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研究成果の概要（和文）：胃の腺粘液は糖鎖の末端にα1,4結合したN-アセチルグルコサミン残基(αGlcNAc)を含んで
おり、この糖鎖はピロリ菌に対して抗菌的に作用すると共に、慢性炎症を抑えることで胃癌の発生を防御している。本
研究ではヒト胃粘膜病変（胃癌、幽門腺型腺腫、慢性萎縮性胃炎）とバレット食道におけるαGlcNAcの発現とその病理
学的意義を解析し、αGlcNAcの低下・消失は胃分化型癌や幽門腺型腺腫の悪性度に相関すると共に、慢性萎縮性胃炎と
バレット食道ではそれぞれ胃分化型癌とバレット腺癌発生の危険因子となり得ることを示した。また、αGlcNAcによる
胃癌発生機構の更なる解明に向け、新規遺伝子改変マウスを作出した。

研究成果の概要（英文）：Gastric gland mucins contain terminal α1,4-linked N-acetylglucosamine 
(αGlcNAc). This glycan prevents gastric cancer development by exhibiting antimicrobial activity against 
H. pylori as well as suppressing chronic inflammation. In this study, we analyzed expression of αGlcNAc 
and its pathological significance on human gastric diseases including gastric adenocarcinoma, pyloric 
gland adenoma, and chronic atrophic gastritis as well as Barrett's esophagus. Our results indicate that 
reduction or loss of αGlcNAc are associated with malignant potential of gastric differentiated-type 
adenocarcinoma and pyloric gland adenoma. We also showed that reduced αGlcNAc expression in chronic 
atrophic gastritis and Barrett's esophagus was a possible risk factor to develop gastric 
differentiated-type adenocarcinoma and Barrett's adenocarcinoma, respectively. In parallel, we generated 
new genetically engineered mice useful to study the regulatory roles of αGlcNAc in tumorigenesis of 
gastric cancer.

研究分野： 人体病理学、糖鎖生物学、組織細胞化学
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における胃癌の死亡率は減少して
いるが、悪性腫瘍による死亡者数の中で胃癌
の占める割合は男女とも第二位であり、胃癌
は今日においても主要な悪性腫瘍の一つで
ある。近年、胃癌の原因としてピロリ菌感染
が注目されており、この菌の持つ毒素である
CagA が宿主細胞のシグナル伝達を攪乱する
ことで発癌に繋がることが明らかになって
いる（Hatakeyama, Nat Rev Cancer 4, 688-694, 
2004）。 
 一方、胃粘液は胃粘膜上層から分泌される
表層粘液と胃粘膜下層から分泌される腺粘
液に分類され、後者は糖鎖の末端に N-アセチ
ルグルコサミンがα1,4結合した新奇な O-グ
リカン（αGlcNAc）を含んでいる。ピロリ菌
は表層粘液に生息し、腺粘液には存在しない。
我々は発現クローニング法によりαGlcNAc
の生合成に係わる糖転移酵素であるα
1,4-N-アセチルグルコサミン転移酵素（α
4GnT）の cDNA を単離し（Nakayama et al, Proc 
Natl Acad Sci USA 96, 8991-8996, 1999）、
この遺伝子を用いることでαGlcNAc がピロ
リ菌の細胞壁に存在するコレステリル-α
-D-グリコピラノシド（CGL）の生合成を阻害
することでピロリ菌の増殖や運動能を抑制
し、ピロリ菌感染から胃粘膜を防御している
ことを明らかにしてきた（Kawakubo et al, 
Science 305, 1003-1006, 2004）。また、ピ
ロリ菌から CGL 合成酵素（αCgT）をクロー
ニングし、この酵素活性がαGlcNAc 含有オリ
ゴ糖で阻害されること（Lee et al, Biochem 
Biophys Res Commun 349, 1235-1241, 2006）、
並びにその阻害反応に関する詳細なメカニ
ズ ム を 明 ら か に し た （ Lee et al, 
Glycobiology 18, 549-558, 2008）。また、
最近では、ピロリ菌におけるαCgT の細胞内
局在を免疫電顕にて明らかにし、活性型α
CgT がピロリ菌の膜画分に存在することを証
明した（Hoshino et al, J Histochem Cytochem 
59, 98-105, 2011）。 
 ピロリ菌が長期間に感染すると、高率に慢
性萎縮性胃炎を発症する。慢性萎縮性胃炎そ
のものも宿主側の要因として胃癌発症の高
危険因子であるが、その詳細な分子機構は明
らかにされていない。最近我々は胃腺粘液に
特異的な糖鎖であるαGlcNAc の役割を個体
レベルで明らかにするため、α4GnT をコード
する A4gnt遺伝子を欠損した A4gntノックア
ウト(KO) マウスを作出した。このマウスで
はαGlcNAc が完全に消失しており、α4GnT
はαGlcNAc を生合成する唯一の糖転移酵素
であることが明らかになった。驚いたことに、
この変異マウスではピロリ菌が感染してい
ないにも関わらず、胃幽門部粘膜に慢性炎症
が生じ、加齢と伴に過形成、異形成を経て、
分化型腺癌が発生した。この事実はαGlcNAc
が胃癌発生を抑えていることを示している
（ Karasawa et al, J Clin Invest 122, 
923-934, 2012）。 

