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研究成果の概要（和文）：本研究では、Muc2糖鎖硫酸化修飾の腸炎における役割を明らかにするために、
GlcNAc6ST-2ノックアウトマウスに腸炎モデルを適用した。Muc2ムチン糖鎖の硫酸化修飾はムチン層の機能維持
に必須であり、バリア機能を強化することで腸炎を抑制していることが明らかとなった。さらに、GlcNAc6ST-2
欠損マウスでは大きく腸内細菌叢が変化することから、ムチン糖鎖の硫酸化は腸内細菌叢維持に必須の翻訳後修
飾であることも初めて示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to elucidate the role of sulfation of Muc2 glycan in colitis,
 we applied a experimental colitis model to GlcNAc6ST-2 deficient mice. As a result, The sulfation 
modification of Muc2 glycans is essential for maintaining the functionality of the mucin layer, and 
it suppress colitis by enhancing barrier function. Furthermore, in GlcNAc6ST-2 deficient mice, there
 was a significant change in the intestinal microbiota, indicating that the sulfation of mucin 
glycans is a post-translational modification which is essential for maintaining the intestinal 
microbiota.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： 硫酸化糖鎖　腸内細菌叢　炎症性腸疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまでのMuc2ノックアウトマウスやMuc2糖鎖のノックアウトマウスを用いた研究とは異なり、Muc2
糖鎖の硫酸化に着目し、糖鎖全体ではなく特徴的な糖鎖構造、すなわち硫酸化修飾が腸炎病態を制御するという
新しい知見を提供した点に学術的意義がある。本研究の成果により、「腸管上皮細胞のバリア機能」および「腸
内細菌叢の制御」において硫酸化糖鎖が担う基礎的な知見が得られたことから、将来的には本研究の知見に基づ
く糖鎖を用いた炎症性腸疾患の治療法への発展が期待される。

※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 
 炎症性腸疾患は⽇本を含む先進国で患者数が増加している疾患で、腸管において過剰な炎症
が持続する難治性の慢性疾患である。遺伝的要因、環境的要因が複雑に組み合わさって発症する
と考えられており、その原因は明らかになっていない。近年の研究では、サイトカインや腸内細
菌をターゲットとして治療法の開発が進められているが、決定的な治療ターゲットは未だ⾒つ
かっておらず、さらなる研究が求められている。 
  Muc2 ムチンは⼤腸および⼩腸において、腸管上⽪細胞、特に杯細胞から分泌され粘液層を
形成する。そのノックアウトマウス(Muc2-/-)は腸炎を⾃然発症すること(1)、ヒトサンプルを⽤
いた解析から炎症性腸疾患患者の腸では、ムチン粘液層の減少により腸内細菌が粘膜固有層へ
と侵⼊しやすくなることが報告されている(2)。つまり、Muc2 は腸管上⽪のバリア機能に⼤き
く寄与していると⾔える。また Muc2 は多数の O-型糖鎖修飾を受けるが、これら O-型糖鎖のノ
ックアウトマウス(C3GnT-/-, C1GalT1-/-)は DSS(dextran sulfate sodium)腸炎の悪性化、アゾキ
シメタン/DSS ⼤腸癌の亢進が報告されている(3, 4)。つまり、O-型糖鎖修飾の⽋損は腸炎病態
と深く関わることが⽰されており、Muc2 の糖鎖修飾を理解することは炎症性腸疾患の病態を解
析する上で⾮常に重要である。 
 申請者の研究室において、硫酸基転移酵素GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスを作製し、腸管
における Muc2 糖鎖の硫酸化修飾について解析したところ、O-型糖鎖の GlcNAc 残基の硫酸化
が⽋損することを⾒出した(5)。本論⽂は、腸管における Muc2 糖鎖の硫酸化を担う硫酸基転移
酵素を初めて同定した重要な論⽂であった。しかし、Muc2 糖鎖の硫酸化の腸管における⽣理的
意義は不明であり、腸炎病態への関与も明らかになっていない。そこで本研究では、「Muc2 糖
鎖の硫酸化は炎症性腸疾患の病態にどのように寄与するか」を学術的な問いとして掲げた。 
 
２．研究の⽬的 
 本研究では、1 の学術的な問いを明らかにするために、GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスに
腸炎モデルを適⽤し、Muc2 糖鎖硫酸化修飾の腸炎病態への寄与を明らかにする。また、宿主の
免疫細胞・腸管上⽪細胞に加え、腸内細菌叢の変化を解析することで、Muc2 糖鎖の硫酸化がど
のように腸炎病態に関与するかの詳細なメカニズムを解明することが⽬的である。 
 本研究は、これまでの Muc2 ノックアウトマウス(Muc2-/-)や Muc2 糖鎖のノックアウトマウ
ス(C3GnT-/-, C1Galt1-/-)を⽤いた研究とは異なり、Muc2 糖鎖の硫酸化に着⽬し、硫酸化糖鎖が
腸炎病態を制御するという新しい知⾒を提供する点に独⾃性がある。したがって、本研究は
GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスを樹⽴し、その糖鎖解析を⾏ってきた経験を持つ申請者らの
みが⾏うことができる研究課題である。本研究が達成されれば、糖鎖を⽤いた「腸管上⽪細胞の
バリア機能の強化」および「腸内細菌叢の制御」へ向けた基礎的な知⾒が得られ、将来的には本
研究の知⾒に基づく糖鎖を⽤いた炎症性腸疾患の治療法への発展が期待される創造的な研究で
ある。 
 
