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研究成果の概要（和文）：非還元末端にα1,4 結合型 N-アセチルグルコサミンを有する O-グリ
カン(αGlcNAc)は胃腺粘液細胞から分泌される特徴的な糖鎖で、α1,4-N-アセチルグルコサミ
ン転移酵素(α4GnT)によって生合成される。ピロリ菌感染胃炎・胃潰瘍患者とピロリ菌感染分
化型早期胃癌患者の末梢血有核細胞から調整したゲノム DNA と、αGlcNAc を欠損した遺伝子改
変マウスの胃粘膜を解析し、A4GNT 遺伝子の一塩基多型である rs2246945 は胃分化型腺癌発症
の独立した危険因子となり得ること及びαGlcNAc は向腫瘍性慢性炎症を抑えることで胃分化
型腺癌の発生を予防していることを明らかにした。	 
 
研究成果の概要（英文）：O-glycans	 having	 terminalα1,4-linked	 N-acetylglucosamine	 (α
GlcNAc)	 are	 unique	 to	 the	 gastric	 gland	 mucous	 cell-type	 mucin,	 and	 α
1,4-N-acetylglucosaminyltranseferase	 (α4GnT	 )	 is	 the	 key	 enzyme	 responsible	 for	 the	 
biosynthesis	 of	 the	 glycans.	 By	 analyzing	 the	 genome	 DNA	 prepared	 from	 the	 patients	 with	 
H.	 pylori	 infected	 gastritis/gastric	 ulcer	 and	 gastric	 cancer,	 and	 the	 mutant	 mice	 
deficient	 in	 αGlcNAc,	 we	 revealed	 that	 the	 single	 nucleotide	 polymorphism	 of	 A4GNT	 gene	 
(rs22469459)	 could	 be	 an	 independent	 risk	 factor	 for	 gastric	 differentiated-type	 
adenocarcinoma,	 and	 that	 αGlcNAc	 prevents	 gastric	 cancer	 by	 suppressing	 tumor-promoting	 
chronic	 inflammation,	 respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
	 胃粘液は表層粘液細胞から分泌される表

層粘液と、副細胞や幽門腺細胞など腺粘液細
胞から分泌される腺粘液に分類され、後者は
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非還元末端にα1,4 結合した N-アセチルグル
コサミンを有するユニークな O-グリカン(α	 
GlcNAc)を含んでいる。これまでに私達は
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、α4GnT が胃粘膜の
腺粘液細胞と十二指腸粘膜のブルンネル腺
細胞にのみに存在すること、αGlcNAc がピロ
リ菌の増殖や運動能を抑えることでピロリ
菌感染から腺粘液細胞自身を防御している
ことなどを明らかにしてきた。さらにごく最
近、私達はα4GnT をコードする A4gnt遺伝子
を欠損した A4gntノックアウトマウス(A4gnt	 
KO マウス)の作出に成功した。このマウスの
胃粘膜ではαGlcNAc の発現が完全に消失した
ことから、α4GnT はαGlcNAc の生合成に係わ
る唯一の糖転移酵素であることが示された。
さらに興味深いことに A4gnt	 KO マウスでは
幽門部腺管上皮の細胞増殖能が亢進してお
り、週齢と共に異型腺管が出現した(未発表
データ)。これらの結果は、αGlcNAc がピロリ
菌の増殖を抑えるだけでなく、異型上皮の発
生を抑制している可能性を示している。	 
	 一方で近年、疾患のなりやすさに関連する
遺伝要因として、1 塩基遺伝子多型(SNP)が注
目されている。平成 20 年 10 月 22 日の時点
でヒト A4GNT遺伝子 coding	 SNP(cSNP)は 4 ヵ
所報告されている。しかしながら、これらの
cSNP とピロリ菌感染、あるいは胃癌発症との
関連については Zheng らによる白色人種を対
象とした報告のみであり(Helicobacter	 14,	 
120-125,2009)、日本人を対象とした報告は
ない。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究の目的は、SNP データベース上で
αGlcNAc の発現低下につながるヒト A4GNT遺
伝子の cSNP を探索し、その cSNP がピロリ菌
に対する易感染性や胃癌発症の危険因子と
なり得るか否かについて明らかにすること
である。また、同時に A4gnt	 KO マウスの表
現型並びに胃発癌の分子機構についても解
析する。	 
 
