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1. MUC1 への galectin-3 の結合によるシグナル伝達の活性化及び

腫瘍悪性化への関与 
1-1. 序論 

腺上皮や管腔上皮等の保護作用を担う分子の 1 つである mucin は高分子の糖タンパク質

で、コアタンパク質に serine、threonine 及び proline 残基に富んだ一定のアミノ酸配列か

らなる繰り返し構造 (tandem repeat) を有することを特徴とする。また、serine 及び threonine 

残基には GalNAc (N-acetylgalactosamine) を介して O-グリコシド型糖鎖が多数付加されて

おり、mucin における総質量の半分以上を占めている。現在までにヒトにおいて 20 種類以

上の mucin が同定されており、それらは膜結合型 mucin と分泌型 mucin に大別される。

正常上皮細胞では apical 側のみに mucin は輸送され、膜結合型または分泌型 mucin とな

るが、上皮悪性腫瘍細胞では極性の消失に伴い mucin は細胞膜全体に発現し、血中にも分

泌される。加えて、悪性化に伴い mucin 上の O-グリコシド型糖鎖構造が変化し、正常上

皮細胞では検出されない様々な腫瘍関連糖鎖抗原が mucin 上に検出される [1]。このよう

な mucin の量的かつ質的な変化による腫瘍悪性化への関与が示唆されているが、未解明な

部分も多い。膜結合型 mucin においては細胞表面上の保護作用に加え、細胞質内領域を介

したシグナル伝達分子としての働きも示唆されていることから [1]、代表的な膜結合型 

mucin の 1 つである MUC1 (mucin 1) を介したシグナル伝達及び付随する腫瘍悪性化機構

への関与を検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MUC1 (模式図 A) は乳腺や膵臓、大腸などの消化管等を含む広範囲の上皮悪性腫瘍で発

現量の異常な亢進が報告されているⅠ型の膜結合型糖タンパク質で、その発現量と癌患者

の予後の経過には相関性があることが知られている [1-4]。MUC1 は 1 本のポリペプチド鎖

として生合成された後、細胞膜への輸送過程時に小胞体内でコアタンパク質に含まれる 

SEA (sea urchin sperm protein, enterokinase and agrin) domain 内の特定の配列 (GSVVV 

[Gly-Ser-Val-Val-Val] motif) で 2 本鎖に自己切断され、MUC1-N (MUC1 N-terminal subunit) 

及び MUC1-C (MUC1 C-terminal subunit) の 2 つのサブユニットとなり、この 2 つのサブユ

ニットが非共有結合で安定なヘテロ二量体を形成し細胞表面に発現する [5, 6]。MUC1 の細

胞外領域の大部分を占めるサブユニットである MUC1-N は、20 アミノ酸で構成される 
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tandem repeat を多数有し、1 つの tandem repeat 内には O-グリコシド型糖鎖が結合する可

能性を有する 5 つの serine または threonine 残基を含んでいる [7, 8]。一方、MUC1-C は

58 アミノ酸からなる短い細胞外領域、28 アミノ酸からなる膜貫通領域及び 72 アミノ酸か

らなる細胞質内領域から構成され、MUC1-N を細胞表面に保持している [9]。また、MUC1-C 

は細胞質内領域を介して β-catenin や STAT3 (signal transducer and activator of transcription 

3)、NF-κB (nuclear factor-κB) 等のシグナル伝達関連分子と相互作用し核内に移行すること

で、様々なシグナル伝達経路の活性化に関与することに加え [10-12]、細胞質内領域中の特

定のアミノ酸配列 (CQC [Cys-Gln-Cys] motif) が、MUC1 のホモ多量体化及び核移行関連タ

ンパク質である importin β や nucleoporin p62 との相互作用に重要であることが報告され

ている [13, 14]。また、上皮悪性腫瘍細胞で過剰発現した MUC1 では、MUC1-N 上に付加

されている  O- グリコシド型糖鎖が正常細胞と比較して短くなり、 TF 抗原 

(Thomsen-Friedenreich 抗原: Galβ1-3GalNAcα-Ser/Thr) や Tn 抗原 (GalNAcα-Ser/Thr) とい

った異常な糖鎖の発現が認められる [15, 16]。これらの糖鎖の中で、TF 抗原は非還元末端

に galactose を含む糖鎖構造 (β-galactoside) であることから、MUC1 が galectin-3 に対す

る ligand となり、腫瘍悪性化機構に関与している可能性が考えられた。 

Galectin は  β-galactoside を特異的に認識し結合する  CRD (carbohydrate recognition 

domain) を有する lectin であり、構造の特徴から proto-type、chimera-type 及び tandem 

repeat-type の 3 種類に大別される [17]。唯一の chimera-type である galectin-3 (模式図 B) 

は CRD、N-terminal domain 及び両 domain を繋ぐ glycine、tyrosine 及び proline 残基に富

んだコラーゲン様の linker sequence から構成される [18]。主に細胞質や核、ミトコンドリ

アに局在し [19, 20]、抗アポトーシス作用や細胞増殖、pre-mRNA のスプライシング等様々

な細胞機能に関与する [21-23]。また、シグナル配列を有していないが、一部は細胞外にも

分泌され [24, 25]、細胞表面分子や細胞外基質と結合することで血管新生や細胞接着等の細

胞機能に関与する [17, 26, 27]。Galectin-3 の発現量は腫瘍の悪性化と相関性があり、癌患者

での血中濃度は健常者と比較して上昇していることが報告されている [28, 29]。 

MUC1 への galectin-3 の結合による腫瘍悪性化への関与は過去にも報告されている。こ

れらの報告では、galectin-3 が MUC1 を架橋し細胞表面の一部に局在化することにより 

MUC1 に覆われていた細胞表面接着分子を露出させ、腫瘍細胞間や腫瘍細胞と血管内皮細

胞間の接着を亢進させる機構が関与しているとされている [30-32]。また、MUC1 の関与す

るシグナル伝達としては、増殖因子の１つである EGF (epidermal growth factor) の結合を起

点とした EGFR (EGF receptor) からのシグナルを、MUC1 が中継し増強する機構が報告さ

れているが [1, 33-35]、これらの知見から新たな機構として、galectin-3 が MUC1 への結合

を介して多量体を形成し MUC1 を架橋することにより、シグナル伝達を誘導する可能性が

考えられた。腫瘍組織微小環境下において分泌された galectin-3 が、autocrine/paracrine 様

機構によって MUC1 を介したシグナル伝達を惹起する可能性について、EGFR の関与も考

慮に入れつつ、MAPK (mitogen-activated protein kinase) 及び  PI3K (phosphatidylinositol 
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3-kinase)/Akt シグナル伝達経路について解析し、更にこれらに起因する腫瘍悪性化につい

