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研究成果の概要（和文）：糖転移酵素であるヒト C2GnT1 に対するウサギ polyclonal 抗体（以下 C2GnT1 抗体）の特
異性を、ヒト C2GnT1 cDNA 導入 COS7 細胞の Western blot で確認し、この抗体を用いて正常子宮内膜、子宮内膜癌
組織における C2GnT1 発現を検討した。正常子宮内膜腺上皮に比較して、子宮内膜癌組織で有意に発現が増強しており
、癌においては深い筋層浸潤、脈管侵襲など、悪性度上昇に関連して発現が増強する傾向が認められた。また、C2GnT1
 高発現症例は有意に生存期間の短縮を認め、多変量解析から C2GnT1 高発現が独立した予後不良因子であることが示
された。

研究成果の概要（英文）：Anti-human C2GnT1 rabbit polyclonal antibody were supplied from Prof. Nakayama 
(Shinshu Univ. Molecular Pathology) and confirmed its specificity by western blotting and immunofluorescen
t staining using COS7 cells transfected human C2GnT1 cDNA. Using this anti-C2GnT1 antibody, the expression
 of C2GnT1 was examined in normal endometrium, atypical endometrial hyperplasia and endometrial carcinoma,
 immunohistochemically. The expression of C2GnT1 was significantly stronger in endometrial carcinoma than 
that in normal endometrium (P<0.05). In endometrial carcinomas, the stronger expression of C2GnT1 seemed t
o be involved in aggressiveness including higher histological grade, deep 
myometrial invasion, and lymph-vascular space invasion. Kaplan-Meier method revealed that the cases with C
2GnT1 overexpression were associated with shorter survival periods (P<0.05). In addition, multi-variable a
nalysis revealed that C2GnT1 overexpression was an independent prognostic factor. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞表面のタンパク質には糖鎖が結合し
て糖タンパク質を形成しており、そのため、
例えば血液型抗原などの多数の糖鎖が細胞
表 面 に 発 現 し て い る （ Essentials of 
Glycobiology, 2nd ed.2009:p229）。これらの
細胞表面の糖鎖は、細胞の成熟・分化、炎症
や腫瘍形成など、多くの生物学的現象におい
て重要な役割を果たしていると考えられて
いる（Cancer Res 1996;56:p2237、Cancer 
Res 1996; 56: p5309）。これらの糖鎖の形成
には多数の糖転移酵素が関与しているが、そ
の内、Core 2 β1-6 N-acetylglucosaminyl 
transferase 1 (以下、C2GnT1)は O-グリカン
鎖の core2分枝構造の形成に係わる酵素であ
り（Proc Natl Acad Sci U S A 1992; 89: 
p9326）、腫瘍細胞の悪性形質の獲得に重要な
役割をもつと考えられている。実際にこれま
で複数種類の癌において、C2GnT1発現が腫
瘍の悪性度上昇や生存期間短縮に関連する
ことが報告されている（ Glycobiology 
2005;15:p1016 、 Int J Cancer 
2010;127:p1052）。しかしながら、子宮内膜
癌における我々もこれまでに子宮内膜癌に
おける C2GnT1 発現は明らかになっていな
い。C2GnT1発現を免疫染色で観察したとこ
ろ、正常に比して内膜癌で発現が亢進するこ
と、脈管侵襲部位や、深い筋層浸潤部位で特
に発現が増強すること、高発現は生存期間短
縮に関連し、独立した予後因子となることを
見出した（投稿中）。 
子宮内膜癌は、近年わが国において罹患数・
死亡数ともに急速に増加しており、癌発生・
進展の病態の解明は急務であり、新規治療法
や予防法の確立も望まれる。そこで子宮内膜
癌における C2GnT1 とそれにより形成され
る糖鎖構造の機能を解析し、新規治療ターゲ
ットとなる可能性を検討することを目的と
して、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
子宮内膜癌における C2GnT1 の発現と機
能を解析することを目的とする。それにより
子宮内膜癌の新規治療ターゲットとなる可
能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）抗体の特異性の確認 
 抗ヒトC2GnT1ウサギ polyclonal抗体（以
下 C2GnT1抗体）の特異性はアフリカミドリ
ザル由来の細胞である、COS7 細胞にヒト
C2GnT1 発現ベクターを導入し、Western 
blottingでC2GnT1の特異的バンドを確認し
た。また同細胞を用いて、C2GnT1抗体での
蛍光免疫染色を施行した。 
 
（２）組織サンプル 
 組織切片は、あらかじめ術前・生検前にイ
ンフォームドコンセントを得た後、摘出され
たホルマリン固定パラフィン包埋組織検体

を用いた。子宮内膜癌組織（84 例）、子宮内
膜異型増殖症（15例）正常子宮内膜組織（30
例）を検討に用いた。正常子宮内膜のうち 20
例と子宮内膜異型増殖症のうちの 5例は、内
膜癌を伴う症例であった。 
 