３．研究の方法 
1)	 変異型α4GnT	 (pcDNAI- α4GnT218Asp)の作
成とその酵素活性の定量	 
	 平成20年10月22日の時点で検索したNCBI
の SNP データベースと Hap	 Map	 Project デー
タベース上で、ヒト A4GNT遺伝子の cSNP は 4
種類報告されていた(rs2724691	 (298T/C	 
[Cys32Cys]) 、 	 rs2246945	 (855C/A	 
[Ala218Asp]) 、 	 rs61740810	 (1048T/G(A)	 
[Asn282Lys]) 、 	 rs2170309	 (1023A/G	 
[Ter341Ter])。そのうち日本人に多く、かつ
翻訳後アミノ酸の変化をきたす rs2246945、
即ち 218 番目の Ala(GCC)が Asp(GAC)に変異

し た cSNP に 対 応 す る 変 異 型 α4GnT	 
(pcDNAI- α4GnT218Asp)をコードするプラスミ
ド DNA を得るため、ヒト A4GNT遺伝子をコー
ドするプラスミド DNA(pcDNAI-α4GnT)を鋳型
に 、 2 種 類 の プ ラ イ マ ー
(5-AGAGCCAAGCTTCAAGGTCTCTTATGCCCTG-3 、	 
5-CAGGGCATAAGAGACCTTGAAGCTTGGCTCT-3) を
用 い て Quikchange	 Ⅱ XL	 Site-Directed	 
Mutagenesis	 Kit	 に よ り site-directed	 
mutagenesis を行った。	 
	 次に得られた変異型α4GnT(α4GnT218Asp)と
野生型(α4GnT218Ala)の酵素活性の違いを解
析するため、COS-7 細胞に pcDNAI- α4GnT、
pcDNAI- α4GnT218Asp 及び対照として pcDNAI
をリポフェクション法にて遺伝子導入し、72
時間後にαGlcNAc の発現量をαGlcNAc に対す
る特異抗体である HIK1083 を用いて蛍光染色
し、FACS にて解析した。	 
	 
2)	 症例	 
	 2008 年から 2010 年までに信州大学医学部
附属病院を受診し、上部内視鏡検査を行った
患者131名(ピロリ菌感染胃炎/胃潰瘍患者80
名、内視鏡的治療を施行した分化型早期胃癌
患者 51 名)から末梢血を採取した。また、採
取時には年齢、性別、飲酒歴、喫煙歴、塩分
摂取歴、	 野菜・果物摂取歴、胃癌の家族歴
について聴取した。本研究におけるヒト検体
の使用については、信州大学医学部遺伝子解
析倫理委員会にて承認を受けた。また、個々
の検体は患者から書面にてインフォーム
ド・コンセントを得た後に採取した。	 
	 
3)	 ゲノム DNA の抽出と SNP 解析	 
	 末梢血中のリンパ球からゲノム DNA を抽出
し、rs2246945 および日本人では少ないもの
の 翻 訳 後 ア ミ ノ 酸 の 変 化 を き た す
rs61740810、即ち 282 番目の Asn(AAT)が
Lys(AAA(G))に変異した遺伝子多型ついて
7300	 Real-Time	 	 PCR	 System	 (Applied	 
Biosystems)を用いた TaqMan	 SNP	 genotyping	 
assays により解析した。	 
	 