 以上の結果はαGlcNAc がピロリ菌感染から
胃粘膜を防御しているだけでなく、糖鎖の持
つ新たな機能として胃炎や胃癌の発症をも
防ぐ生体に元来備わった防御因子としての
役割を果たしていることを示している。また、
腺粘液細胞が減少、消失するヒト慢性萎縮性
胃炎が胃癌発症の危険因子である理由とし
て、腺粘液に含まれているαGlcNAc の減少、
消失が胃癌の発症を促進している可能性が
ある。しかしながらαGlcNAc による胃癌の制
御機構については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はαGlcNAc による胃癌発生の
制御機構を解明することである。具体的には、
ヒト胃癌並びに胃幽門腺型腺腫におけるα
GlcNAc の発現パターンとその臨床病理学的
意義を明らかにする。また、慢性萎縮性胃炎
におけるαGlcNAc の発現意義の解明を行う。
加えて、バレット腺癌発生の危険因子である
バレット食道を対象に、αGlcNAc の発現意義
についても解析する。一方、A4gnt KO マウス
で分化型癌が自然発生する分子機構の更な
る解明に向け、新たな遺伝子改変マウスを作
出する。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト病理検体を用いた解析 
① 症例 
 外科的切除された胃癌 214 症例、内視鏡的
切除された胃幽門型腺腫 18 症例、胃生検組
織 137 症例（正常胃粘膜 67 症例、ピロリ菌
感染慢性萎縮性胃炎 70 症例）、内視鏡的切除
された胃粘膜内癌 79 症例（分化型癌 68 症
例、未分化型癌 11 症例）及び外科的あるい
は内視鏡的に切除されたバレット食道 70 症
例（バレット腺癌合併 35 症例、食道扁平上
皮癌合併 35 症例）の病理組織標本を解析対
象とした。なお、本研究におけるヒト検体の
使用については、信州大学医学部医倫理委員
会並びに共同研究施設の倫理委員会にて承
認を受けた。 
 
② 免疫組織化学 
 上記の病理組織標本に対して、αGlcNAc 
とそのコア蛋白質である MUC6 の発現パター
ンを免疫組織化学的に解析した。また、必要
に応じて K-67 標識率を算出した。なお、一
次抗体は抗 αGlcNAc 抗体（HIK1083; Kanto 
Chemical）、抗 MUC6 抗体（CLH5; Novocastra）、
抗 Ki-67 抗体（MIB1; Dako）を用いた。二次
抗体は抗マウス Dako EnVision+ System/西洋
ワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識（Dako 
North America）あるいは HRP 標識抗マウス
IgG（Nichirei Biosciences）を使用した。 
 
（2）遺伝子改変マウスを用いた解析 
① 遺伝子改変マウス 
 A4gnt KO マウスと Chst4 KO マウス(星薬科
大学 川島博人博士より供与)を使用した。