（３）C2GnT1発現の免疫組織学的検討 
 C2GnT1抗体を一次抗体として100倍希釈
で用いた。間接的酵素抗体法で免疫染色を行
った。染色強度は、500細胞中の陽性細胞率
を Positivity Index(PI)で表し、PI<1を陰性、
1≦PI<5 を部分陽性、5≦PI<10 を陽性、10
≦PIを強陽性として評価した。 
 
（４）各種病理学的因子と C2GnT1発現 
 組織学的 Grade、病期、深い筋層浸潤、脈
管侵襲、リンパ節転移、頸部浸潤、腹水細胞
診、卵巣転移の各病理学的因子と C2GnT1
発現（PI）との関連をMann-Whitney U-test
で検討した。 
 
（５）C2GnT1発現と生存期間 
 PI≧10の強陽性例を高発現群とし、それ以
外を非高発現群として、生存期間を
Kaplan-Mayer法で検討した。他の病理学的
因子とともに Cox-regression analysis によ
る多変量解析で、予後因子となりえるか検討
した。 
 
（６）子宮内膜癌細胞株への C2GnT1遺伝導
入 
 前述の C2GnT1発現ベクターを用いて、子
宮内膜癌細胞 IshikawaにC2GnT1を高発現
させた。浸潤能をMatrigel invasion assay、
遊走能を scratch wound healing assayで検
討した。 
  
（７）卵巣癌組織での C2GnT1発現 
 あらかじめ術前・生検前にインフォームド
コンセントを得た後、摘出されたホルマリン
固定パラフィン包埋組織検体の卵巣癌 20 例
に対して、同様に C2GnT1免疫染色・評価を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）C2GnT1 抗体の特異性 
 C2GnT1 cDNA 導入前および後の COS7細胞の
Western blotting において、C2GnT1 抗体が
C2GnT1 特異的バンドを認識することを確認
した。また、蛍光免疫染色においても C2GnT1 
cDNA 導入により COS7 細胞の蛍光が著明に増
強した。これらから、作成された C2GnT1 抗
体はヒト C2GnT1 を特異的に認識することが
確認された。 
 
（２）正常子宮内膜腺上皮、子宮内膜癌にお
ける C2GnT1 発現 
 正常子宮内膜腺上皮では殆ど C2GnT1 発現
を認めなかったが（mean PI±SD= 0.52±
1.24）、これに比較して子宮内膜癌では有意



に C2GnT1 発現が増強していた（mean PI±SD= 
8.31±15.29）。（図 1、2） 
 
 
 
 
 
図１．C2GnT1 免疫染色結果 a:正常子宮内膜
（陰性）、b：類内膜腺癌 Grade1（陰性）、c：
類内膜腺癌 Grade1（強陽性）、d：類内膜腺癌
Grade3（強陽性） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．PI 平均値と各病理学的因子 
*：正常との間に有意差あり。 
 
（３）各種病理学的因子と C2GnT1発現 
 C2GnT1の PIは高 Grade、進行癌、深い
筋層浸潤、脈管侵襲、腹腔細胞診陽性などで
高い傾向を示したが、有意差は認めなかった。
（図 2）また免疫染色の詳細な検討でも深い
浸潤部位や浸潤の先端で発現の増強が観察
され、C2GnT1発現が子宮内膜癌の悪性度増
強と関連する可能性が考えられた。 
 
（４）C2GnT1発現と生存期間 
 PI≧10の強陽性症例は 84例中 20例あり、
これらを C2GnT1高発現群とし、残り 64例
の非高発現群と比較した。Kaplan-Mayer法
では、C2GnT1高発現群は有意に全生存期間
（P<0.0005）、無進行生存期間（P=0.009）
が有意に短縮していた。（図 3）さらに多変量
解析の結果、Hazard ratio 1.008 - 1.079, 
P=0.017 で C2GnT1 高発現は独立した予後
不良因子と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：累積生存率曲線 a：全生存率（OS）、
b：無進行生存率（PFS） 
 
 
（５）子宮内膜癌細胞株への C2GnT1遺伝導
入 

 C2GnT1 発現ベクターを導入した
Ishikawa細胞（Ishikawa-C2GnT1）と空ベ
クターを導入した Ishikawa-mock で検討し
た 。 浸 潤 能 、 遊 走 能 に 関 し て
Ishikawa-C2GnT1 では有意な変化は観察さ
れなかった。これは、Ishikawa 細胞がもと
もと殆ど動かない細胞であることに起因す
る可能性も考えられ、現在、他の細胞株でも
検討中である。 
  
（６）卵巣癌組織での C2GnT1発現 
 卵巣癌では子宮内膜癌と異なり 81％と高
頻度に強発現（PI≧10）が認められた。これ
は卵巣癌において血清 SLX 上昇例が多いこ
ととの関連があるかもしれない。一方、子宮
内膜癌では一般に SLX 高発現は知られてお
らず、C2GnT1は他の糖鎖抗原生成に関与し
ている可能性が考えられる。 
 
 以上より、子宮内膜癌において C2GnT1
発現は悪性度上昇と関連すると考えられ、独
立した予後不良因子となると考えられた。 
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