て検討した。 

本研究では以下の知見を得た。様々なヒト癌患者組織切片において、MUC1 と galectin-3 

は同様の分布を示した。また、MUC1 発現腫瘍細胞の細胞表面で MUC1 と galectin-3 が

共局在していた。MUC1 発現腫瘍細胞において、MUC1 と galectin-3 の結合を介して 

MAPK 及び PI3K/Akt シグナル伝達経路が活性化し、細胞増殖能や移動能が亢進した。ま

た、galectin-3 の発現を抑制した MUC1 発現腫瘍細胞では細胞増殖能や移動能が抑制され、

加えて多量体形成能が欠損した galectin-3 では上述したシグナル伝達のレベルは著しく減

少した。更に、galectin-3 によるシグナル伝達活性化は、EGFR 阻害剤存在下でも同様に誘

導された。従って、増殖因子/増殖因子受容体依存的な MUC1 介在性のシグナル伝達とは

別に、MUC1 単独でも galectin-3 によってシグナル伝達が活性化され、腫瘍悪性化に関与

していることが示唆された。 
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1-2. 材料及び方法 

1-2-1. 細胞培養及び遺伝子導入 

HCT116 細胞 (ヒト大腸癌由来細胞株)、A549 細胞 (ヒト肺癌由来細胞株) 及び SKOV3 

細胞 (ヒト卵巣癌由来細胞株) は American Type Culture Collection (ATCC) より購入した。

MUC1 強制発現細胞株として、ヒト  MUC1cDNA を導入した  HCT116/MUC1 及び 

A549/MUC1 細胞もしくは empty vector のみを導入した HCT116/Mock 及び A549/Mock 

細胞を作製した。また、MUC1 発現抑制細胞株として、ヒト MUC1 shRNA (OriGene) を導

入した  SKOV3/Si-1 及び  Si-2 細胞もしくは  scrambled shRNA (OriGene) を導入した 

SKOV3/Scr 細胞を作製した。HCT116/MUC1 細胞にヒト galectin-3 shRNA (InvivoGen) もし

く は  scrambled shRNA (InvivoGen) を 導 入 し た  HCT116/MUC1-Gal-3/Si 及 び 

HCT116/MUC1-Scr 細胞を作製した。HCT116/Mock、HCT116/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1、

SKOV3/Si-2、HCT116/MUC1-Scr 及び HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞は、10% 非働化 FBS 

(heat-inactivated FBS: HI-FBS)、4 mM L-glutamine、100 units/ml penicillin 及び 100 µg/ml 

streptomycin を含む  DMEM (Nissui Pharmaceutical) により培養した。A549/Mock 及び 

A549/MUC1 細胞は、10% HI-FBS、100 units/ml penicillin 及び 100 µg/ml streptomycin を含

む F-12K medium (ATCC) により培養した。 

なお、上述した各種細胞株への plasmid の導入には Fugene® HD transfection reagent 

(Promega) を用いた。 

また、RNA 干渉については下記の配列を持つ MUC1 shRNA、galectin-3 shRNA 及びそれ

ぞれの scrambled shRNA を使用した。 

[MUC1 shRNA] 

5’-GCCTCTCGATATAACCTGACGATCTCAGAtcaagagTCTGAGATCGTCAGGTTATATCGAG

AGGC-3’ 

[MUC1 scrambled shRNA] 

5’-GCACTACCAGAGCTAACTCAGATAGTACTtcaagagAGTACTATCTGAGTTAGCTCTGGTA

GTGC-3’ 

[galectin-3 shRNA] 

5’- GCTACCCAGGGGCTTCCTATCtcaagagGATAGGAAGCCCCTGGGTAGC-3’ 

[galectin-3 scrambled shRNA] 

5’- GCAGATCCGTCTCGCGTACCTtcaagagAGGTACGCGAGACGGATCTGC-3’ 

 

1-2-2. Total RNA の調製及び DNA microarray 解析 

HCT116/Mock 及び  HCT116/MUC1 細胞を  PBS により洗浄後、説明書に従って、

ISOGEN (Nippon Gene) により total RNA を調製した。サンプルの解析を Takara Bio に外部

委託し、DNA microarray 解析を行った。 
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1-2-3. 細胞抽出液の調製 

細胞を PBS により洗浄後、cell lysis buffer (25 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl、5 mM 

EDTA、1% Tx-100 (Triton X-100) 及び 1% Protease Inhibitor Cocktail (Nacalai Tesque)) に懸濁

し氷上で超音波処理を行った後、15,000 × g、4°C、10 分間遠心して得られた上清を細胞抽

出液として用いた。 

 

1-2-4. 細胞表面のビオチン標識及び細胞表面タンパク質の調製 

細胞を PBS により洗浄後、0.1 mg/ml EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin (Thermo Scientific) を含む 

PBS 中で 4°C、1 時間静置した。100 mM glycine/PBS により洗浄後、1-2-3 項に従って、細

胞抽出液を調製した。細胞抽出液 (250 もしくは 300 µg) に Streptavidin SepharoseTM High 

Performance (GE Healthcare) を加え 4°C、2 時間撹拌後、cell lysis buffer により洗浄し、得ら

れた沈降物をサンプルとした。 

 

1-2-5. MUC1 上の PNA (peanut agglutinin) 結合糖鎖の検出 

1-2-3 項に記した方法に従って調製した HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液 (400 µg) に、

PNA-Agarose (J-oilmills) もしくは樹脂のみを加え 4°C、2 時間撹拌した。Cell lysis buffer に

より洗浄し、得られた沈降物をサンプルとした。 

 

1-2-6. 免疫沈降 

1-2-3 項に記した方法に従って調製した細胞抽出液 (250 µg) に、ヤギ抗 galectin-3 抗体 

(Santa Cruz Biotechnology) もしくはコントロール抗体を加え  4°C、2 時間撹拌後、

PureProteomeTM Protein G Magnetic Beads (Merck Millipore) を加え更に 4°C、2 時間撹拌した。

Cell lysis buffer により洗浄し、得られた沈降物をサンプルとした。 

 

1-2-7. SDS-PAGE 及び Western blotting 

各項に記した方法に従って調製したサンプル  (5~25 µg) を電気泳動し、Zeta-Probe® 

Blotting Membrane (Bio-Rad Laboratories) もしくは Immun-Blot® PVDF Membrane (Bio-Rad 

Laboratories) に転写した。3% skim milk/PBS によりブロッキング後、各種一次抗体を加え 

4°C、一晩処理した。TBST (10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl 及び 0.05% Tween-20) に

より膜を洗浄後、該当する HRP 標識二次抗体を加え室温、1 時間処理した。TBST により

膜を洗浄後、Chemi-Lumi One L (Nacalai Tesque) を用いて検出した。また、一部の結果にお

いては、Image J software (National Institutes of Health) によりデータを数値化した。なお、一

部の実験  (一次抗体にビオチン標識抗体を用いた場合等 ) においては、HRP 標識 

streptavidin により膜を処理した後、上述した方法と同様に検出した。 

使用した一次抗体及び二次抗体は下記に示す。 

[一次抗体] 
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マウス抗 MUC1-N 抗体 (BD Biosciences)、アルメニアンハムスター抗 MUC1-C 抗体 (Lab 

Vision)、ウサギ抗 galectin-1 抗体 (Abcam)、ヤギ抗 galectin-3 抗体、ウサギ抗 EGFR 抗体、

ビオチン標識マウス抗リン酸化 tyrosine 抗体 (以上 Santa Cruz Biotechnology)、マウス抗 

β-actin 抗体 (Sigma-Aldrich)、マウス抗リン酸化 ERK1/2 抗体、ウサギ抗 ERK1/2 抗体、ウ

サギ抗リン酸化 Akt 抗体、ウサギ抗 Akt 抗体 (以上 Cell Signaling Technology) 

[二次抗体] 

HRP 標識ウサギ抗マウス IgG (H+L) 抗体、HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG (H+L) 抗体、HRP 

標識ウサギ抗ヤギ IgG (H+L) 抗体、HRP 標識ヤギ抗アルメニアンハムスター IgG (H+L) 

抗体 

 

