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研究成果の概要（和文）：生体防御システムにおける糖鎖機能の解明を目指し、消化器官に特異的に存在するガレクチ
ン-4の感染、疾患制御への関与を研究した。不明であったガレクチン-4及びリガンドであるMUC1の細胞外への放出に、
感染や癌疾患時に活性化されている細胞内のシグナル伝達分子が関与することを明らかにした。
　さらにガレクチン-4を検出プローブとしてMUC1を測定するレクチンELISA系を構築し測定分析した結果、ガレクチン-
4の認識する3'-sulfated core1糖鎖を持ったMUC1が再発転移した乳癌患者血清中に高率に見出された。これらの結果か
ら、癌の悪性度へのガレクチン-4及びその認識糖鎖の強い関与が推測された。

研究成果の概要（英文）： To investigate the biological function and mechanism of sugar chains in host 
defense system, we studied the regulatory roles of galectin-4 in infection and disease. Galectin-4 is 
abundantly expressed in the epithelium of the alimentary tract, however it's externalization mechanism is 
currently unknown. Our study showed that externalization of galectin-4 and its ligands (MUC1) can be 
regulated by signaling molecules, which are activated in cancer and infected cells.
 Next, we developed a lectin-sandwich immunoassay using galectin-4 and a MUC1 antibody and found that 
galectin-4 preferred MUC1 possessing 3'-sulfated core1, which was profoundly expressed in the sera of 
patients with recurrent and/or metastatic breast cancer. Thus involvement of galectin-4 and its preferred 
sugar chain in cancer malignancy is strongly suggested.

研究分野：医歯薬学、基礎医学、医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
(1) 消化管上皮細胞は各種物質の分泌、吸
収のみならず、生体外からの様々な刺激や病
原体などの攻撃にさらされ、多くの病原性細
菌やウィルスなどは、宿主の上皮細胞を侵入
経路とする。我々はモデル動物として線虫を
用いて、線虫の消化管に特異的に発現する糖
脂質認識ガレクチンが病原細菌毒素への生体
防御機構に関わっていることを解明してきた。 
ガレクチンファミリー蛋白質は、それぞ
れ糖結合特異性、発現組織が異なり、多様な
生物学的機能を有している。その中でガレク
チン-4 は、2つの糖結合ドメインを有し、消
化器官に強く発現している。細胞膜上の CEA
や硫酸化糖脂質、コレステロール硫酸等にガ
レクチン-４は結合し、各種シグナル伝達分
子群のプラットフォームであるラフト画分に
存在している。この消化管ラフトの主要な構
成成分であるガレクチン-４の解析を行うこ
とは、哺乳動物においても感染、疾患におけ
る生体防御機構において糖鎖及びその認識分
子の機能の解明につながるものと考えられる。 
細胞外でのガレクチンの機能やその認識分
子に関しては種々報告があるが、細胞質中に
存在するガレクチン分子はシグナルペプチド
をもたないため、どのような機構で細胞から
分泌され、細胞外糖鎖リガンドに結合するか
十分に解明されていなかった。病原性細菌や
ウィルスの感染によって、シグナル伝達系が
活性化され、その後の様々な生体反応が引き
起こされるのが知られているが、細胞内レク
チンであるガレクチンが感染、炎症時に細胞
外に放出される機構、それに続く炎症時に、
どのように生体防御に関わるか不明であった。 
ま た 、 GPI(glycosyl phosphatidyl-
inositol)アンカーは様々なタンパク質の膜
への結合様式の一つで、感染において GPI ア
ンカーは、病原体と宿主の両者において重要
な役割を果たしている。GPI アンカー型タン
パク質は、宿主細胞の細胞膜上では糖脂質、
コレステロールなどと共に、ラフト画分に濃
縮されている。このラフトは、多くの病原体
の侵入門戸であり、シグナル伝達の起点とな
っているという多くの報告がある。ガレクチ
ン-４のノックダウンで CEA、DPP-IV などの
GPI アンカー型糖蛋白質の細胞のアピカル側
への輸送が阻害されることも報告されている
ことから、GPI アンカー型タンパク質を介し
たガレクチン-4 の機能解明は重要な課題で
あった。 

