた解析 
① A4gnt KO マウスの幽門腺では SuM の産生

が亢進している 
 A4gnt KO マウスの幽門腺細胞では AB-PAS 染
色で青〜紫色、HID-AB 染色で黒色に染色され
るSuMの産生が野生型マウスと比べて著明に
亢進していた(図 1)。 
  酸性糖鎖の質量分析による解析より、酸性
O 型 糖 鎖 と し て 、
Fuc-Gal-(SO4-GlcNAc-)GalNAc 、 
Fuc-Gal-(Fuc-Gal-(SO4-)GlcNAc-)GalNAc 、 

Fuc-Gal-(Neu5Ac-Gal-(SO4-)GlcNAc-)GalNA
c が同定された。HID-AB 染色と質量分析によ
る解析により、これらの酸性 O 型糖鎖は
A4gnt/Chst4 DKO マウスで完全に消失してい
た。 

 
② A4gnt/Chst4 DKOマウスでも分化型癌が発

生する 
 病理形態学的に A4gnt/Chst4 DKO マウスの
胃粘膜を解析した。このマウスでは A4gnt KO
マウスと同様、幽門部に限局して病変が生じ
た。即ち、5 週齢で過形成(n=6/6)、10 週齢
で軽度異形成(n=3/6)、20 週齢で高度異形成
(n=2/6)、30 週齢以降で分化型癌が生じた
(n=1/6:30 週齢、n=3/6:40-60 週齢)(図 2)。 

 
 一方、A4gnt KO マウスでは、5 週齢で過形
成(n=6/6)、10 週齢で軽度異形成(n=6/6)、20
週齢で高度異形成(n=4/6)、30 週齢以降で分
化 型 癌 が 生 じ た (n=3/6:30-40 週 齢 、
n=6/6:50-60 週齢)。A4gnt/Chst4 DKO マウス
における分化型癌の発生頻度は A4gnt KO マ
ウスと比較して低かったが、過形成=1、軽度
異形成=2、高度異形成=3、分化型癌=4とスコ
ア化して形態学的な表現型の違いを両群で
検討した。その結果、両群間に有意差は認め
られなかった。なお、Chst4 KO マウスの胃粘
膜では野生型マウスと同様、著変は見られな
かった。 
 しかしながら、驚いたことに A4gnt/Chst4 
DKO マウスでは 3 週齢より幽門部にびらんが
生じ、この病変は週齢と共に GCP へと進展し
た(10 週齢 n=2/6、20 週齢 n=4/6、30 週齢 
n=4/6、40 週齢 n=3/6、50 週齢 n=3/6、60 週
齢 n=6/6)(図 3)。 



  
A4gnt/Chst4 DKO マウスの胃粘膜上皮細胞
の増殖能を Ki-67 に対する免疫染色を用い
て、A4gnt KO マウス、野生型マウスと比較
した(5、10、30、50 週齢: n=6)。その結果、
A4gnt/Chst4 DKO マウスは何れの週齢にお
いても野生型マウスに比べて、また 5週齢
と 50 週齢では A4gnt KO マウスと比べて有
意に増殖能が亢進していた。 
  以上の結果より、SuM は胃粘膜上皮細胞の
増殖能を制御するものの、胃癌の発生それ自
体は促進しないことが示された。また、SuM
がびらんからGCPへの進展を防いでいること
が明らかになった。 
 