1-2-8. 細胞免疫染色 

細胞表面上の MUC1、galectin-3 もしくは galectin-1 の分布を検出する場合、細胞を PBS 

により洗浄後、1% BSA/PBS 中で 4°C、30 分間ブロッキングした。マウス抗 MUC1-N 抗

体及びヤギ抗  galectin-3 抗体もしくはウサギ抗  galectin-1 抗体  (GeneTex) を含む  1% 

BSA/PBS 中で細胞を 4°C、2 時間処理し、PBS で洗浄後、該当する蛍光標識二次抗体 (Alexa 

Fluor® 488 標識ウサギ抗マウス IgG (H+L) 抗体及び Alexa Fluor® 594 標識ウサギ抗ヤギ 

IgG (H+L) 抗体もしくは Alexa Fluor® 488 標識ヤギ抗マウス IgG (H+L) 抗体及び Alexa 

Fluor® 594 標識ヤギ抗ウサギ IgG (H+L) 抗体) を含む 1% BSA/PBS 中で 4°C、1 時間遮光

下で処理した。PBS により洗浄後、4% PFA/PBS (paraformaldehyde/PBS) 中で室温、20 分間

遮光下で細胞を固定すると共に DAPI により核を染色した。 

細胞内の galectin-3 及び galectin-1 を検出する場合、細胞を PBS により洗浄し、4% 

PFA/PBS 中で室温、20 分間固定後、PBS により洗浄した。0.1% Tx-100 を含む 5% BSA/PBS 

中で室温、30 分間細胞のブロッキングと透過処理を行った後、上述した一次抗体及び 0.1% 

Tx-100 を含む 1% BSA/PBS 中で 4°C、一晩処理した。細胞を PBS により洗浄後、上述し

た蛍光標識二次抗体、DAPI 及び 0.1% Tx-100 を含む 1% BSA/PBS 中で室温、1 時間遮光

下で処理後、PBS により洗浄した。両条件により調製した細胞は、50% glycerol/PBS によ

り封入後、共焦点レーザー顕微鏡 (Leica) で観察した。 

 

1-2-9. 免疫組織染色及び H&E (hematoxylin & eosin) 染色 

 パラフィン包埋した各種ヒト癌患者組織切片及び癌部周囲の非癌部組織切片を xylene 

及び EtOH により脱パラフィン化及び再水和化した。同組織切片を 10 mM citric acid buffer 

(pH 6.0) 中で 100°C、15 分間処理し抗原を賦活化後、PBS により洗浄した。5% BSA/PBS 中

で室温、1 時間ブロッキング後、マウス抗 MUC1-N 抗体及びヤギ抗 galectin-3 抗体を含む 

1% BSA/PBS 中で 4°C、一晩処理した。PBS により洗浄後、Alexa Fluor® 488 標識ウサギ抗

マウス IgG (H+L) 抗体、Alexa Fluor® 594 標識ウサギ抗ヤギ IgG (H+L) 抗体及び DAPI を

含む 1% BSA/PBS 中で室温、1 時間遮光下で処理した。PBS により洗浄後、ProLong® Gold 
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antifade reagent (Invitrogen) により封入し、蛍光顕微鏡 (Nikon) で観察した。また、上述の

組織切片を観察後、Mayer’s Hematoxylin (Muto Kagaku) 及び Pure Eosin (Muto Kagaku) によ

り H&E 染色し、同様に観察した。 

 なお、本項で使用したヒト癌患者組織切片及び癌部周囲の非癌部組織切片は、大阪市立

大学医学部倫理規定に従って癌患者より採取されたもので、同大学院腫瘍外科八代正和博

士の御好意により供与して頂いた。 

 また 1-2-6、1-2-7、1-2-8 及び本項で使用した一次抗体の内、代表的なものについては抗

体の反応性を示す図を別途添付した (資料 A)。 

 

1-2-10. Recombinant galectin-3 の調製 

 1-2-2 項に記した方法に従って、HCT116/MUC1 細胞の total RNA を調製後、下記のプラ

イマーを用いた RT-PCR により全長の galectin-3cDNA を調製した。 

 

Forward primer: 5’-AAT CCA TGG CAG ACA ATT TTT CGC TCC AT-3’ 

Reverse primer: 5’-TAA GGA TCC TTA TAT CAT GGT ATA TGA AG-3’ 

 

増幅した galectin-3cDNA を pET-16b vector (Novagen) に挿入し、得られた vector を 

BL21(DE3) 株に transform した。IPTG によりタンパク質発現を誘導し、超音波処理後に遠

心して上清を回収した。得られた上清より、 lactose-agarose column を用いた  affinity 

chromatography によって recombinant galectin-3 を精製した。 

 調製した recombinant galectin-3 の一部は、32 µg/ml collagenase type VII (Sigma-Aldrich)、

150 mM NaCl 及び 10 mM CaCl2 を含む 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) buffer 中で 37°C、2 時間

処理した。分画分子量 50 kDa の Amicon® Ultra Centrifugal Filters (Merck Millipore) により 

collagenase を buffer 中から除去後、素通り溶液を分画分子量 10 kDa の Amicon® Ultra 

Centrifugal Filters により濃縮すると共に PBS に置換した。得られた galectin-3 は、cleaved 

galectin-3 として 1-2-12 項の実験に用いた。 

 

1-2-11. Galectin-3 処理による MUC1-C のリン酸化 

 30 mM lactose/DMEM 中で一晩培養した HCT116/MUC1 細胞を 30 mM lactose/serum-free 

DMEM により洗浄後、更に同一培養液中で 3 時間培養した。Serum-free DMEM により洗浄

し、Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, Hank’s Balanced Salt Solution (Invitrogen) により細胞

を剥離後、serum-free DMEM に懸濁した。細胞懸濁液を等分した後、40 µg/ml recombinant 

galectin-3 もしくは PBS を加え 37°C、4 分間処理した。2,000 rpm、4°C、2 分間遠心し上

清を除去後、1% Phosphatase Inhibitor Cocktail (Nacalai Tesque) を含む cell lysis buffer に細胞

を懸濁し、氷中で 30 分間静置後、15,000 × g、4°C、10 分間遠心し細胞抽出液を調製した。

得られた細胞抽出液にマウス抗 MUC1-N 抗体を加え、1-2-6 項に記した方法に従って得ら
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れた沈降物を、1-2-7 項に記した方法に従って、以降の実験に用いた。 

 

1-2-12. Galectin-3 処理による細胞内シグナル伝達 

 1-2-11 項に記した方法に従って調製した細胞懸濁液 (3×104 個) に、各濃度 (20、40 及

び 60 µg/ml) の recombinant galectin-3 もしくは PBS を加え 37°C、10 分間処理した。同細

胞懸濁液に SDS-PAGE sample buffer を加え細胞を溶解後、1-2-7 項に記した方法に従って、

以降の実験に用いた。 

 また、一部の実験においては細胞懸濁液を等分した後、10 µM EGFR/ErbB-2/ErbB-4 

inhibitor (Merck Millipore) もしくは DMSO を加え 37°C、1 時間処理した後に上記と同様の

実験を行った。 

 

1-2-13. MTT assay 

 細胞を 96-well plate に播種し、24、48 及び 72 時間培養後、MTT 溶液 (Nacalai Tesque) を

加え更に 2 時間培養した。培養上清を除去後、生成された formazan を DMSO により溶解

し、測定波長 570 nm、参照波長 630 nm の吸光度を測定した。 

 

1-2-14. Anchorage-dependent clonogenic assay  

 細胞を 60 mm dish に播種し、2 週間培養した。培養上清を除去し、PBS により洗浄後、

4% PFA/PBS 中で室温、20 分間処理し細胞を固定した。蒸留水により洗浄後、0.5% crystal 

violet/70% MeOH 中で室温、20 分間処理した。蒸留水により洗浄し室温で一晩乾燥後、10% 

AcOH 中で室温、20 分間振盪して色素を抽出し、測定波長 590 nm の吸光度を測定した。 

 

1-2-15. Wound healing assay 

 細胞を Culture-Insert (Ibidi) に播種後、24 時間培養した。Culture-Insert を除去し細胞間に

間隙を作製後、10 mM hydroxyurea/DMEM 中で 20 時間 (HCT116 細胞由来樹立細胞株) も

しくは 7 時間 (SKOV3 細胞由来樹立細胞株) 培養した。また、一部の実験においては、40 

µg/ml recombinant galectin-3 を上述した培養液中に加え同様に培養した。Culture-Insert 除去

時を 0 時間とし、上述した培養時間経過時に写真を撮影した。Adobe Photoshop (Adobe 

Systems) により細胞間の間隙の面積を測定した後、0 時間における細胞間の間隙面積を 

100% として各培養時間経過後の細胞の移動度を評価した。 

 