 
(2) 乳癌は女性に多い癌であり、30 歳から
65 歳までの女性に限れば、女性の癌の第 1
位である。特に近年、日本人女性の乳癌が増
えているが、乳癌の診断マーカーとして
CA15-3 は予後の追跡に有用であるものの、
感度が低く、全乳癌患者中陽性率が 15%と低
く、その用途が限られていた。我々は乳癌細
胞産生 MUC１の糖鎖構造解析の結果、約 50％
が硫酸化糖鎖である事を明らかにしたことが、

糖鎖の硫酸化と疾患の悪性度に着目する背景
となった。糖鎖の癌性変化に関わる研究は殆
ど中性糖鎖、シアル酸付加糖鎖に限られ、硫
酸化糖鎖に着目した研究は殆どなされていな
かったことから、硫酸化糖鎖を認識するガレ
クチン-４によるリガンド糖蛋白質の輸送制
御、局在化機構、細胞内結合分子を同定する
ことは、癌の診断、治療に役立つものと考え
られた。 
 
２．研究の目的 
(1)多くの病原性細菌等の侵入経路となる消
化管に特異的に存在するガレクチンを研究し
その防禦機構に果たす役割を解明することは，
感染予防，治療薬として利用するために重要
である。ガレクチン-4が、感染、癌の制御に
どのように関与するかを調べる目的で、感染
に付随しておこるシグナル伝達系の活性化に
おいて、細胞質内のガレクチンのリン酸化、
細胞内局在、分泌機構を詳細に検討し、その
果たす役割を解明することを目的とした。 
 さらに GPI アンカー糖鎖をレセプターとす
る毒素エアロリジンを用いて、感染における
糖鎖やレクチンによる生体防御機構の解明を
目的とした。 
 
(2) MUC1 は呼吸器，消化器，乳腺などの上皮
に存在し、腫瘍などの疾患との関連が報告さ
れている。我々は既に乳癌細胞に硫酸化糖鎖
を持つ MUC-1 をガレクチン-4 リガンドとし
て見出していることから、上皮細胞表面への
輸送におけるガレクチン-4 の関与、機能を
明らかにすると共に、腫瘍の転移に関わる悪
性度と、硫酸化糖鎖やガレクチン-4 の発現
との関係を明らかにすることを、本研究にお
ける重要な目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ガレクチンの細胞外分泌機構を調べる為
に、ガレクチン−４を高発現している NUGC-4
胃癌細胞を使用し、pervanadate (PV)処理で
チロシンリン酸ホスファターゼ(PTP)を阻害
する方法、或いは活性型の Src キナーゼ
（Act-Src）プラスミドの導入によって細胞
のチロシンリン酸化レベルを亢進させた。抗
ガレクチン-4 抗体等による免疫沈降の後、
チロシンリン酸化抗体を反応させることによ
り、ガレクチン-4 のチロシンリン酸化の検
出を行った。ガレクチン-4 のリン酸化に関
与するペプチド部位の探索の為に、N 末に
FLAG タグを付加した各種ガレクチン−４変異
体を作成し、細胞に導入した。細胞内のガレ
クチン−４及びリン酸化タンパク質の局在は、
細胞刺激後、固定操作を行い、蛍光抗体を使
用し共焦点顕微鏡により観察を行った。 
 GPI アンカー結合性毒素エアロリジン は
His-tag 配列をＮ末に持ったリコンビナント
蛋白質を発現精製後、トリプシン処理し活性
型に変換し実験に用いた。 
 



(2) ガレクチン-4 結合性 MUC1 の検出方法は、
ELISA プレートに MUC1 捕捉抗体を一晩コー
トした後、ブロッキング操作を行い、希釈し
たスタンダード及び血清と反応させ、洗浄後 
HRP で標識したガレクチン-4 と反応させ結合
したガレクチン-4 を HRP 基質である TMB と
反応させ、スタンダードからユニットを算出
した。 
 捕捉 MUC1 抗体は、western blotting で
MUC1 と強く反応する何種類かの抗体の中か
ら、患者及び健常者血清でアッセイを行い比
較検討して選定した。 
 乳癌 MUC1 の糖鎖のシアル酸付加状態は、
乳癌細胞由来あるいは乳癌患者血清由来の
MUC1 をシアリダーゼ処理し、PNA レクチンを
用いて分析した。CA15-3 の測定は “E test 
TOSOH II (CA15-3)”あるいは CA15-3 ELISA 
kit from Immunospec Corp. を用い添付プロ
トコールに沿って行った。MUC1 のレクチン
反応性の比較の為に YMBS-MUC1 の濃度は
EITEST® KL-6 ELISA kit を用い添付プロト
コールに沿って行った。 
 患者の診断はマンモグラフィー、バイオプ
シー、CT などで行われ、組織型分類は病理
学的所見から行われた。原発性乳癌患者は、
治療目的上、遺伝子分類に基づいて、
Estrogen receptor (ER)、Progesteron receptor 
(PgR)、HER2 (human EGFR-related 2)蛋白発
現が陽性か陰性かで Luminal A, Luminal B, 
Her2 rich、Triple negative(basal like)乳癌の４
つのサブタイプに分類、患者の癌の進行度は
TNM 分類により表示した。 
 
