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研究成果の概要（和文）：大腸粘膜固有層のびまん性リンパ球浸潤は潰瘍性大腸炎の特徴的像で
あり，高内皮細静脈様血管内腔面に発現するセレクチンリガンド糖鎖と MAdCAM-1 タンパクによ
って惹起される．本研究は MAdCAM-1 タンパクのセレクチンリガンド糖鎖による翻訳後修飾が，
潰瘍性大腸炎の病態形成に寄与しているか否かを明らかにすることを目的に施行され，
GlcNAc6ST-1 を介した MAdCAM-1 タンパクの翻訳後修飾が，潰瘍性大腸炎の臨床的活動度を規定
する因子として重要である可能性が示された． 
 
 
研究成果の概要（英文）：A diffuse lymphocyte infiltrate characterizes ulcerative colitis, 
and requires at least one of the two molecular interactions: one via L-selectin and 
peripheral lymph node addressin (PNAd) and the other via α4β7 integrin and mucosal 
addressin cell adhesion molecule 1 (MAdCAM-1).  The present study was undertaken to 
elucidate the role of post-translational modification of MAdCAM-1 protein with L-selectin 
ligand carbohydrates in the pathogenesis of ulcerative colitis.  In this study, 
ulcerative colitis disease activity is not regulated by expression of MAdCAM-1 protein 
itself, but rather by decoration of MAdCAM-1 protein with L-selectin ligand carbohydrates 
mediated chiefly by sulfation by GlcNAc6ST-1. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 潰瘍性大腸炎は大腸粘膜を侵す原因不明
の慢性炎症性疾患である．病理組織学的には，
本疾患は陰窩膿瘍に加えて，粘膜固有層のび
まん性リンパ球・形質細胞浸潤で特徴付けら
れる．一般に，リンパ節，扁桃といった二次
リンパ臓器におけるリンパ球ホーミングは，
リンパ球表面に発現している L-セレクチン
と，高内皮細静脈内腔面に発現している硫酸
化シアリルルイスX糖鎖との結合によって惹
起される．これまでに，この硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖を発現した高内皮細静脈様血管
が種々の慢性炎症性疾患で誘導されること
が報告されており，申請者らも Helicobacter 
pylori感染胃粘膜において，硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖を発現した高内皮細静脈様血管
が，胃粘膜固有層のリンパ球浸潤の程度に応
じて誘導され，また Helicobacter pyloriの
除菌によって消失することを明らかにした
（Kobayashi, et al. Proc Natl Acad Sci USA 
101: 17807-17812, 2004）．さらに，申請者
らは最近，活動期潰瘍性大腸炎の粘膜固有層
において，硫酸化シアリルルイス X糖鎖を発
現した高内皮細静脈様血管が寛解期に比し
て有意に増加していることを明らかにした
（ Suzawa, Kobayashi, et al. Am J 
Gastroenterol 102: 1499-1509, 2007）．前
回までの研究では，申請者らは，硫酸化シア
リルルイスX糖鎖が付加されるコアタンパク
として CD34 に着目してきたが，腸管粘膜固
有層に特異的に発現している mucosal 
addressin cell adhesion molecule-1 
(MAdCAM-1) はα4β7インテグリンのレセプタ
ーとして機能する他，硫酸化シアリルルイス
X 糖鎖の付加を受けることにより，腸管粘膜
固有層の L-セレクチン依存性リンパ球ホー
ミングに関与していると考えられている
（Berg, et al. Nature 366: 695-698, 1993）．
MAdCAM-1 の糖鎖付加およびその硫酸化に関
するこれまでの基礎的研究は，マウス
MAdCAM-1 に関するものが多く，マウス
MAdCAM-1 よりも糖鎖付加部位が豊富なヒト
MAdCAM-1 に関する研究は少ない． 
 
 シアリルルイス X 糖鎖の硫酸化は
N-acetylglucosamine (GlcNAc) の 6 位の炭
素 に 硫 酸 基 を 転 移 す る
GlcNAc-6-O-sulfotransferase (GlcNAc6ST) 
によって行われる．これまでに 5 種類の
GlcNAc6ST がクローニングされているが，申
請者らのグループは，二次リンパ臓器の高内
皮細静脈におけるシアリルルイス X糖鎖の硫
酸化は，GlcNAc6ST-1 と GlcNAc6ST-2 によっ
て協調的に行われていることを明らかにし
た（ Kawashima, et al. Nat Immunol 6: 
1096-1104, 2005）．興味深いことに，リンパ