1-2-16. Plate assay による合成グリコポリマーと galectin-3 の結合能の測定 

 0.5 µM 各種合成グリコポリマーを Universal-BINDTM 96-well plate (Corning Inc.) に加え、

室温、1時間静置した。溶液を除き、UV 照射により合成グリコポリマーを固相化後、PBS に

より洗浄した。2.5% BSA/PBS で室温、2時間ブロッキングし、PBST (PBS 及び 0.05% 

Tween-20) により洗浄後、0~2.5 µg/ml に段階希釈した recombinant galectin-3 を含む 1% 
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BSA/PBS を加え室温、1時間処理した。PBST により洗浄し、ヤギ抗 galectin-3 抗体を含む 

1% BSA/PBS により室温、2時間処理後、PBST により洗浄した。HRP 標識ウサギ抗ヤギ IgG 

(H+L) 抗体を含む 1% BSA/PBS により室温、1時間処理し、PBST により洗浄後、1-StepTM 

Ultra TMB-ELISA Substrate (Thermo Scientific) により発色させた。1 M H2SO4 により反応

を停止させた後、測定波長 450 nm の吸光度を測定した。 

 

1-2-17. 合成グリコポリマーによる細胞増殖能への影響の検討 

 0.5% HI-FBS/DMEM に懸濁した細胞を 96-well plate に播種後、0.1 µM 各種合成グリコ

ポリマーを添加した。細胞を 72 時間培養後、1-2-13 項に記した方法に従って、細胞増殖能

を評価した。 

 なお、1-2-16 及び本項で使用した各種合成グリコポリマーは静岡大学農学部応用生命科

学科村田健臣博士の御好意により供与して頂いた。 

 

1-2-18. FACS 

 HCT116/MUC1 細胞 を Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, Hank’s Balanced Salt Solution 

により剥離し、0.5% BSA/PBS に懸濁後、0.5 µM (LacNAc)3 もしくは PBS を加え 4°C、4

時間処理した。0.5% BSA/PBS により洗浄後、ヤギ抗 galectin-3 抗体もしくはコントロール

抗体を加え 4°C、1 時間処理した。0.5% BSA/PBS により洗浄後、FITC 標識ウサギ抗ヤギ 

IgG (H+L) 抗体を含む 0.5% BSA/PBS 中で 4°C、1 時間遮光下で処理した。0.5% BSA/PBS 

により洗浄後、FACS Calibur (BD Biosciences) により解析した。 

 

1-2-19. 有意差検定 

2 個のグループ間のデータの有意性は、two-tailed Student’s t-test により検討した。また、

3 個以上のグループ間のデータの有意性は、one-way analysis of variance による評価後、

Tukey-Kramer test もしくは Dunnett’s test により評価した。 
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1-3. 結果 

1-3-1. 腫瘍細胞及びヒト腫瘍組織における MUC1 と galectin-3 の分布 

 MUC1 を強制発現した HCT116 細胞及びそのコントロール細胞 (HCT116/MUC1 及び 

HCT116/Mock 細胞) における mucin 及び galectin family の mRNA レベルでの発現量を、

DNA microarray 解析によって検討した。HCT116/Mock 細胞の mucin については、当解析

で検討した全ての膜結合型及び分泌型 mucin の発現は認められず、HCT116/MUC1 細胞に

おいては MUC1 の発現を確認した (図 1A)。また、galectin family では galectin-1 及び 

galectin-3 が主に発現していることが認められた (図 1B)。更に、同細胞を用いてタンパク

質レベルでの各分子の発現量を検討した結果、DNA microarray 解析の結果と同様の傾向が

認められた (図 1C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1. HCT116 細胞における mucin 及び galectin family の発現 
(A, B) HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞における mucin (A) 及び galectin family (B) の mRNA レ
ベルでの発現量を DNA microarray 解析により検討し、ヒストグラムで示した。 (C) HCT116/Mock 及び 
HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液を電気泳動し、Western blotting 後、MUC1-N、MUC1-C、galectin-1、galectin-3 
及び β-actin をそれぞれの抗体を用いて検出した。 
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 MUC1 は多数の O-グリコシド型糖鎖を持つ分子であることから、細胞外に分泌された

galectin と MUC1 の結合が考えられた。この可能性を検討するために、HCT116/Mock 及

び HCT116/MUC1 細胞の細胞表面上に結合した galectin 量を、細胞表面をビオチン標識す

る手法によって検討した。ビオチン標識された細胞表面の galectin-3 量は、HCT116/MUC1 

細胞で増加していることが認められた一方で、ビオチン標識された細胞表面の galectin-1 

量については両細胞間で変化は認められなかった (図 2A, B)。また、MUC1 上における 

β-galactoside の 1 つである TF 抗原の発現は、HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に TF 抗

原結合レクチンである PNA-Agarose を加え PNA 結合性分子を沈降させた後、得られた沈

降物中から MUC1-N が検出されたことより確認した (図 2C)。これらの結果から、細胞外

に分泌された galectin-3 は TF 抗原を介して MUC1 に結合していることが示唆された。 

次いで、上述の結果の普遍性を検討するために、他の細胞株における細胞表面での MUC1 

と galectin-3 の結合を検討した。低いレベルの MUC1 が発現している A549 細胞から、

MUC1 強制発現細胞及びそのコントロール細胞 (A549/MUC1 及び A549/Mock 細胞) を

作製し、また検出可能なレベルの MUC1 を発現している SKOV3 細胞から、MUC1 発現

抑制細胞及びそのコントロール細胞 (SKOV3/Si-1、SKOV3/Si-2 及び SKOV3/Scr 細胞) を

作製した。これらの細胞における細胞全体の galectin-3 量は MUC1 の発現の増減によって

変化しなかったが (図 2D)、ビオチン標識された細胞表面の galectin-3 量は MUC1 の発現

に依存して増減した (図 2E, F, G, H)。MUC1 と galectin-3 の結合をより詳細に検討するた

めに、HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に抗 galectin-3 抗体を加え免疫沈降を行った結果、

沈降物中に MUC1-N 及び MUC1-C が検出された (図 2I)。これらの結果から、MUC1 へ

の galectin-3 の結合が示されると共に、同結合は様々な MUC1 発現腫瘍細胞で見られる普

遍的な機構である可能性が示唆された。なお、MUC1 は界面活性剤を含む細胞抽出液中で

も強い相互作用によってヘテロ二量体を維持していると考えられ、galectin-3 が MUC1-N 

または MUC1-C のどちらかもしくは双方に結合しているかについては明確ではない。関連

する実験結果として、HCT116/MUC1 細胞より調製した MUC1 をグアニジン塩酸塩存在下

での CsCl 密度勾配遠心により MUC1-N と MUC1-C に分離し、galectin-3 との結合を検

討した結果、MUC1-N への galectin-3 の結合が示され、これは TF 抗原などを含む O-グ

リコシド型糖鎖が MUC1-N 上に付加されていることと一致した (データ未掲載)。 
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図 2. 様々な MUC1 発現腫瘍細胞における MUC1 への galectin-3 の結合 
(A) 細胞表面をビオチン標識した  HCT116/Mock 及び  HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に、

streptavidin-Sepharose を加えて得られた沈降物を図 1C に記した方法に従って処理し、MUC1-N、galectin-1 
及び galectin-3 を検出した。 (B) 図 2A で得られた galectin-1 及び galectin-3 のバンドの濃さを Image J 
により数値化後、コントロール細胞で得られたバンドの濃さをそれぞれ 1 として相対値をヒストグラムで

