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研究成果の概要（和文）：　当研究室では、胃粘膜液中でαGlcNAcを有するO-グリカンを生合成する糖転移酵素
ヒトα4GnTを単離し、その遺伝子欠損マウスであるA4gnt欠損マウスを作製した。全ての変異マウスで胃の幽門
部に分化型腺癌が発症したことから、αGlcNAcは分化型腺癌の抑制因子と考えられたが、その詳細な機構は不明
である。A4gnt欠損マウスは、3週齢で胃の幽門部が過形成を引き起こすため、発癌機構解明のためには、胎児期
の胃の解析が必要であると考えた。野生型マウス胎児期におけるα4GnTおよび関連分子の発現および局在を明ら
かにし、A4gnt欠損マウスでの結果と比較することで、発癌との因果関係を検討した。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified human α1, 4-N-acetylglucosaminyltransferase (α
4GnT) that biosynthesizes O-glycans carrying terminal α1, 4-linked N-acetylglucosamine residues (α
GlcNAc) in gastric mucosa,　and engineered A4gnt -/- mice. A4gnt -/- mice showed complete lack of α
GlcNAc expression in gastric gland mucin. Surprisingly, all the mutant mice developed gastric 
differentiated-type adenocarcinoma. This result suggests that αGlcNAc serves as a tumor suppressor 
for differentiated-type adenocarcinoma, but its detailed mechanism is unknown. 3-week-old A4gnt -/- 
mice develop gastric hyperplasia, so we considered that it is necessary to analyze the embryonic 
stomach in order to elucidate the carcinogenic mechanism. Therefore, we clarified the expression and
 localization of α4GnT and related molecules in the embryonic stomach of wild-type mice, and 
compared the results with that of A4gnt -/-　mice to investigate the causal relationship with 
carcinogenesis.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　胃癌は分化型腺癌と未分化型腺癌に大別され、分化型腺癌は年齢とともにその罹患率が増加する。全ての
A4gnt欠損マウスは、胃の幽門部に分化型腺癌が自然発症することから、分化型腺癌の有用なモデル動物である
と考えられる。本研究は、野生型マウス胎児期のα4GnTおよびその関連分子の発現および局在を明らかにし、
A4gnt欠損マウスにおけるその変化の様子を観察し、胃の分化型腺癌発症との因果関係を明らかにする。その結
果は、腺癌に特化した胃癌発症メカニズムを理解し、胃癌に対する新しい予防法および治療法の確立に大きな道
筋を開くものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胃の腺粘膜液では、非還元末端に1,4 結合した N-アセチルグルコサミン残基 1, 4-linked N-

acetylglucosamine residues (GlcNAc) を有する糖鎖 O-グリカンがムコチンコアタンパク質MUC6
上に付加されている。当研究室では、O-グリカン生合成を担うヒト1,4-N-アセチルグルコサミ
ン転移酵素1, 4-N-acetylglucosaminyltransferase (4GnT)を発現クローニング法によって単離した。
また、A4gnt 欠損マウスを作製し、GlcNAc に対する免疫染色および質量分析を行ったところ、
このマウスの胃粘膜液と十二指腸粘膜ではGlcNAc が完全に消失していることを確認した
（Karasawa et al. J Clin Invest. 2012）。このことから、4GnTはGlcNAcの生合成に関わる唯一の
糖転移酵素であることが証明された。そして、驚くべきことに、全ての変異マウスは胃の幽門部
に分化型腺癌が発生した。GlcNAc は分化型腺癌の発生を予防する抑制因子と考えられるが、
その詳細なメカニズムは明らかになっていない。ヒトの胃腺癌においてはMUC6を発現した 48
例中 85.4%の症例でGlcNAc が有意に減少していることも示されており (Karasawa et al. J Clin 
Invest. 2012)、GlcNAcは、ヒトにおいても分化型腺癌の発生を抑制していることが明らかとな
っている。このため、A4gnt欠損マウスを解析することは、マウスの分化型腺癌の発症メカニズ
ムの解明に必要であるだけでなく、ヒトでも同様に発癌することが考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、A4gnt欠損マウスの胃での病理学的変化を引き起こす因子を明らかにし、ヒ
トにおける分化型腺癌発症との関連を調べることにある。A4gnt欠損マウスは、その胃幽門粘膜
において、5週齢で過形成、10週齢で軽度異形成、20週齢で高度異形成、そして 30週齢で分化
型腺癌が自然発生する (Karasawa et al. J Clin Invest. 2012)。このように、A4gnt欠損マウスは生後
早くから特徴的な病理学的変化が観察されるが、この変化を引き起こす要因を明らかにするた
めに、過形成が観察される以前の胎児期の胃を解析する必要があると考え、行った。 
 