節，扁桃といった二次リンパ臓器の高内皮細
静脈におけるシアリルルイスX糖鎖の硫酸化
で優位に働くGlcNAc6ST-2 をノックアウトし
ても，腸管粘膜パイエル板の高内皮細静脈で
は硫酸化シアリルルイスX糖鎖の生合成が保
たれることから，腸管粘膜固有層では
GlcNAc6ST-1 の働きが優位であることが示唆
される．GlcNAc6ST-1 の基質として，MAdCAM-1
上のシアリルルイス X糖鎖が好まれる可能性
も否定できない． 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，潰瘍性大腸炎で誘導される高
内皮細静脈様血管，特に MAdCAM-1 陽性血管
における硫酸化シアリルルイスX糖鎖の生合
成に関わる硫酸転移酵素を明らかにするた
め，以下の方法を用いて，臨床病理学的およ
び分子生物学的に解析する． 
 
(1)潰瘍性大腸炎のホルマリン固定パラフィ
ン切片に対し，血管内皮細胞マーカー，
MAdCAM-1，硫酸化シアリルルイス X糖鎖抗原
に対する免疫染色を行い，MAdCAM-1 および硫
酸化シアリルルイス X糖鎖陽性血管の出現頻
度を定量する．さらに組織学的に MAdCAM-1
と硫酸化シアリルルイスX糖鎖が共在するこ
とをレーザー共焦点顕微鏡を用いて明らか
にする． 
 
(2)上記組織切片に対して，硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖の生合成に関わる一連の糖転移
酵素および硫酸転移酵素の発現を mRNA レベ
ル（in situ ハイブリダイゼーション）およ
びタンパクレベル（酵素タンパクに対するペ
プチド抗体を用いた免疫染色）で明らかにす
る． 
 
(3)上記(1)および(2)で得られた染色結果と，
患者の臨床病理学的因子との相関を統計学
的に解析する． 
(4)培養細胞を用いて硫酸化シアリルルイス
X糖鎖の付加されたコアタンパク（CD34 およ
び MAdCAM-1）を作製し，免疫沈降およびウエ
スタンブロットによる解析で，それぞれのコ
アタンパクにおいて，GlcNAc6ST-1 および
GlcNAc6ST-2 のどちらがより効率的に硫酸基
を転移するかを明らかにする． 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)潰瘍性大腸炎におけるMAdCAM-1 および硫
酸化シアリルルイス X陽性血管の出現頻度を



定量化する：信州大学医学部附属病院で生検
された潰瘍性大腸炎（活動期，寛解期の両方
を含む）のホルマリン固定パラフィン切片に
対し，血管内皮細胞マーカー（CD31, CD34），
MAdCAM-1，硫酸化シアリルルイス X糖鎖抗原
に対する免疫染色を行い，大腸粘膜全血管に
対する MAdCAM-1 陽性血管の頻度，および
MAdCAM-1 陽性血管に対する硫酸化シアリル
ルイス X 糖鎖抗原血管の頻度を定量化する． 
 
(2)組織切片上でMAdCAM-1 と硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖が共在していることを明らかに
する：上記組織切片に対し，MAdCAM-1 および
硫酸化シアリルルイスX糖鎖抗原に対する蛍
光二重免疫染色を行い，これら二つの分子が
組織切片上で共在していることをレーザー
共焦点顕微鏡を用いた解析で明らかにする． 
 
(3)硫酸化シアリルルイス X 糖鎖の生合成に
関与する硫酸転移酵素の発現と局在を mRNA
レベルで確認する：上記組織切片に対し，硫
酸化シアリルルイス X糖鎖の生合成に関与す
る硫酸転移酵素（GlcNAc6ST-1，GlcNAc6ST-2）
の in situ ハイブリダイゼーションを行い，
潰瘍性大腸炎で誘導される高内皮細静脈様
血管で各酵素の遺伝子転写が行われている
ことを確認する． 
 
(4)硫酸化シアリルルイス X 糖鎖の生合成に
関与する硫酸転移酵素の発現と局在をタン
パクレベルで明らかにする：硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖の生合成に関与する硫酸転移酵
素（GlcNAc6ST-1，GlcNAc6ST-2）に対するペ
プチド抗体を作製し，これを用いて潰瘍性大
腸炎の組織切片を免疫染色し，上記酵素の発
現と局在をタンパクレベルで明らかにする．
上記(3)で行われた in situ ハイブリダイゼ
ーションの結果との整合性を確認する． 
 
(5)組織学的解析で得られた結果と，患者の
臨床病理学的因子との関連性を統計学的に
解析する：上記の実験で得られた染色結果と，
患者の臨床病理学的因子（UCDAI による臨床
的活動度の Grading（Schroeder, et al., N 
Engl J Med 317: 957-969, 1987），組織学的
活動度の Grading（Geoboes, et al., Gut 47: 
404-409, 2000））との相関を統計学的に解析
する． 
 