示した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01)。 (C) HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に PNA-Agarose (lane b) 
もしくは樹脂のみ (lane a) を加えて得られた沈降物を図 1C に記した方法に従って処理し、MUC1-N を検

出した。 (D) 図 1C に記した方法に従って、A549/Mock、A549/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び 
SKOV3/Si-2 細胞の MUC1-N、MUC1-C、galectin-3 及び β-actin を検出した。 (E, F) 図 2A に記した方法

に従って細胞表面をビオチン標識後、A549/Mock、A549/MUC1 (E)、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び 
SKOV3/Si-2 細胞 (F) の細胞表面の MUC1-N 及び galectin-3 を検出した。 (G, H) 図 2E, F で得られた 
galectin-3 のバンドの濃さを Image J により数値化後、図 2B に記した方法に従って相対値をヒストグラ

ムで示した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05、** p<0.01)。 (I) HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に抗 
galectin-3 抗体 (lane b) もしくはコントロール抗体 (lane a) を加えて免疫沈降後、図 1C に記した方法に

従って処理し、MUC1-N、MUC1-C 及び galectin-3 を検出した。 
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 前述の結果を受けて、MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) 及び

それぞれのコントロール細胞 (HCT116/Mock 及び SKOV3/Si-1 細胞) における細胞表面で

の MUC1 と galectin-3 の分布を細胞免疫染色法により検討した。MUC1 発現腫瘍細胞で

は細胞表面上で MUC1 と galectin-3 は共局在したが、MUC1 を発現していないコントロ

ール細胞では細胞表面における galectin-3 は検出可能なレベル以下であった (図 3A, C)。

Galectin-3 は細胞質や核にも存在するタンパク質であるため、透過処理後の細胞における両

分子の分布を観察した結果、細胞内の galectin-3 は MUC1 の発現レベルに係わらずそれぞ

れの細胞間で同程度検出された (図 3B, D)。更に、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細

胞の MUC1 と galectin-1 の分布を、抗 MUC1-N 抗体及び抗 galectin-1 抗体により同様に

検討した結果、細胞表面あるいは細胞質に分布した galectin-1 は MUC1 の発現レベルに係

わらず同程度検出された (図 3E, F)。これらの結果から、細胞表面での MUC1 と galectin-3 

の結合が強く示唆され、これは図 2 に示す生化学的な手法による解析結果とも一致した。 

更に、実際のヒト癌組織における MUC1 と galectin-3 の分布を免疫組織化学的に検討し

た。各種ヒト癌患者組織切片 (胃癌、大腸癌、乳癌及び膵臓癌) 及び癌部周囲の非癌部組織

切片を抗 MUC1-N 抗体及び抗 galectin-3 抗体を用いて染色した。ヒト癌患者組織切片では 

MUC1 と galectin-3 は同様の分布を示したが、ヒト非癌部組織切片では両分子の分布は一

致しなかった (図 4A, B)。この結果は、癌組織においても内在性の galectin-3 の一部が 

MUC1 と相互作用していることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
図 3. 様々な MUC1 発現腫瘍細胞における MUC1、galectin-1 及び galectin-3 の分布 
(A, C, E) 抗 MUC1-N 抗体と Alexa Fluor® 488 標識二次抗体 (緑色) 及び抗 galectin-3 抗体と Alexa 
Fluor® 594 標識二次抗体 (赤色) により、HCT116/Mock、HCT116/MUC1 (A)、SKOV3/Scr 及び SKOV3/Si-1 
細胞 (C) における細胞表面の MUC1 及び galectin-3 の分布を調べた。また、抗 MUC1-N 抗体と Alexa 
Fluor® 488 標識二次抗体 (緑色) 及び抗 galectin-1 抗体と Alexa Fluor® 594 標識二次抗体 (赤色) により、

HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞 (E) における細胞表面の MUC1 及び galectin-1 の分布を細胞免

疫染色法により調べた。 (B, D, F) 図 3A, C, E に記した抗体を用いて、HCT116/Mock、HCT116/MUC1 (B)、
SKOV3/Scr 及び SKOV3/Si-1 細胞 (D) における MUC1 及び galectin-3 の分布と HCT116/Mock 及び 
HCT116/MUC1 細胞 (F) における MUC1 及び galectin-1 の分布を、透過処理条件下で細胞免疫染色法に

より調べた。核は DAPI (青色) により染色した。倍率: ×630; スケールバー: 25 µm。 
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図 4. 様々な癌組織及び非癌部組織における MUC1 及び galectin-3 の分布 
(A, B) パラフィン包埋したヒト癌組織切片 (胃癌、大腸癌、乳癌、膵臓癌 (A)) 及び癌部周囲の非癌部組織

切片 (B) を H&E、DAPI (青色) 及び抗 MUC1-N 抗体と Alexa Fluor® 488 標識二次抗体 (緑色)、抗 
galectin-3 抗体と Alexa Fluor® 594 標識二次抗体 (赤色) を用いて染色した。倍率: ×200; スケールバー: 100 
µm。 
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1-3-2. MUC1 への galectin-3 の結合に伴うシグナル伝達 

 MUC1 は増殖因子受容体と相互作用することで、増殖因子依存的なシグナル伝達を補助

することが過去に報告されているが、一方で ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) や 

Siglec-9 (sialic acid binding Ig-like lectin 9)、もしくは細菌の一種である緑膿菌が MUC1 に直

接結合することでシグナル伝達を誘導することが報告されている [36-39]。これらの知見か

ら、MUC1 への galectin-3 の結合に伴うシグナル伝達の誘導が考えられた。増殖因子を起

点とした MUC1 介在性のシグナル伝達では、MUC1-C 中の tyrosine 残基のリン酸化が重

要とされていることから [1]、MUC1 への galectin-3 の結合に伴う MUC1-C 中の tyrosine 

残基のリン酸化について検討した。Galectin-3 により処理した HCT116/MUC1 細胞の細胞

抽出液より免疫沈降した MUC1 中のリン酸化 tyrosine を検出した結果、分子量 25 kDa 付

近にリン酸化 tyrosine を含む MUC1-C のバンドが検出された。加えて、このリン酸化レ

ベルは galectin-3 処理により亢進 (約 2.3 倍) していた (図 5A, B)。この結果から、MUC1 

への galectin-3 の結合が MUC1-C 中の tyrosine 残基のリン酸化を誘導することが示唆さ

れた。また、細胞表面をビオチン標識した HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液より免疫沈降

した MUC1 を HRP 標識 streptavidin で検出した結果、通常 MUC1-C は糖鎖付加のレベ

ルに応じて分子量 15~25 kDa 間の複数のバンドとして検出されるが、本手法では 25 kDa 

付近のバンドのみが検出された (図 5C)。 

次いで、MUC1-C のリン酸化に伴うシグナル伝達経路の活性化について検討した。

Galectin-3 により処理した HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液を電気泳

動し、Western blotting 後に  MAPK シグナル伝達経路の構成分子である  ERK1/2 

(extracellular signal-regulated kinase 1/2) のリン酸化を検出した結果、HCT116/Mock 細胞では 

galectin-3 処理によって変化しなかった一方、HCT116/MUC1 細胞では galectin-3 処理によ

りリン酸化が約 1.5 倍亢進した (図 5D, G)。また、同様の方法で PI3K/Akt シグナル伝達経

路の構成分子である Akt のリン酸化を検出した結果、galectin-3 処理により HCT116/Mock 

細胞でもリン酸化の亢進 (約 2 倍) が認められたが、HCT116/MUC1 細胞でより高いリン酸

化の亢進 (約 4 倍) が認められた (図 5D, H)。また、galectin-3 処理に伴う両分子のリン酸

化亢進は、他の MUC1 発現腫瘍細胞 (A549/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) においても同

