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研究成果の概要（和文）：αGlcNAcによる胃分化型癌発生の制御機構におけるIL-11とMUC1の関与について検討
した。IL-11については、野生型マウスのIL-11受容体にαGlcNAcが結合し、またA4gnt KOマウスでは野生型マウ
スと比較してSTAT3のリン酸化が亢進していることを提示した。また、ヒト胃分化型癌の8%の症例で癌細胞にお
けるαGlcNAc陰性かつリン酸化STAT3陽性を確認した。一方、MUC1についてはA4gnt KOマウスの癌化にMUC1が積
極的に関与している可能性を示す知見は得られなかった。以上より、胃分化型癌発生制御機構の一つにIL-11を
介するSTAT3のリン酸化抑制が示された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the involvement of IL-11 and MUC1 signalings in the 
regulation of pathogenesis in differentiated-type gastric adenocarcinoma by αGlcNAc. With regard to
 IL-11 signaling, αGlcNAc bound to the IL-11 receptor (IL-11RA) in wild-type mice and 
phosphorylation of STAT3 was enhanced in A4gnt KO mice compared to wild-type mice. In addition, α
GlcNAc-negative and phosphorylated STAT3-positive cancer cells were observed in 8% of human 
differentiated-type gastric adenocarcinoma. On the other hand, analysis of A4gnt KO mice did not 
reveal significant findings suggesting a possible involvement of MUC1. These results combined 
together indicate that IL-11-mediated inhibition of STAT3 phosphorylation is one of the regulatory 
mechanisms of pathogenesis in gastric carcinoma.

研究分野：人体病理学

キーワード： 糖鎖　胃発癌　炎症　遺伝子改変マウス　ヒト分化型胃癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により胃腺粘液におけるαGlcNAcの消失はIL-11シグナルの活性化を促進することで分化型胃癌の発生に
結びつく可能性が示された。糖鎖による胃癌抑制機構についての知見は未だ乏しいことから、本研究成果は糖鎖
病理学分野においての学術学的意義がある。またA4gnt KOマウスの胃分化型癌発生にはSTAT3の活性化が関連す
ることが示唆され、さらにヒト胃分化型癌でも癌細胞におけるαGlcNAc陰性かつリン酸化STAT3陽性例が確認で
きた。この結果は、分化型胃癌の治療戦略として、IL-11/STAT3経路の阻害が有効である可能性を示している。

※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 

胃癌は我が国における悪性腫瘍による死亡者数の上位を占めることから、今日においても主要

な悪性疾患の一つである。一方、胃粘膜に存在する粘液細胞は粘膜上層の表層粘液細胞と粘膜

下層の腺粘液細胞からなっており、腺粘液細胞は糖鎖の末端にα1,4結合型N-アセチルグルコサ

ミン (αGlcNAc)を有するO-結合型糖鎖がその足場蛋白質であるMUC6に結合した腺粘液を分泌し

ている。我々はαGlcNAcの生合成に係わるα1,4-N-アセチルグルコサミン転移酵素 (α4GnT)の

cDNAを単離し(1)、αGlcNAcが生体に自然に備わった抗菌剤としてピロリ菌感染から胃粘膜を防

御していることを示した(2)。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では向腫瘍性炎症を基盤に分化型腺癌が自然発生、さらに

発癌の過程でIL-11 mRNAの発現が亢進していることを明らかにした(3)。これらの結果はα

GlcNAcが2つの異なるメカニズムで胃癌の発症を予防する重要な生体分子であることを示してい

る。最近、我々は野生型マウスの胃粘膜では、MUC1のN末端にαGlcNAcが結合していることを見

出し (科研費挑戦的萌芽研究 (課題番号16K15255):研究代表者 中山 淳）、A4gnt KOマウスの

癌化にMUC1におけるαGlcNAcの欠失が関与する可能性を示した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的はA4gnt KOマウスとヒト胃癌の病理検体を対象に、IL-11とMUC1に着目してα

GlcNAcによる胃分化型癌発生の制御機構を明らかにすることである。 

 

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 マウスと野生型マウスを使用した(3)。本研究におけるマウスの使用は信州大学動物

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.300078）。  

② マウス胃粘膜の採取と保存 

マウスより胃を摘出した後、幽門部側より大弯に沿って切り、PBS (pH 7.4)で洗浄した。その

後、胃粘膜を筋層から剥離、液体窒素を用いて凍結、解析時まで80℃に保存した。 

③ イムノブロット法 

5 週齢、10週齢、20週齢、50 週齢の野生型マウス (n = 6) と A4gnt KO マウス (n = 6) の胃

粘膜から調製した蛋白質溶解液を対象に、イムノブロット法により STAT3、AKT および ERK1/2 の

リン酸化 (p)の程度を解析した。一次抗体として p-STAT3 (#9145)、STAT3 (#9139)、p-AKT 

(#4060)、AKT (#4691)、p-p44/42 MAPK (p-ERK1/2) (#4370)、p44/42 MAPK (ERK1/2) (#9102) 