(6)GlcNAc6ST-1およびGlcNAc6ST-2の硫酸転
移能が，基質糖鎖のコアタンパクの違いによ
って変化するか否かを明らかにする：CHO 細
胞に 2 種類のコアタンパク（CD34 あるいは
MAdCAM-1）遺伝子のいずれかを導入し，安定
発現株を樹立する．引き続き，それぞれの安
定発現株に対して，硫酸化シアリルルイス X
糖鎖の付加に必要な糖転移酵素 FucT-VII， 

C1β3GnT，および硫酸転移酵素（GlcNAc6ST-1，
GlcNAc6ST-2，あるいは vector のみ）遺伝子
を順次導入し，硫酸化シアリルルイス X 糖鎖
の付加されたそれぞれのコアタンパクを安
定発現した細胞株を樹立する．これらの細胞
株から糖タンパクを回収し，それぞれのコア
タンパク（CD34 あるいは MAdCAM-1）を認識
する単クローン抗体を用いて免疫沈降を行
った後，硫酸化シアリルルイス X 糖鎖抗原に
対する単クローン抗体（MECA-79）でウエス
タンブロットを行い，それぞれのコアタンパ
クにおいて，GlcNAc6ST-1 および GlcNAc6ST-2
のどちらがより効率的に硫酸基を転移する
かを明らかにする． 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1)活動期潰瘍性大腸炎で発現する MAdCAM-1
陽性血管に占めるMECA-79 陽性血管の比率の
上昇：潰瘍性大腸炎生検材料の免疫組織化学
的解析では，CD34（血管内皮細胞マーカー）
陽性血管に占める MAdCAM-1 陽性血管の比率
には活動期，寛解期の間で有意な差がみられ
なかったが，MAdCAM-1 陽性血管に占める
MECA-79（L-セレクチンリガンド糖鎖を認識
する）陽性血管の比率は活動期で有意に増加
していた（図 1，図 2）． 
 

 

図 1 潰瘍性大腸炎における高内皮細静脈様
血管の免疫組織化学 
 

 
図 2 潰瘍性大腸炎活動期および寛解期にお
ける MAdCAM-1 および MECA-79 陽性血管の出
現頻度 



 
(2)MAdCAM-1 タンパクと MECA-79 陽性セレク
チンリガンド糖鎖の共在：レーザー共焦点顕
微鏡を用いた解析では，活動期で出現する高
内皮細静脈様血管内腔面には MAdCAM-1 と L-
セレクチンリガンド糖鎖が同部位に局在し
ており，活動期特異的に MAdCAM-1 が L-セレ
クチンリガンド糖鎖によって翻訳後修飾さ
れている可能性が示された（図 3）． 
 

 
図 3  レーザー共焦点顕微鏡を用いた
MAdCAM-1タンパクとMECA-79陽性セレクチン
リガンド糖鎖の共在解析 
 
(3) 活 動 期 潰 瘍 性 大 腸 炎 に お け る
GlcNAc6ST-1 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 と
GlcNAc6ST-1 の基質タンパク特異性：RT-PCR
による解析では，硫酸転移酵素 GlcNAc6ST-1，
GlcNAc6ST-2 のうち，GlcNAc6ST-1 の発現が
活動期に特異的にみられ，L-セレクチンリガ
ンド糖鎖の硫酸化はGlcNAc6ST-1 が主に行っ
ている可能性が示された（図 4）．培養細胞を
用いた系では，GlcNAc6ST-2 はコアタンパク
CD34 および MAdCAM-1 上のシアリルルイス X
糖鎖にほぼ同様に硫酸基を転移したが，
GlcNAc6ST-1はMAdCAM-1タンパク上のシアリ
ルルイスX糖鎖に特異的に硫酸基を転移した
（図 5）． 
 

 
図 4 RT-PCR を用いた潰瘍性大腸炎における
硫酸転移酵素の発現解析 
 

 
図 5 CHO 遺伝子導入株を用いた MAdCAM-1 の
GlcNAc6ST-1 を介した硫酸化シアリルルイス
X糖鎖の発現 
 
 以上の結果から，高内皮細静脈様血管にお
ける GlcNAc6ST-1 を介した MAdCAM-1 タンパ
クの翻訳後修飾が，潰瘍性大腸炎の臨床的活
動度を規定する因子として重要である可能
性が示された．本研究課題申請時の目標は概
ね達成され，硫酸化糖鎖による MAdCAM-1 タ
ンパク翻訳後修飾の重要性を英文論文で報
告することができた．また，その内容は既に
他論文で引用されている．今後は本研究課題
では取り上げなかったMAdCAM-1と α4β7イン
テグリンの潰瘍性大腸炎をはじめとする炎
症性腸疾患における機能と発現意義を探求
したい． 
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