４．研究成果 
(1)ガレクチン-4 とそのリガンドの細胞外分
泌に関与するシグナル伝達分子の解明 
 我々は NUGC-4 細胞において、PV 処理によ
る PTP の阻害によってガレクチン-４がチロ
シンリン酸化されることを見出し、このリン
酸化は、Src キナーゼファミリー(SKF)阻害
剤によって阻害されることから SKF がガレク
チン-4 のリン酸化に関わることを見出した。 
これを確かめる為に FLAG 付加ガレクチン-4
と Act-Src のプラスミドを CHO 及び NUGC-4
細胞に導入した結果、ガレクチン-4 のリン
酸化が確認された。 その際、抗リン酸化
(Y416)抗体で検出される活性型 SFK が、Act-
Src 導入細胞及び、PV 処理 NUGC4 細胞の細胞
画分及び、ガレクチン-4 免疫沈降物に検出
された。ガレクチン-4C 端の YVQI を欠失し
た変異体の導入実験によって、この配列が 
ガレクチン-４のチロシンリン酸化に重要で
あることがわかった。さらにこの C 末端リン
酸化ペプチドは、Src キナーゼの SH2 ドメ
インにより認識された。細胞を蛍光免疫染色
した結果、ガレクチン-4 とチロシンリン酸
化蛋白は、高リン酸化状態の NUGC4 細胞で、
細胞膜近傍部位等に存在するのが観察された。
一方、CHO 細胞に導入され細胞質に染色が見
られた FLAG ガレクチン-4 は、Act-Src 導入

で、チロシンリン酸化蛋白質と共に膜近傍部
に局在が変化、ガレクチン-4 の膜への局在
に、活性型、Src キナーゼの関与が示唆され
た。ガレクチン-4 は、高リン酸化状態で細
胞外への分泌が亢進した。NUGC-4 細胞の
MUC1 はガレクチン-4 に結合するが、その細
胞外への分泌も高リン酸化状態で MUC1 の細
胞外への分泌は亢進した。 
 Src キナーゼはがんの進行に伴ってその量
や活性が増大し、がん悪性化形質の獲得に係
わることから、ガレクチン-４が Src キナー
ゼ分子と相互作用することにより、がん細胞
の悪性度に関わる可能性が高い。ガレクチン
-4 の結合する MUC1 もその発現が細胞接着や、
転移に関わることから、ガレクチン-4 によ
るその局在の制御が、がん細胞の転移能に関
わっている可能性が示唆された。 

図 1. ガレクチン-4 の細胞外放出にシグナル
分子が関与する 

 GPI アンカー糖鎖認識毒素エアロリジンを
様々な培養細胞に添加した所、ガレクチン-
４の発現が見られないマクロファージ様細胞
がこの毒素に対し感受性が高かった。単球や
マクロファージ等の細胞には CD14 蛋白質が
GPI アンカーを介して膜に結合しており、
TLR4 等と共に働き、細菌に由来するリポ多
糖を認識して、感染において鍵となる役割を
果たしている。これらの細胞を使用し、糖や
レクチンの生体防御機構についてさらに研究
を進めている。 
 