様に認められ (図 5E, F, G, H)、加えて両分子のリン酸化は galectin-3 の濃度に依存して亢

進した (図 6)。これらの結果から、MUC1 への galectin-3 の結合は MAPK 及び PI3K/Akt 

シグナル伝達経路を活性化させることが示唆された。 
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図 5. MUC1 への galectin-3 の結合を介した ERK1/2 及び Akt のリン酸化 
(A) 細胞表面の galectin-3 を除去した HCT116/MUC1 細胞を recombinant galectin-3 (40 µg/ml: rGal-3+) も
しくは PBS (rGal-3-) により 4 分間処理後、同細胞抽出液より抗 MUC1-N 抗体を用いて MUC1 を免疫沈

降した。図 1C に記した方法に従って、MUC1-C 及びリン酸化 tyrosine (pTyr) を検出した。矢頭はリン酸

化された MUC1-C を示す。 (B) 図 5A で得られた MUC1-C 及び pTyr のバンドの濃さを Image J によ

り数値化後、MUC1-C 当たりの pTyr (=リン酸化 MUC1-C) の値を算出し、PBS 処理時の値を 1 として相

対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05)。 (C) 図 2A に記した方法に従って細胞

表面をビオチン標識した HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に、抗 MUC1-N 抗体 (lanes b, d) もしくはコ

ントロール抗体 (lanes a, c)を加えて免疫沈降後、図 1C に記した方法に従って抗 MUC1-C 抗体もしくは 
HRP 標識 streptavidin により検出した。 (D, E, F) 細胞表面の galectin-3 を除去した HCT116/Mock、
HCT116/MUC1 (D)、A549/Mock、A549/MUC1 (E)、SKOV3/Scr 及び SKOV3/Si-1 細胞 (F) を recombinant 
galectin-3 (40 µg/ml: rGal-3+) もしくは PBS (rGal-3-) により 10 分間処理後、図 1C に記した方法に従って、

リン酸化 ERK1/2 (pERK1/2)、ERK1/2、リン酸化 Akt (pAkt) 及び Akt を検出した。 (G, H) 図 5D, E, F で
得られた各バンドの濃さを Image J により数値化後、ERK1/2 当たりの pERK1/2 (G) 及び Akt 当たりの 
pAkt の値 (H) を算出し、それぞれの細胞における PBS 処理時の値を 1 とした時の、galectin-3 処理時の

相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05、** p<0.01)。 
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図 6. MUC1 への galectin-3 の結合を介した ERK1/2 及び Akt のリン酸化における galectin-3 の濃度

依存性 
(A, B) 図  5D, E, F に記した方法に従って、 recombinant galectin-3 (0~60 µg/ml: rGal-3) により 
HCT116/MUC1 細胞を処理し、pERK1/2、ERK1/2、pAkt 及び Akt を検出した。 (C, D) 図 6A, B で得ら

れた各バンドの濃さを Image J により数値化後、図 5G, H に記した方法に従って値を算出した。PBS 処
理時の値をそれぞれ 1として相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05、** p<0.01)。 

 

 

Galectin-3 は EGFR と MUC1 の相互作用に関わり、EGF を起点とする MUC1 介在性

のシグナル伝達に関与することが報告されている [35]。本研究で用いた HCT116/MUC1 細

胞には EGFR が発現していることから [39]、前述の結果で示されたシグナル伝達への 

EGFR の関与が考えられた。この可能性を検討するために、EGFR の活性化を阻害したう

えで  galectin-3 による処理を行い、シグナル伝達活性化への影響を検討した。

HCT116/MUC1 細胞における EGFR 阻害剤 (10 µM) の抑制効果をあらかじめ確認したう

えで (データ未掲載)、同濃度の阻害剤存在下での galectin-3 処理による ERK1/2 及び Akt 

のリン酸化への影響を検討した。その結果、EGFR 阻害剤存在下であっても両分子のリン

酸化は亢進し、そのレベルは阻害剤非存在下での結果と同程度であった (図 7)。これらの

結果から、ERK1/2 及び Akt のリン酸化は MUC1 への galectin-3 の結合に伴うシグナル

伝達によって誘導されるが、本機構に EGFR は関与していないことが示された。 
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図 7. EGFR 阻害剤存在下における MUC1 への galectin-3 の結合を介した ERK1/2 及び Akt のリン酸

化 
(A) 細胞表面の galectin-3 を除去した HCT116/MUC1 細胞を EGFR 阻害剤 (10 µM) により 1 時間処理後、

図 5D, E, F に記した方法に従って、recombinant galectin-3 (40 µg/ml: rGal-3+) もしくは PBS (rGal-3-) によ

り細胞を処理し、pERK1/2、ERK1/2、pAkt 及び Akt を検出した。 (B, C) 図 7A で得られた各バンドの

濃さを Image J により数値化後、図 5G, H に記した方法に従って値を算出した。PBS 処理時の値をそれ

ぞれ 1 として相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=4、* p<0.05、** p<0.01)。 

 

 

 シグナル伝達活性化における galectin-3 の多量体化の重要性を検討する目的で、多量体

形成能を欠損した galectin-3 (cleaved galectin-3) を調製した (図 8A)。Cleaved galectin-3 処

理による HCT116/MUC1 細胞の ERK1/2 及び Akt のリン酸化への影響を検討した結果、

intact galectin-3 処理により誘導された両分子のリン酸化と比較して顕著に減少したことか

ら (図 8B, C, D)、MUC1 への galectin-3 の結合に伴うシグナル伝達には galectin-3 の多量

体化が重要であることが示唆された。 
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図 8. MUC1 への intact または cleaved galectin-3 の結合に伴う ERK1/2 及び Akt のリン酸化レベルの

比較 
(A) Collagenase type VII (cleaved galectin-3) もしくは PBS (intact galectin-3) により処理した recombinant 
galectin-3 を電気泳動後、CBB 染色により検出した。  (B) 細胞表面の  galectin-3 を除去した 
HCT116/MUC1 細胞を intact galectin-3, cleaved galectin-3 (それぞれ 40 µg/ml) もしくは PBS により 10 分

間処理後、図 5D, E, F に記した方法に従って、pERK1/2、ERK1/2、pAkt 及び Akt を検出した。 (C, D) 図 
8B で得られた各バンドの濃さを Image J により数値化後、図 5G, H に記した方法に従って値を算出した。

PBS 処理時の値をそれぞれ 1 として相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01)。 

 

 

1-3-3. MUC1 への galectin-3 の結合に伴うシグナル伝達活性化による腫瘍悪性化 

MUC1 への galectin-3 の結合に伴う細胞増殖能及び移動能への影響について検討した。

MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1、A549/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) 及びそれぞれ

のコントロール細胞 (HCT116/Mock、A549/Mock、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞) の

細胞増殖を経時的に比較した結果、MUC1 発現腫瘍細胞において細胞増殖が亢進していた 

(図 9A, B, C)。また、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞を用いた anchorage-dependent 

clonogenic assay による評価でも、上述の結果と同様の傾向が認められた (図 9D, E)。更に、

MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) 及びそれぞれのコントロー

ル細胞 (HCT116/Mock、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞) を用いた wound healing assay 

を行った。本手法により細胞移動能を評価するうえで細胞増殖能の影響が考えられたため、

DNA 合成阻害剤である hydroxyurea 存在下での細胞移動能を検討した結果、MUC1 発現腫

瘍細胞において細胞移動が亢進していた (図 10)。これらの結果は、細胞増殖能や移動能が 

MUC1 の発現レベルと相関することを示している。 
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図 9. 様々な MUC1 発現腫瘍細胞における細胞増殖能 
(A, B, C) HCT116/Mock、HCT116/MUC1 (5×103 個 (A))、A549/Mock、A549/MUC1 (2×103 個 (B))、SKOV3/Scr、
SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞 (2×103 個 (C)) を播種し、24、48 及び 72 時間培養後、MTT assay を
行った (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05、** p<0.01)。 (D) HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞 (5×103 
個) を播種し、2 週間培養した。細胞を固定後、crystal violet により染色した。 (E) 図 9D で得られた染