３．研究の⽅法 
(1) マウス腸炎モデルを⽤いた解析 
 GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスに腸管上⽪細胞の損傷依存的な腸炎モデルである DSS 腸
炎を適⽤することで、Muc2 糖鎖の硫酸化が腸炎病態を悪化させるか、あるいは抑制するのかを
明らかにする。腸炎誘導後、回収した⼤腸組織の qPCR 解析により炎症性サイトカインの発現
を解析する。また、⼤腸組織切⽚を Muc2 抗体および腸内細菌を 16S rRNA をコードするゲノ
ム領域にハイブリダイズする EUB338 プローブで染⾊することにより、Muc2 糖鎖の硫酸化が
腸内細菌の侵⼊にどのような影響を与えるかを検討する。 
(2) Muc2 糖鎖の硫酸化によって引き起こされる腸内細菌叢の変化と腸炎病態への影響の解析 
 腸管上⽪細胞は、抗菌ペプチドを発現することで腸内細菌叢を正常に保つ役割を担う(6)。逆
に、腸内細菌叢は多くの遺伝⼦発現を制御し、炎症性腸疾患の病態に寄与することが⽰されてい
る(7)。つまり、両者が相互作⽤して腸内の恒常性を維持していると⾔える。過去の研究によっ
て、Muc2 のノックアウトマウスでは腸内細菌叢が変化することが報告されており、その硫酸化
糖鎖も腸内細菌叢に影響を与える可能性が考えられる。そこで、GlcNAc6ST-2 ノックアウトマ



ウスの腸内細菌叢を次世代シークエンサーで解析し野⽣型(WT)マウスと⽐較することで、
Muc2 糖鎖の硫酸化が腸内細菌叢を変化させるのかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスに DSS
腸炎を誘導したところ、WT マウスに⽐べ
て 有意な体重 減 少 が観察さ れ た (Fig. 
1A)。また、腸炎症状を表す DAIスコアは
GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスにおい
て有意に⾼い値を⽰し(Fig. 1B)、⼤腸の
⻑さも短かった(Fig. 1C and 1D)。さらに、
腸炎誘導後 9 ⽇⽬の⼤腸から組織切⽚を
作製し HE 染⾊を⾏っ た と ころ、
GlcNAc6ST-2 ノックアウトマウスにおい
て、上⽪細胞の損傷と免疫細胞の浸潤が
顕著にみられた(Fig. 1E)。以上の結果か
ら、GlcNAc6ST-2 が担うMuc2 糖鎖の硫
酸化が腸炎病態に抑制的に働くことが明
らかとなった。 
 
続いて、GlcNAc6ST2 ノックアウトマウス
の⼤腸組織を、Muc2抗体およびバクテリ
アを染⾊する EUBプローブで染⾊したと
ころ、ノックアウトマウスではムチン層が
薄く、腸内細菌と上⽪細胞の距離が近接
し、そのバリア機能が低下していることが
⽰唆された(Fig. 2A and 2B)。 
 
最後に、WT マウスと GlcNAc6ST-2 KO
マウスの腸内細菌叢を 16s rRNA解析によ
り⽐較した。結果、その構成は⼤きく異な
ることが⽰された(Fig. 3A and 3B)。 
 
以上の結果から、Muc2 ムチン糖鎖の硫酸
化修飾はムチン層の機能維持に必須であ
り、バリア機能を強化することで腸炎を抑
制していることが明らかとなった。さら
に、GlcNAc6ST-2 ⽋損マウスでは⼤きく
腸内細菌叢が変化することから、ムチン糖
鎖の硫酸化は腸内細菌叢維持に必須の翻
訳後修飾であることも初めて⽰された。今
後は、変化した腸内細菌叢の病態への関与
や、ムチン硫酸化糖鎖と細菌の相互作⽤を
解析してく予定である。 
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Figure 1. GlcNAc6ST-2 KO マウスは DSS 腸炎の感受
性が増加する 
(A)体重変化 (B)DAI スコア (C)⼤腸写真 (D)台帳の
⻑さ (E)⼤腸組織の HE 染⾊ 

Figure 2. GlcNAc6ST-2 KO マウスはムチン層が薄く腸
内細菌と上⽪細胞が近接している 
(A)⼤腸組織の免疫蛍光染⾊ (B)細菌と上⽪細胞間の
距離 

Figure 3. GlcNAc6ST-2 KO マウスは腸内細菌叢が変
化する 
(A)腸内細菌叢の PCoA 解析 (B)Shannon entropy 
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