(何れも Cell Signaling Technology より購入)を使用した。 

④ 免疫沈降-イムノブロット法 

IL-11 受容体(IL-11RA)と MUC1 の免疫沈降には 10週齢の野生型マウスと A4gnt KO マウスの胃

粘膜から抽出した蛋白質溶解液を使用した。免疫沈降用の抗体として、抗 IL-11RA 抗体は 4D12 

(Santa Cruz)を、MUC1 の C ドメインに対する抗体として Ab-5 (#HM-1630-PABX; Thermo 

Scientific)を使用した。イムノブロット用の抗体として、IL-11RA に対する抗体は 4D12 と IL-



11RA ポリクローナル抗体 (bs-6759R; Bioss)を、αGlcNAc に対する抗体は HIK1083 (関東化学)

を使用した。また、β-actin に対する抗体は 013-24553 (WAKO)を用いた。一方、MUC1 のリン酸

化については抗 p-tyrosine 抗体 P-Tyr-100 (#9411; Cell Signaling Technology)を使用した。 

⑤ GSA-II レクチンビーズ結合画分のイムノブロット分析 

10 週齢の野生型マウス並びに A4gnt KO マウスの胃粘膜から蛋白質溶解液を調製した。この可

溶性画分からアガロースビーズに対して非特異的に結合するタンパク質を除去した後、溶解液

に GSA-II レクチンビーズ (A-2402-2; EY Laboratories)を添加した。4℃でローテーション、洗

浄した後、ビーズ結合画分を回収し、HIK1083 抗体と抗 IL-11RA 抗体 (bs-6759R)を用いて、そ

れぞれαGlcNAc と IL-11RA に対するイムノブロット分析を行った。 

⑥ 病理組織学的解析 

頸椎脱臼により安楽死させた 5週齢、10週齢、20週齢、50週齢の野生型マウス (n = 6)およ

び A4gnt KO マウス (n = 6)から胃を摘出し、大弯側で開き、10%中性緩衝ホルマリン (pH 7.4)

で固定した。パラフィン包埋ブロックから 3 µm の組織切片を作製し、HE染色並びに免疫染色を

行った。一次抗体として、p-ERK1/2、p-AKT、p-STAT3、MUC1-C に対する抗体は３(1)③あるいは

３(1)④に記載したものを使用した。また、IL-11RA に対する抗体は bs-6759R (Bioss)を使用し

た。抗原賦活化は、IL-11RA 以外は 10 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 8.0) + 1 mM EDTA を用いたマ

イクロフエーブ処理を、IL-11RA は 10 mM クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0)を用いたマイク

ロフエーブ処理を行った。 

⑦ A4gnt/Il11 ダブルノックアウト(DKO)マウス胃粘膜の病理組織学的解析 

10 週齢の A4gnt /Il11 DKO マウス (n = 9)と A4gnt KO マウス (n = 18) (東京大学大学院農学

生命科学研究科 角田 茂准教授より恵与)の胃のホルマリン固定パラフィン包埋ブロックから

3µm の組織切片を作製した後、３(1)⑥と同様、HE染色と p-STAT3 に対する免疫染色を行った。 

⑧ 統計解析 

統計解析は Mann-Whitney U-test 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) ヒト分化型早期胃癌を用いた病理組織学的解析 

① 症例 

内視鏡的切除された分化型早期胃癌 53症例の病理組織標本を解析対象とした。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の承認を受けた (no.5103)。 

② 病理組織学的解析 

上記の病理組織標本に対して、(1)⑥と同様、HIK1083 抗体と抗 p-STAT3 抗体 (#9145)を用いた

免疫染色を行った。 

③ 統計解析 

統計解析は 2x2 Chi square test を用い、P 値が 0.05 未満の場合に有為差ありと判定した。 

 