色後の細胞から crystal violet 色素を抽出し、吸光度を測定した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05)。 
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図 10. 様々な MUC1 発現腫瘍細胞における細胞移動能 
(A, B) Culture-Insert を用いて  HCT116/Mock、 HCT116/MUC1 (A)、 SKOV3/Scr、 SKOV3/Si-1 及び 
SKOV3/Si-2 細胞 (B) を培養し、間隙を作製した。更に、hydroxyurea (10 mM) 存在下で 20 時間 (A) もし

くは 7 時間 (B) 培養し、培養前後の写真を撮影した。倍率: ×100; スケールバー: 100 µm。 (C, D) 各培養

時間前後における細胞間隙領域の面積を測定し、それぞれの細胞における培養前の値を 100% とした時の、

20時間 (C) 及び 7時間 (D) 培養後の値の割合をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05、
** p<0.01)。 
 

 

これまでの結果より、MUC1 発現腫瘍細胞の悪性化に、MUC1 への galectin-3 の結合に

伴うシグナル伝達が関与している可能性が強く示唆された。従って、内在性の galectin-3 の

発現を抑制することで MUC1 への galectin-3 の結合が減少し、悪性化の誘導が抑制される

ことが考えられた。Galectin-3 shRNA により HCT116/MUC1 細胞の内在性の galectin-3 の

発現を抑制した細胞  (HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞 ) 及びそのコントロール細胞 

(HCT116/MUC1-Scr 細胞) を作製し、それぞれの細胞における細胞全体及び細胞表面に存在

する  galectin-3 量を比較した結果、HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞においていずれの 

galectin-3 量も減少していた (図 11A, B, C)。また、細胞増殖能及び移動能についても両細

胞間で比較した結果、HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞においてこれらの細胞機能の抑制が認め

られた (図 11D, E, F, G, H)。また、低下した HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞の細胞移動能は、

galectin-3 を培養液に加えることによってコントロール細胞と同程度まで回復した (図 

11G, H)。 
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図 11. HCT116/MUC1 細胞の galectin-3 発現抑制に伴う細胞増殖能及び移動能への影響 
(A) 図 1C に記した方法に従って、HCT116/MUC1-Scr 及び HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞の galectin-3 及
び  β-actin を検出した。  (B) 図  2A に記した方法に従って細胞表面をビオチン標識した 
HCT116/MUC1-Scr 及び HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞の、細胞表面の MUC1-N 及び galectin-3 を検出し

た。 (C) 図 11B で 得られた galectin-3 のバンドの濃さを Image J により数値化後、図 2B に記した方

法に従って相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01)。 (D) HCT116/MUC1-Scr 及
び HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞 (1×104 個) を播種し、図 9A, B, C に記した方法に従って細胞増殖を測定

した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01)。 (E, F) HCT116/MUC1-Scr 及び HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞 
(5×103 個) を播種し、図 9D, E に記した方法に従って足場依存的な細胞増殖を測定した (平均値±標準偏

差、n=3、* p<0.05)。 (G, H) 図 10A, B に記した方法に従って間隙を作製した HCT116/MUC1-Scr 及び 
HCT116/MUC1-Gal-3/Si 細胞を、図 10A, B に記した方法に従って 20時間培養した。HCT116/MUC1-Gal-3/Si 
細胞においては、recombinant galectin-3 (40 µg/ml: rGal-3) を加えて、同様に培養した。培養前後の細胞間隙

の面積を測定後、図 10C, D に記した方法に従って培養後の細胞間隙面積の割合をヒストグラムで示した 
(平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05)。倍率: ×100; スケールバー: 100 µm。 
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次いで、MUC1 への galectin-3 の結合を阻害することによる腫瘍悪性化抑制効果を検討

した。Galectin-3 は LacNAc (N-acetyllactosamine) に対して強い親和性を持つが、LacNAc の

繰り返し構造の数が増加するほど、その親和性も増大することが報告されている [40]。ポ

リグルタミン酸骨格上に LacNAc もしくは同ユニットの 2 個または 3 個の繰り返し構造を

持つ合成グリコポリマー ((LacNAc)1、(LacNAc)2 及び (LacNAc)3) の増殖抑制効果を検討

した (図 12A)。まず、plate assay により合成グリコポリマーと galectin-3 の結合を検討し

た結果、LacNAc の繰り返し構造の数が多いほど galectin-3 の結合活性は高く (図 12B)、

従来の報告と一致した。合成グリコポリマー存在下での  HCT116/Mock 及び 

HCT116/MUC1 細胞の細胞増殖について検討した結果、LacNAc の繰り返し構造の数が多い

ほど細胞増殖はより強く抑制され、更に HCT116/MUC1 細胞においてより高い抑制効果が

認められた (図 12C)。この結果は、galectin-3 の結合が細胞表面の MUC1 と合成グリコポ

リマーとの間で拮抗し、galectin-3 の一部が細胞表面の MUC1 から離脱したことによる可

能性を示唆している。実際、HCT116/MUC1 細胞における細胞表面の galectin-3 量は、

(LacNAc)3 の処理により減少した (図 12D)。 
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図 12. 細胞増殖に対する galectin-3 結合性合成グリコポリマーによる抑制効果 
(A) 合成グリコポリマーの構造模式図を示す。m: LacNAc の繰り返し構造数 (m=1~3); n: グルタミン酸骨

格の長さ (n=467)。 (B) 固相化した各種合成グリコポリマー (0.5 µM) に対する galectin-3 の結合活性を 
plate assay により測定した (平均値±標準偏差、n=3)。 (C) 0.5% HI-FBS 及び各種合成グリコポリマー (0.1 
µM) を含む培養液に懸濁した HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞 (1×104 個) を播種し、72 時間培養

後、MTT assay により各種合成グリコポリマーの細胞増殖への影響を検討した。(LacNAc)1 処理時の値を

それぞれ 100% として相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=4、** p<0.01)。(LacNAc)1~3: 合
成グリコポリマー中の LacNAc 繰り返し構造数 (1~3) を示す。 (D) (LacNAc)3 もしくは PBS により処理

した HCT116/MUC1 細胞における細胞表面の galectin-3 を、抗 galectin-3 抗体を用いて FACS により検

出した。コントロール抗体: gray fill、PBS: thin line、(LacNAc)3: thick line。 
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1-4. 考察 