なお、本研究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。 
 
② 組織化学・免疫組織化学 
 高鉄ジアミン-アルシアン青染色（HID-AB
染色）と Ki-67 に対する免疫染色（一次抗体; 
B56（BD Pharmingen）、二次抗体; Histofine 
Mousestain kit（Nichirei Biosciences））
を行った。 
 
③ 定量 RT-PCR 
 5 週令、10 週令、50 週令の A4gnt KO マウ
スと野生型マウスの胃粘膜のホルマリン固
定パラフィン包埋切片から抽出した全RNAに
対して、3種の硫酸転移酵素（Chst2、Chst4、
Chst7）mRNA の発現量を既報（Karasawa et al, 
J Clin Invest 122, 923-934, 2012）に従っ
て定量 RT-PCR にて解析した。なお、TaqMan
プ ロ ー ブ は Mm00490018_g1 （ Chst2 ）、
Mm00488783_s1 （ Chst4 ）、 Mm00491466_m1 
（Chst7）（Applied Biosystems）を使用した。 
 
④ 酸性糖鎖の質量分析 
 A4gnt/Chst4 DKO マウス、10 週令の A4gnt KO
マウスと野生型マウスの胃粘膜から抽出し
たムチンを対象に、Khoo の方法（ Adv 
Neurobiol 9, 129-164, 2014）に従って酸性
糖鎖をMALDI-TOF/TOF質量分析計によって解
析した。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト病理検体を用いた解析 
① ヒト胃癌におけるαGlcNAc の発現とその
病理学的意義の解明（Shiratsu et al, Cancer 
Sci 105, 126-133, 2014） 
 A4gnt KOマウスが胃分化型癌を自然発症す
ることから（Karasawa et al, J Clin Invest 
122, 923-934, 2012）、ヒトにおいてもα
GlcNAc が胃癌発生と関わっているか否かに
ついて、その病理学的な観点から解析した。
本解析において、MUC6 あるいはαGlcNAc が
全胃癌細胞の 5%以上に発現していた症例を
陽性と判定した。 
 胃癌 214 症例中、MUC6 陽性例は 102 症例で
あった。その内、分化型癌は 54 症例含まれ
ており、その 61.1%（33 症例）は αGlcNAc
陰性例であった。そして、分化型癌における
αGlcNAc の消失は、壁深達度（P = 0.009）、
病期（P = 0.009）、静脈侵襲（P= 0.009）と
有意に相関した。さらに、MUC6 陽性の分化型
癌で、αGlcNAc 陰性例は αGlcNAc 陽性例と
比較し、有意に低い癌特異的 5年生存率を示
した（P = 0.048）。 
 一方、102 症例の MUC6 陽性胃癌の内、未分
化型癌は48症例含まれていた。その内、45.8%
（22 症例）は αGlcNAc 陰性であったが、
αGlcNAc の消失と臨床病理学的パラメータ
および生存率との相関は認められなかった。 
 以上より、αGlcNAc の消失は MUC6 陽性の
胃分化型癌の発生を制御していることが示

された。このことは A4gnt KO マウスでは胃
分化型癌が自然発症するも、胃未分化癌は発
症しないことと合致している（Karasawa et 
al, J Clin Invest 122, 923-934, 2012）。
さらに、αGlcNAc 陽性例は αGlcNAc 陰性例
と比較し、有意に悪性度が高いことから、胃
癌の病理診断において MUC6 とαGlcNAc に対
する免疫染色を行うことは、胃癌の進行や予
後を予測する上で重要と考えられた。 
 