4)	 統計	 
	 (1)単変量解析：胃炎/胃潰瘍患者群と胃癌
患者群の比較は、年齢についてはマン・ホイ
ットニーの U 検定を、性別や飲酒歴など年齢
以外の因子についてはフイッシャーの正確
確率検定あるいはカイ二乗検定を用いて検
討した。遺伝子型(genotype)別の胃炎/胃潰
瘍患者群と胃癌患者群の比率解析並びに、ア
レル別の胃炎/胃潰瘍患者群と胃癌患者群の
比率解析についてはカイ二乗検定を行った。
さらに、遺伝子型別に胃癌患者の割合を算出
し、特定のアレルを保有することが胃癌発症
の リ ス ク と な り 得 る か 否 か を
Mantel-Haenszel の方法を用いて検討した。



 

 

なお、何れも 5%以下を有意水準とした。	 
	 (2)多変量解析：年齢、性別、飲酒歴、喫
煙歴、塩分摂取歴、野菜・果物摂取歴、胃癌
家族歴、遺伝子型の各項目について、Cox 比
例ハザードモデルを用いて胃癌発症のリス
クと有意に相関する因子について解析した。
なお、5%以下を有意水準とし、オッズ比を算
出した。	 
	 
5)	 A4gnT	 KO マウス胃粘膜の表現型解析	 
	 野生型マウス及び相同組み換えにより作
出された A4gnt	 KO	 マウスを対象に、5 週齢
および 10 週齢以降 10 週ごとに 60 週齢まで
のマウスから胃を摘出し、病理学的検討を行
った。また 5 週齢、10 週齢および 50 週齢の
固体の胃粘膜から採取した	 total	 RNAより得
た cDNA を用いてマイクロアレイ解析を行い、
この結果をもとに同週齢固体の胃粘膜パラ
フィン切片より得た	 total	 RNA	 に対する定
量 PCR を行った。なお、マウスの解析につい
て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。	 
	 
４．研究成果	 
1)	 A4GNTの cSNP と酵素活性	 
	 Site	 directed	 mutagenesis に よ り 、
rs2246945 と同様の塩基置換を示した変異型
α4GnT	 (pcDNAI- α4GnT218Asp)を作成した。
COS-7 細 胞 に pcDNAI- α4GnT 、
pcDNAI- α4GnT218Asp、あるいは pcDNAI を遺伝
子導入し、72 時間後にαGlcNAc の発現量を
αGlcNAc に対する特異抗体である HIK1083 を
用いて蛍光染色し、FACS にて解析した。その
結果、変異型α4GnT が導入された COS-7 細胞
では、野生型α4GnT が導入された COS-7 細胞
と比較し、αGlcNAc の発現量が約 60%に減少
していた(図 1)。	 
	 以上の結果から、野生型α4GnT に比べて変
異型α4GnT の酵素活性は低下していることが
示唆された。	 

	 
図 1	 COS-7 細 胞 に pcDNAI-α4GnT	 ( 野 生 型 ) 、

pcDNAI-α4GnT218Asp	 (変異型)、pcDNAI(Mock)を遺伝子導

入後、HIK1083 抗体による FACS 解析	 

	 

2)	 A4GNTの遺伝子多型と胃癌	 
	 ピロリ菌感染胃炎・胃潰瘍患者(胃炎・胃
潰瘍群)80 名と、内視鏡的治療を施行したピ
ロリ菌陽性の分化型早期胃癌患者(胃癌
群)51 名の計 131 名の末梢血有核細胞からゲ
ノム DNA を調整し、rs2246945 における遺伝
型の頻度を解析した。	 
	 先ず年齢、性別、飲酒歴、喫煙、食塩摂取、
果物嗜好性、家族歴について、胃炎・胃潰瘍
群と胃癌群で比較すると、性別(男性である
こと)並びにアルコール歴(あり)のみが何れ
も胃炎・胃潰瘍群に比べて胃癌群で有意に高
かった(P	 =	 0.008	 (性別)、P	 =	 0.028	 (飲
酒))(表 1)。	 