３．研究の方法 
（１）TaqManリアルタイム PCR法を用いた実験系を確立し、野生型および A4gnt欠損マウス胎
児胃における mRNAの定量的解析を行った。現在までに、4GnTおよび、GlcNAcが結合する
ムコチンコアタンパク質 MUC6 や、胃で発現するもう 1 種類のムコチンコアタンパク質
MUC5AC、また、MUC6やMUC5ACと結合し、癌との関連が報告されている TFF2 (Trefoil factor 
family2) や TFF1の mRNAの発現量の変化を明らかにした。具体的には、野生型および A4gnt欠
損マウスの発情前期の雌マウスを雄マウスと掛け合わせ、妊娠マウスを得た。E12.5 (embryonic 
day) から E19.5 までのマウス胎児から胃を取り出し、RNA を安定化する薬剤である RNlater 
(Invitrogen)に浸透させ、RNeasy (QIAGEN)によりmRNAを精製した。逆転写を行った後で TaqMan
プローブを用いたリアルタイム PCR を行い、mRNA 発現量を測定した。各胎生日齢につき 5-8
匹ずつの胎児胃を使用し、実験を行った。 
（２）野生型および A4gnt欠損マウス胎児胃に関して、GlcNAcの特異抗体である HIK1083抗
体、TFF1 もしくは TFF2 の特異抗体を使用して、免疫蛍光組織染色法を行った。それぞれの分
子が、タンパク質レベルで発生・分化段階のどの時期、どの部分に局在するかを明らかにした。
E12.5 から E19.5 までの胎児胃を 4%PFA で 24 時間固定し、スクロース置換後に凍結包埋した。
薄切後の切片を各種抗体で蛍光免疫組織染色し、共焦点顕微鏡で観察した。また、HE (hematoxylin 
eosin)染色により、胎児期において病理学的な変化が見られるかの観察も行った。 
 
４．研究成果 
（１）TaqManリアルタイム PCR法により、野生型マウス胎児胃の4GnTは、E13.5から mRNA
が発現し始め、E19.5にかけて増加することが明らかとなった。MUC6は、野生型では、E15.5か
ら発現し始めるが、A4gnt欠損マウスでは、野生型より早い E13.5からわずかな発現上昇が見ら
れた。そして、E18.5 以降で野生型と比較して発現量が顕著に減少し始め、E19.5 では約 60%の
発現量が減少した。TFF1、TFF2 は、野生型では E15.5 から発現が上昇し始め、E18.5 から急激
に発現量が増加した。しかしながら、A4gnt欠損マウスでは、野生型のような急激な発現上昇は
見られず、驚くべきことに、E19.5では約 94%もの mRNAの発現量減少が見られた。なお、これ
らの実験では、グラフの数値は、GAPDH を内部標準として使用し、E19.5 野生型マウス胎児胃
の値を 1 とした場合の各胎生日齢での mRNA 発現量を比較した。これらの結果から、A4gnt 欠
損マウスでは、MUC6、TFF1、TFF2は共に、野生型と比較して E18.5以降で mRNA発現が大幅
に減少するという知見が得られた。 
（２）次に、GlcNAc の特異抗体である HIK1083抗体および TFF1と TFF2特異抗体を用いて、
野生型マウスおよび A4gnt欠損マウスの免疫蛍光組織染色を行った。その結果、GlcNAcは、野
生型マウスでは E15.5でわずかな局在が確認され、E16.5以降では腺底部への明らかな局在を認
めた。胎生日齢が進んで行くにつれ、タンパク質発現量は増加する様子が観察された。（１）で
示したように、TaqManリアルタイム法により、mRNA発現は E13.5以降に起こることが明らか



になっており、免疫蛍光組織染色法でタンパク質局在として確認出来るまでに少しの時間を要
することが分かった。TFF1は、E14.5からすでにタンパク質の発現が見られ、A4gnt欠損マウス
でも同様であった。また、その局在部位にも変化は見られなかった。Tff2は、TFF1と同様に、
E14.5 からタンパク質の局在が見られ、A4gnt 欠損マウスでも変わらなかった。しかしながら、
UEAI (Ulex europaeus agglutinin I lectin) により表層粘液細胞を染色したところ、hindstomachでの
胃底腺における TFF2の局在は消失し、幽門腺付近にのみ局在が観察されるという驚くべき結果
が得られた。このことから、A4gnt欠損マウスの生後 5週齢での過形成は Tff2の局在変化が関与
している可能性を考え、今後の研究を進める予定である。当研究室でも結合が確認されている分
子 Xが、TFF2発現を調節するという報告があり、今後は、この分子 Xと TFF2の関係に着目し
て研究を行う。免疫蛍光組織染色法により、共局在の様子も観察する予定である。また、A4gnt
欠損マウスで Tff1 と MUC6 の mRNA 発現量が減少していることに関しても、胃癌発症との関
連を調べる。現在、MUC6特異抗体を作製中であり、この抗体を用いて免疫蛍光組織染色を行う
ことで、さらなる知見が得られると考えている。HE染色により、胎児胃の外観を野生型と A4gnt
欠損マウスで比較したが、増殖に大きな差は見られなかった。しかしながら、胎児胃の増殖に関
して、定量的な解析は行っておらず、妊娠マウスに BrdU (5′-Bromo-2-deoxyuridine)を注射して 2
時間後の胎児胃を固定して、BrdU 取り込み細胞の定量により、野生型と A4gnt欠損マウスの増
殖に差が無いかの確認を行う。また、胃で発現するその他の粘膜分子であるMUC5ACの免疫染
色も行う予定である。今後は、A4gnt欠損マウスでの変化が発癌にどのように関与するかに焦点
を当て、研究を行う。また、ヒト分化型胃癌の病理標本を用いて、A4gnt欠損マウスに見られた
発現量や局在の変化がヒトにも観察されるか、また、その同様な変化の見られる標本の割合はど
れほどかを明らかにして、医療の進歩に貢献したいと考えている。 
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