③ A4gnt/Chst4 DKOマウスの胃粘膜では週齢

に応じて特有の炎症関連分子の遺伝子発
現が認められる 

 A4gnt/Chst4 DKO マウスで認められた胃粘
膜病変の病態形成にどのような分子が関与
しているのかを解析するため、A4gnt/Chst4 
DKO マウスの胃粘膜における炎症関連分子
の発現レベルを定量 RT-PCR にて A4gnt KO
マウス、Chst4 KO マウス、野生型マウスと
比較した。5 週齢で A4gnt/Chst4 DKO マウ
スにおける Cxcl1/Cxcl5 と Cxcr2 の発現レ
ベルは他の 3種類のマウスと比較し有意に
増加していたが、10 週齢では減少、50 週齢
では特にCxcl1と Cxcr2が A4gnt KOマウス
と比較し有意に減少した。一方、5 週齢、
10 週齢、50 週齢で A4gnt/Chst4 DKO マウス
におけるHgfの発現レベルは A4gnt KOマウ
スと比べて有意に減少していた。また、50
週齢において、Cxcl1、Cxcl5、Ccl2、Il1b、
Il11、Fgf7 は、何れも A4gnt/Chst4 DKO マ
ウスとA4gnt KOマウスで野生型マウスと比
べて有意に増加していた。 
 
 以上、遺伝子改変マウスを用いた解析結果
をまとめると、A4gnt/Chst4 DKO マウスでは
胃癌の発生が抑えられるのではという当初
の仮説とは反して、この変異マウスでも
A4gnt KO マウスと同程度に、週齢と共に過形
成-軽度異形成-高度異形成を経て分化型癌
が発生した。また、50 週齢では A4gnt/Chst4 
DKOマウスと A4gnt KOマウスの何れも野生型
マウスと比較し、Cxcl1、Cxcl5、Ccl2、Il1b、
Il11、Fgf7 の遺伝子発現が高いことから、

これら炎症関連分子が胃発癌と密接に係わ
っている可能性が示された。 
 予期せぬ結果として A4gnt/Chst4 DKO マ
ウスでは A4gnt KO マウスと異なり、3週齢で
既に胃粘膜びらんが生じ、週齢と共に GCP に
進展するという興味深い結果が得られた。
GCP の成因として、虚血、慢性炎症、胃手
術後の縫合物が考えられているが(Fonde & 
Rodning, Am J Gastroenterol 81, 459-464, 
1986)、本研究結果により、GCP はびらんか
ら続発、その病態形成に Hgf の低下に加え
て、びらん期での Cxcl1/Cxcl5-Cxcr2 axis
の亢進が関与している可能性が示された。 
 酸性糖鎖の質量分析により、A4gnt KO マ
ウスの腺粘液には、L-セレクチンリガンド
として知られている 6-sulfo sialyl Lewis 
X(Kobayashi et al, Semin Immunopathol 34, 
401-413,2012)とは異なる 3 種類の硫酸含
有 O-グリカンが同定された。今後、これら
硫酸含有 O-グリカンがどの様にしてGCPの
発生を制御しているのか、その詳細な分子
機構を解明する必要がある。 
 
（2）ヒト病理検体を用いた解析 
① SuM 陰性のヒト胃癌は、SuM 陽性の胃癌と

比較し、GCP を併発する頻度が高い 
 ヒト分化型早期胃癌の深部に併発する
GCP の発生における SuM の関与を解析する
ため、内視鏡的切除された分化型早期胃癌
のホルマリン固定パラフィン包埋切片に対
して HID-AB 染色を行った。癌細胞が SuM
を産生している SuM(+)群は 71.7%(=38/53)、
産生していない SuM(-)群は 28.3%(=15/53)
であった。そして SuM(+)群における GCP の
併発率は 7.9%(=3/38)、SuM(-)群で GCP の
併発率は 33.3%(=5/15)であり、GCP の併発
率は SuM(+)群に比べて SuM(-)群で有意に
高かった。 
 GCP それ自体は良性病変とされているが、
胃癌と合併する頻度が高い。本研究におけ
るヒト早期胃癌の解析により、癌細胞で
SuM の産生がみられない場合に GCP を併発
する頻度は、SuM を産生している場合と比
較して有意に高いことから、ヒトにおいて
も SuM は GCP の発生を制御している可能性
が示された。稀であるが、GCP 癌化例も報
告されている (Mitomi et al, Scand J 
Gastroenterol 11, 1226-1229, 1998)。従
って、早期分化型胃癌の病理診断において、
HID-AB染色によりSuMの有無を検索するこ
とは GCP 併発の有無を評価する上で一つの
指標となる可能性がある。 
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