表 1  各種胃癌リスクファクターにおけるピロリ菌陽性

胃炎/胃潰瘍患者(胃炎・胃潰瘍群)と早期胃癌患者(胃癌

群)との比較	 
	 
	 次に、rs2246945 における遺伝子型につい
て、CC:CA:AA の頻度は胃炎・胃潰瘍患者群と
胃癌群で有意な違いは認められなかったが
(P	 =	 0.1183)、胃癌群において A のアレルを
持つ割合が高い傾向がみられた（P	 =	 0.0525）
(表 2)。	 

表 2	 rs2246945 における遺伝子型並びに保有アレルに

おけるピロリ菌陽性胃炎/胃潰瘍患者(胃炎・胃潰瘍群)

と早期胃癌患者(胃癌群)との比較	 

	 
	 さらに、胃炎・胃潰瘍群と胃癌群の計 131
名を対象に、rs2246945 におけるアレル CC、
CA、AA 各群における胃癌患者の頻度を
Mantel-Haenszel の方法にて解析した。その
結果、CC 群における胃癌患者の割合は 23.5%	 
(4/17 名)、CA 群で 35.7%	 (25/70 名)、AA 群
で 50%	 (22/44 名)であり、アレル A を保有す



 

 

ることは胃癌発症の危険因子であることが
明らかになった	 (P	 =	 0.04)(図 2)。	 

	 
図 2  rs2246945 の遺伝子型別における胃癌患者の割合	 
	 	 
	 最後に胃癌に有意なリスクを抽出すべく
表 1に示した全ての項目を対象に多変量解析
を行ったところ、年齢(60 才以上)(オッズ比
9.05)と性別(男性)(オッズ比 3.28)に加えて、
rs2246945(アレル A)(オッズ比	 1.88)が胃癌
の危険因子として抽出され(表 3)、rs2246945
は胃分化型腺癌発症の独立した危険因子と
なり得ることが明らかになった。	 

表 3	 多変量解析で抽出された胃癌の危険因子	 

	 

4)	 A4gnt	 KO マウスの表現型解析	 
	 A4gnt	 KO	 マウスの胃粘膜では週齢を重ね
るにしたがって肉眼的に幽門部粘膜の肥厚
が顕著となった。組織学的には 5 週齢ですで
に幽門部粘膜に過形成を認め、10 週齢では軽
度異形成を、20 週齢では高度異形成を示し、
30 週齢からは一部固体にて高分化型腺癌を、
50 週齢以上では全固体に高分化型腺癌が認
められた。これら結果からαGlcNAc は胃の分
化型腺癌の発生に対して抑制的に作用して
いることが示された。	 
	 A4gnt	 KO	 マウスならびに野生型マウスの
胃粘膜を対象にマイクロアレイおよび定量
PCR を用いて比較分析した結果、A4gnt	 	 KO	 
マウスでは野生型マウスに比較して、Ccl2、
Cxcl1、Cxcl5などの炎症性ケモカイン、Il-1b
や Il-11などのサイトカイン、さらには胃 Hgf
や Fgf7 などの成長因子などが有意に多く発
現していることが明らかになった。実際に

A4gnt	 KO	 マウス胃粘膜中の単核球及び好中
球の浸潤についてスコア化して検討したと
ころ、週齢を重ねるにしたがってより多くの
炎症性細胞が遊走していることが確認され
た。また 5 週齢および 50 週齢の検体に対し
て CD31 陽性細胞数をカウントすることで血
管新生の評価を行うと、50 週齢では野生型マ
ウスに比べて A4gnt	 KO	 マウスで有意差(	 P	 <	 
0.01	 )をもって CD31 陽性細胞数の増加が確
認され、A4gnt	 KO	 マウスにおいて血管新生
が亢進していることが示された。これら結果
は A4gnt	 KO	 マウスの胃粘膜において炎症を
介した発癌機序が働いていることを示して
いると考えられた。	 
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