４．研究結果 

(1) 遺伝子改変マウスを用いた解析 

① A4gnt KO マウスの胃粘膜では IL-11 シグナルが活性化している 

A4gnt KO マウス胃粘膜では野生型マウスと比較し IL-11 mRNA の発現レベルが亢進しているこ

とから(3)、IL-11 シグナルの下流で活性化される STAT3、AKT、ERK に関して(4)、週齢(wk)毎の活



性化(リン酸化)をイムノブロット法により定

量解析した。STAT3 のリン酸化は野生マウスと

比較して A4gnt KO マウスで高く、また 50 週

齢までの経時的変化では、5 週齢と 10 週齢に

おいて野生型マウスと比較し、A4gnt KO マウ

スで有意に高値であった (図 1）。また、免疫

組織化学的に IL-11RA は幽門腺細胞に、p-

STAT3 は幽門腺細胞と間質の単核球に発現し

ていた (図 2)。次に AKT のリン酸化は 10 週

齢以降で亢進し、免疫組織化学的に p-AKT は表層粘液細胞に発現していた。ERK のリン酸化の経

時的変化は、5〜50 週齢の A4gnt KO マウスで野生型マウスと比較して亢進していた。免疫組織

化学的に p-ERK は表層粘液細胞に局在していたが、その分布は不均一であった。一方、免疫組織

化学的に MUC1-C は野生型マウスの幽門腺に限局していたが、A4gnt KO マウスの胃幽門粘膜では

加齢とともに腺管下層から上層に拡大した。しかしながら、MUC1-C の核における局在は確認で

きなかった。また、免疫沈降-イムノブロット法による解析でも A4gnt KO マウスの胃粘膜におけ

る MUC1 の C 末端サブユニットのリン酸化は確認できなかった。 

以上の結果より A4gnt KO マウスの胃粘膜では IL-11 シグナルが活性化していることが明らか

になった。A4gnt KO マウスでは CCL2 mRNA と HGF mRNA の発現が亢進していることから (3)、p-

STAT3 陽性の幽門腺細胞から CCL2 が分泌され(5)、単核球がリクルート、その単核球も M2型マク

ロファージの特徴である p-STAT3 を発現していることから(6)、そこから HGF 等の細胞増殖因子が

放出、これらが上皮の c-MET 等の受容体と作用することで AKT と ERK のリン酸化が生じ(7)、上皮

の増殖亢進や生存に繋がっている可能性があると考えられる。この点を検証するため、更なる解

析が必要である。なお、MUC1 については、免疫組織化学的解析並びに免疫沈降-イムノブロット

法による解析の何れにおいても、A4gnt KO マウスの胃発癌に MUC1 が積極的に関与している可能

性を示唆する知見は得られなかったことから、以降 MUC1 の解析は行わなかった。 

② A4gnt/Il11 DKO マウスの胃粘膜では p-STAT3 の発現が減弱する 

A4gnt KO マウス胃粘膜における STAT3活性化の要

因が IL-11 そのものであるか否かを検討するため、

A4gnt KO マウスと A4gnt/Il11 DKO マウスの胃粘膜

における p-STAT3 の発現を免疫組織化学的に解析

した (図 2)。A4gnt/Il11 DKO マウスにおいて p-

STAT3 の発現は A4gnt KO マウスと比較し減弱した

が、完全には陰性化しなかった。また、A4gnt/Il11 

DKO マウスの胃粘膜病変は A4gnt KO マウスと比較

して有意に厚さが減じた (P < 0.05)。異型度も減

弱したが、病変は残存した。 

以上の結果より、A4gnt KO マウスにおける STAT3 活性化の主な要因は IL-11 であるものの、

IL-11 を介さない STAT3 活性化経路の存在も示唆された。 

③ αGlcNAc は IL-11RA を糖鎖修飾することで STAT3 の活性化を抑制している可能性がある 

IL-11 は IL-11RA と結合した後、IL-11RA が gp130 と結合し、IL-11/IL-11RA/gp130 複合体が

形成される(4,5)。さらにこれら複合体が会合し、6 量体を形成することで、下流の JAK/STAT3 経

路が活性化させる。IL-11RA には 2か所に N-グリカン結合部位 (ヒトでは N-グリカンに加えて



O-グリカンも結合している)があり(8)、また免

疫組織化学的にも４(1)①に示したように

A4gnt KO マウスの幽門腺細胞には IL-11RA が

発現していたことから、IL-11RA における

αGlcNAc 修飾の有無を解析した。10 週齢の野

生型ならびに A4gnt KOマウスの胃粘膜溶解液

中の GSA-II 結合画分を対象に、抗 αGlcNAc

抗体および抗 IL-11RA 抗体を用いたイムノブ

ロット分析を行った (図 3A)。αGlcNAc は野

生型マウス由来 GSA-II 結合画分の IL-11RA に相当する分子量 51kDa に検出され、さらにこのバ

ンドは抗 IL-11RA 抗体と反応した。一方、10週齢の野生型ならびに A4gnt KO マウスの胃粘膜溶

解液の抗 IL-11RA 抗体免疫沈降物を対象として、抗αGlcNAc 抗体および抗 IL-11RA 抗体を用い

たイムノブロット分析を行った (図 3B)。その結果、野生型マウス由来の IL-11RA に αGlcNAc

が検出されたことから、IL-11RA はαGlcNAc 修飾を受けていることが示された。 

以上の結果から、野生型マウスにおいてαGlcNAc は IL-11RA と結合していることが示され

た。この結果は野生型マウスにおいて IL11RA が gp130 あるいは IL-11 と会合される際に

αGlcNAc が結合していることで立体阻害を受けている可能性を示している。   

 

(2) ヒト分化型胃癌の 8%は、癌細胞においてαGlcNAc 陰性かつ p-STAT3 陽性である 

ヒト分化型胃癌において、癌細胞における

αGlcNAc の消失と p-STAT3 の発現との関連を解析

するため、37 例のヒト分化型早期胃癌の組織切片

に対してαGlcNAcとp-STAT3の免疫染色を行った。

αGlcNAc は 35.1%に陽性、p-STAT3 は 81.0%に陽性

であり、A4gnt KO マウスの表現型を示すαGlcNAc

陰性かつ p-STAT3 陽性例は 8%に認められた(図 4)。

しかし、αGlcNAc 陰性と p-STAT3 陽性との間に統計学的有意差は得られなかった (P = 0.69)。 

以上の結果から、αGlcNAc による分化型胃癌制御機構の一つとして、STAT3 の活性化抑制が示

された。 
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