② ヒト胃幽門型腺腫におけるαGlcNAc の発
現とその病理学的意義の解明 （Yamanoi et 
al, Histopathology, in press） 
 胃幽門腺型腺腫は胃癌発生のリスクが高
い腫瘍性病変であることから（Vieth et al. 
Virchows Arch 442, 317-321）、本疾患にお
けるαGlcNAc の発現意義を検討した。本解析
において、MUC6 とαGlcNAc の発現レベルを
0-3 の 4 段階に評価した。すなわち、全腫瘍
細胞の内、陽性細胞が 10%未満を 0、陽性細
胞が 10-33％を 1、陽性細胞が 34-66% を 2、
陽性細胞が 67%以上を 3とした。 
 低異型度型胃幽門腺型腺腫 15 症例の全て
で MUC6 の発現レベルは 2-3、αGlcNAc のレ
ベルは 0-3 であったが、低異型度型胃幽門腺
型腺腫の 80%(12 症例)ではαGlcNAc と MUC6
の発現部位が一致していた。一方、高異型度
型胃幽門腺型腺腫 3 症例における MUC6 の発
現レベルは全例 3であったが、αGlcNAc の発
現レベルは 1-2 であり、高異型度型胃幽門腺
型腺腫では MUC6 に比べてαGlcNAc の発現は
低下していた。さらに、検索した 18 症例全
ての胃幽門腺型腺腫において、αGlcNAc の発
現が減少した症例は減少しない症例と比較
し、有意に Ki-67 標識率が高かった（P = 
0.023）。 
 以上より、αGlcNAc の発現低下は幽門腺型
腺腫の悪性度と密接に関連している可能性
が示された。     
 
③ ヒト慢性萎縮性胃炎におけるαGlcNAc の
発現意義（Yamada et al, J Gastroenterol 
Hepatol, in press） 
 ピロリ菌が感染した慢性萎縮性胃炎は胃
分化型癌発症の危険因子として知られてい
るが（Asaka, Int J Cancer 132, 1272-1276, 
2013）、その詳細な機序については明らかに
されていない。慢性萎縮性胃炎におけるα
GlcNAc の発現と胃癌発生との関連について
解析した。本解析では、MUC6 あるいはα
GlcNAc を発現した幽門腺の数を定量的に計
測した。 
 ピロリ菌が感染していない健常胃粘膜の
幽門腺において、αGlcNAc と MUC6 の発現は
一致していたのに対し、ピロリ菌が感染した
慢性萎縮性胃炎の幽門腺では健常胃粘膜と
比較して MUC6 陽性幽門腺の腺管数が有意に
減少していた（P < 0.001）。さらに慢性萎縮
性胃炎では、αGlcNAc 陽性幽門腺の腺管数も、
MUC6 陽性幽門腺と比較し、有意に減少してい



た（P < 0.001）。 
 一方、近年の消化管内視鏡診断技術の著し
い進歩に伴い、より早期の胃粘膜内癌が発見
され、経内視鏡的粘膜切除術が施行されてい
る。このような早期の胃粘膜内癌では、癌病
変の下方に残存する非腫瘍性の幽門腺を認
めることがある。この様な非腫瘍性幽門腺に
おけるαGlcNAc の発現を解析すると、分化型
粘膜内癌においてαGlcNAc 陽性幽門腺の腺
管数は MUC6 陽性幽門腺と比較して有意に減
少していた（P < 0.001）。しかし、未分化型
粘膜内癌では、残存する非腫瘍性幽門腺にお
けるαGlcNAc 陽性腺管数と MUC6 陽性腺管数
の間に有意差は認められなかった（P = 
0.080）。 
 さらにαGlcNAc が減少した慢性萎縮性胃
炎におけるMIB-1標識率と健常胃粘膜におけ
る MIB-1 標識率を比較すると、前者は後者に
比べて有意に高かった（P < 0.05）。 
 以上より、慢性萎縮性胃炎では MUC6 陽性
幽門腺と比較してαGlcNAc 陽性幽門腺の腺
管数が有意に低下し、加えて胃粘膜上皮の細
胞増殖能が亢進することにより、αGlcNAc の
低下は胃分化型癌発生の危険因子となり得
る可能性が示された。この結果は、A4gnt KO
マウスが週令を経るにつれて、胃粘膜上皮の
細胞増殖が亢進し、胃分化型癌を自然発症す
ることと合致している（Karasawa et al, J 
Clin Invest 122, 923-934, 2012）。 
 