(2)乳癌患者血清中のガレクチン-4 結合性
MUC1 の分析 
 上記の研究成果によりガレクチン-4 が
MUC1 の局在の制御に関わることが示唆され
たことから、ガレクチン-4 を検出プローブ
とした MUC1 の測定への応用を考えた。
Galβ1-3GalNAc (core1)-特異的レクチン PNA
が、 YMBS-MUC1 及び乳癌患者由来の
MUC1 には殆ど結合せず、シアリダーゼ消化
後に初めて結合したことから、これらの
MUC1 は大部分がシアル酸あるいは硫酸で修
飾されていると考えられた。 



 我々は以前ガレクチン−４が 3-O-硫酸化 
core1糖鎖を特異的に認識することを  SPR法
等で見いだしていた。Core1 糖鎖の還元末端
の GalNAc、GlcNAc, Galβ1-4GlcNAc への置
換、C-6 部位へのシアル酸、硫酸付加、また、
ラクトースあるいは N-アセチルラクトサミ
ンのガラクトースの C-6 部位へのシアル酸、
硫酸付加された糖鎖は、3-O-硫酸化 core1 糖
鎖に比べ ガレクチン-4 に対する結合を著し
く弱いか結合がみられない。さらに 3-O-硫酸
化 core1糖鎖は解離が遅いので ELISAによっ
て定量に応用できると考えられた。 
 そこで抗 MUC1 抗体とガレクチン−４をプ
ローブとしたレクチンサンドイッチイムノア
ッセイを構築し、280 例の原発乳癌患者及び
43 例の再発乳癌患者血清中のガレクチン-4 
結合性の 3-O-硫酸化  core1 結合  MUC1 
(3Score1-MUC1)を測定した。その結果、その
陽性率は CA15-3 に比べて高く、特に再発転
移患者の平均は 839 ± 618 U/mL で 350 U/mL
をカットオフ値とした陽性率は 86%と、47%
の CA15-3 に比べて有意に高かった。原発乳
癌患者 240例での陽性率は再発転移患者に比
べ低かったが、ステージ毎の陽性率は stages 
I, II, III, and IV ではそれぞれ 21.2%, 27.9%, 
37.9%, 60.0%であり、CA15-3の陽性率より高
値であった。  
 浸潤性乳管癌は乳癌の中で最も一般的な組
織型で乳頭腺管癌, 充実腺管癌, 硬癌(スキル
ス)の３つのサブタイプに分類される。これ
らのサブタイプと予後には密接な関係があり、
硬癌はリンパ節転移の割合が高く、乳癌患者
の 50%の割合を占め、予後は一般的に悪い。
3Score1-MUC1 の陽性率は CA15-3 比べ乳癌
の全ての組織型で高かったが、硬癌とその他
のタイプの複合例でその差が一番顕著であっ
た。遺伝子分類に基づいた Luminal A, 
Luminal B, Her2 rich、basal likeの４つのサブ
タイプの分類全てで 3Score1-MUC1 陽性率は
CA15-3に比べ高かったが、特に luminal A で
CA15-3 の陽性率は 3Score1-MUC1 の 12.4% 
に過ぎなかった。 
 3Score1-MUC1 と CA15-3 の値を再発転移
患者の術前と、術後５年の値を比較すると、
3Score1-MUC1 は 25%から 88%へと上昇した
が、CA15-3 は 12.5%にとどまっていた。こ
のことから、3Score1-MUC は術後の乳癌患者
のモニタリングに有用と考えられた。 
 本研究では 3-O-硫酸化 core1に対するガレ
クチン-4 のユニークな糖結合特性を利用し
て、MUC1 の検出に使用しているのが他に例
をみない。癌の悪性度にこの糖鎖が具体的に
どう関与しているかが今後の研究課題である。
スキルス性胃癌細胞(NUGC-4 細胞)由来の
MUC1 もガレクチン−４に結合することから、
スキルス性胃癌においても 3Score1-MUC1 が
スキルス性乳癌と同じように発現している可
能性がある。予備的な実験でこのアッセイの
臓器特異性を見た所、肝癌、胃癌、前立腺癌
以外はあまり高くないことから、臓器特異性

はあることが示唆された。MUC1 分泌にシグ
ナル分子が関与することをスキルス性胃癌細
胞を用いた実験で明らかにしたが、多くのキ
ナーゼが乳癌を含め各種のがん細胞において
活性化していることから、3Score1-MUC1 の
細胞外放出に乳癌細胞においても同様にシグ
ナル分子が関与し、転移と関連するか今後の
検討課題である。  
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