④ バレット食道におけるαGlcNAc の発現意
義（Iwaya et al. Histopathology 64, 536-546, 
2014） 
 バレット食道はバレット腺癌発生の母地
で あ る が （ Hameeteman et al, 
Gastroenterology 96, 1249-1256, 1986）、
バレット食道におけるαGlcNAc の発現意義
は不明である。バレット食道におけるα
GlcNAc の発現とバレット腺癌発生との関連
について、バレット腺癌に隣接して認められ
たバレット食道を危険群、食道扁平上皮癌を
合併したバレット食道を対照群として解析
した。本解析において、αGlcNAc の発現は、
MUC6 に対する相対比（αGlcNAc/MUC6）とし
て評価し、0-3 の 4 段階に判定した。すなわ
ち、αGlcNAc/MUC6 が 0-5%を 0、6-33%を 1、
34-66%を 2、67%以上を 3とした。 
 αGlcNAc/MUC6 比は、バレット腺癌に隣接
するバレット食道（危険群）で食道扁平上皮
癌を合併したバレット食道（対照群）と比較
し、有意に低下しており（P = 0.0025）、
αGlcNAc の発現低下がバレット食道の発癌
に関与している可能性が示唆された。特に、
その傾向は腫瘍径が 20mm 以下の症例や、腫
瘍が粘膜内に限局した症例で強く、αGlcNAc
は発癌の比較的早期の段階で関与している
可能性が示唆された。また、バレット腺癌の
粘液形質が腸型である症例や背景粘膜に腸
上皮化生を伴う症例においても αGlcNAc の
発現低下は顕著であり、αGlcNAc の発現低下

とバレット食道や腫瘍の腸型化に関連があ
ると考えられた。 
 以上より、バレット食道において、MUC6 に
対する αGlcNAc の減少はバレット腺癌に進
展する危険因子である可能性が示された。 
 
（2）遺伝子改変マウスを用いた解析 
① A4gnt KO マウスの幽門腺で特異的に発現
する糖鎖の同定 
 A4gnt KO マウスで腫瘍は幽門部に限局して
発生する。その分子機構の更なる解明に向け、
先ず A4gnt KO マウスと野生型マウスの胃十
二指腸粘膜に対して、HID-AB 染色を行った。
その結果、野生型マウスと比較し A4gnt KO
マウスの幽門腺で特異的に産生が亢進して
いる粘液としてスルホムチンを見出した。実
際に、10 週令の A4gnt KO マウスと野生型マ
ウスの胃粘膜からそれぞれ抽出した糖鎖の
質量分析を行い、A4gnt KO マウスでは O-グ
リカンの 2 型コアに存在するβ1,6 結合した
GlcNAc に硫酸基が付加していることを示し
た。スルホムチンは強く負に帯電しているこ
とから、スルホムチンが正に帯電したサイト
カインやケモカイン、細胞増殖因子をリクル
ートし、これらの炎症関連分子が上皮細胞上
の様々な受容体に作用することで、上皮細胞
の細胞増殖が亢進し、その後に種々の原因で
遺伝子変異が蓄積することで最終的に胃癌
が発生するという仮説を立てた。 
 
② A4gnt/Chst4 ダブル KO（DKO）マウスの作
出 
 上述の仮説を検証するため、A4gnt KO マウ
スの幽門腺でスルホムチンが欠損した新た
な遺伝子改変マウスの作出を行った。先ず、
A4gnt KOマウスの幽門腺から分泌されるスル
ホムチンの硫酸化に関わる硫酸転移酵素を
同定するため、βGlcNAc の硫酸化に関わる 3
種 の 硫 酸 転 移 酵 素 、 GlcNAc6ST-1 、
GlcNAc6ST-2、GlcNAc6ST-4 をそれぞれコード
する遺伝子、Chst2、Chst4、Chst7の mRNA を
定量 RT-PCR で解析した。その結果、Chst4 
mRNA のみが A4gnt KO マウスの胃粘膜で野生
型マウスに比べて増加していた。 
 そこで Chst4 KO マウスと A4gnt KO マウス
を交配して A4gnt/Chst4 DKO マウスを作出し
た。12 週令の A4gnt/Chst4 DKO マウスが得ら
れたので HID-AB 染色を行うと、スルホムチ
ンは幽門腺で完全に消失していることが確
認できた。今後、A4gnt/Chst4 DKO マウスと
A4gnt KOマウスを詳細に比較解析することで、
胃癌発生におけるスルホムチンの役割の解
明を目指す。 
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