 MUC1 及び galectin-3 の発現量の亢進は、様々な悪性腫瘍において予後の経過との関連

性が報告されているが、MUC1 と  galectin-3 の協同的な機能としては  MUC1 への 

galectin-3 の結合に伴う細胞接着への影響以外あまり報告されていない。 

 現在までに多くの mucin 及び galectin が同定されている [1, 17]。本研究では、DNA 

microarray 解析によって、HCT116 細胞では MUC1 を含む全ての mucin の発現が確認さ

れなかった (図 1A)。仮にいずれかの mucin が内在的に発現していた場合、MUC1 だけで

なく他の mucin にも galectin が結合する結果、MUC1 への galectin の結合及び同機構を

介した細胞機能の誘導が減弱される可能性が考えられた。これらの懸念から、今回行った

全ての実験において HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞を主に使用した。MUC1 の発

現の有無による galectin-1 及び galectin-3 の発現に変化は認められなかったが (図 1C)、細

胞表面における存在量は galectin-3 のみ HCT116/MUC1 細胞で増加していた (図 2A, B)。

MUC1 は galectin-3 遺伝子に対する microRNA の発現を抑制することにより、galectin-3 

の発現亢進に関与することが報告されているが [35]、一方で同一のグループから、ヒト肺

癌細胞株である H1975 細胞において、MUC1 発現の増減に伴う galectin-3 の発現量の変

化は認められなかったことが報告されている [41]。今回の実験では、MUC1 の発現を増減

させることで galectin-3 の発現量に変化は見られず、MUC1 による galectin-3 の発現制御

に関しては細胞種によるという後者の報告と一致した。また、一般的に galectin family は 

TF 抗原のような β-galactoside に対して高い結合親和性を有するが、その結合親和性は 

galectin 間で一定ではなくそれぞれで異なることが報告されている [40, 42]。MUC1 上に発

現している TF 抗原の場合、galectin-1 より galectin-3 でより高い結合親和性を示すことか

ら [42, 43]、galectin-1 及び galectin-3 は共に細胞外に分泌されるが、galectin-3 が優先的に 

MUC1 上の TF 抗原に結合したことを示唆している。MUC1 と galectin-3 の相互作用は、

複数のヒト癌患者組織切片においても認められたが (図 4A)、癌部周囲の非癌部組織切片で

は MUC1 の発現はわずかであり、galectin-3 の分布とも異なっていた (図 4B)。この結果

は、恐らく正常組織では MUC1 が apical 側にのみ発現していること及び TF 抗原が 

MUC1 上に付加されていないことに起因すると考えられる。 

 MUC1 への galectin-3 の結合によるシグナル伝達として、本研究では galectin-3 による 

MUC1-C のリン酸化の亢進を示した。しかしながら、リン酸化 tyrosine を含む MUC1-C の

バンドは 25 kDa 付近の 1 本のみであり (図 5A, B)、またビオチン標識された MUC1-C も、

25 kDa 付近の 1 本のみであった (図 5C)。この結果と関連して、同様に Li らは、tyrosine 残

基を含む分子量 25 kDa 付近の MUC1-C のみが増殖因子/増殖因子受容体により誘導され

たシグナル伝達によってリン酸化されることを報告している [34]。これらの結果から、25 

kDa 付近の MUC1-C は MUC1-N と複合体を形成し細胞表面に発現することでリン酸化

の制御を受けるが、他の分子種は細胞内輸送過程中の中間体であり、リン酸化の制御を受

ける部位に存在していないことが考えられる。Galectin-3 処理による MUC1-C のリン酸化
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に付随して、ERK1/2 及び Akt のリン酸化の亢進が認められ (図 5)、更に両分子のリン酸

化亢進は、galectin-3 濃度依存的であった (図 6)。しかしながら、両分子のリン酸化亢進に

は数十マイクログラム以上の galectin-3 が必要であり、本研究結果が生理的な条件を反映

した現象であるか否かは疑問が残っている。この点に関連して、Zhao らは大腸癌患者の血

中 galectin-3 濃度が 5 µg/ml 程度まで上昇していることを報告しているが [31]、本研究で

用いた濃度よりは低濃度である。しかし腫瘍組織微小環境下では、腫瘍細胞だけでなく腫

瘍周囲の炎症性細胞や間質細胞からも galectin-3 は分泌され、腫瘍細胞の細胞表面上の分

子等に結合することで、局所的には癌患者の血中濃度より高濃度となることが考えられる。

従って、本研究で用いた galectin-3 濃度は腫瘍組織微小環境下での局所的濃度に近似して

いると推測される。本研究結果と関連して、Ramasamy らは galectin-3 による MUC1 と 

EGFR 間の架橋に伴う両分子の相互作用の亢進が、EGF 依存的な MUC1 介在性のシグナ

ル伝達の活性化に関与することを報告している [35]。対照的に、Merlin らは galectin-3 の

発現抑制により MUC1 と EGFR の相互作用が亢進し、EGF 依存的な MUC1 介在性のシ

グナル伝達の活性化が誘導されることを示している [44]。相反する両報告の根拠は明確で

はないが、いずれの報告も EGF のような増殖因子が MUC1 を介するシグナル伝達には必

要となることを示している。今回本研究で示した HCT116/MUC1 細胞における ERK1/2 及

び Akt のリン酸化の亢進は、EGFR の自己リン酸化阻害剤存在下及び無血清下、即ち EGF 

及び EGFR が関与しない条件下でも認められた (図 7)。また増殖因子を起点とするシグナ

ル伝達では、MUC1 と増殖因子受容体が相互作用する必要があり、実験的には免疫沈降に

より MUC1 と増殖因子受容体が共沈降することで裏付けされている。当研究室では以前に、

HCT116/MUC1 細胞において MUC1 と EGFR は共沈降しなかった結果を報告している 

[39]。従って、galectin-3 処理による MUC1-C のリン酸化及びそれに伴う ERK1/2 及び Akt 

のリン酸化は、EGF/EGFR 非依存的に誘導されていることを示している。加えて、本研究

で用いた EGFR 阻害剤は、EGFR だけでなく ErbB2 (HER2) 及び ErbB4 (HER4) の活性化

も同時に抑制する阻害剤であるため、少なくとも EGFR、ErbB2 及び ErbB4 は galectin-3 

による MUC1 のリン酸化に直接関与しないことが考えられる。しかしながら、MUC1 と

他の増殖因子受容体間の架橋に galectin-3 が関与し、MAPK 及び PI3K/Akt シグナル伝達

経路を活性化させている可能性は残されており、今後詳細を検討する必要がある。 

 MUC1-C の細胞質内領域は 72 アミノ酸で構成されており 7 個の tyrosine 残基を含んで

いるが、これらの tyrosine 残基はそれぞれ別々の tyrosine kinase によってリン酸化される 

[1]。60 番目の tyrosine 残基を含む Y60TNP (Tyr60-Thr-Asn-Pro) motif 及び 20 番目の tyrosine 

残基を含む  Y20HPM (Tyr20-His-Pro-Met) motif にはアダプタータンパク質である  Grb2 

(growth factor receptor-bound protein-2) や PI3K p85 が SH2 domain を介してそれぞれの 

motif に結合することで、それぞれ下流の MAPK 及び PI3K/Akt シグナル伝達経路の活性

化に寄与している [45-48]。本研究で認められた galectin-3 処理による MUC1-C 中の 

tyrosine 残基のリン酸化が、どの tyrosine 残基で誘導されているかは現時点では未解明であ
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るが、上述した motif 内の tyrosine 残基は、ZAP-70 (zeta-chain associated protein kinase 70) 

や c-Abl (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) 等の tyrosine kinase によってリ

ン酸化されることが報告されている [49, 50]。従って、これらの tyrosine 残基が EGF/EGFR 

非依存的にリン酸化され、その後 EGF/EGFR 依存的な MUC1 を介したシグナル伝達と同

様に MAPK 及び PI3K/Akt シグナル伝達経路に関与しているものと考えられる。一方で、

46 番目の tyrosine 残基を含む Y46EKV (Tyr46-Glu-Lys-Val) motif は EGFR を含むいくつか

の tyrosine kinase によってリン酸化されることで、同 motif への β-catenin のリクルートが

促進される  [34, 51]。この結果と関連して、当研究室では以前に  Siglec-9 による 

HCT116/MUC1 細胞の処理もしくは galectin-3 による 3T3/MUC1 細胞の処理が、MUC1-C 

への β-catenin のリクルートを促進させることを報告している [39, 52]。これらの報告から、

EGF/EGFR 依存的な MUC1 を介したシグナル伝達と MUC1 への galectin-3 の結合を介

したシグナル伝達は、どちらも MUC1-C をシグナル伝達活性化の足場として利用している

が、MUC1-C のリン酸化を誘導する因子及び機構が双方で異なると考えられる。また、

MUC1 への galectin-3 の結合を介したシグナル伝達は、EGF/EGFR 依存的な MUC1 介在

性のシグナル伝達と同等の働きを有することが示唆され、これは EGFR 阻害剤存在下にお

いても galectin-3 処理によって ERK1/2 及び Akt のリン酸化が誘導された結果とも一致

している。 

 Galectin-3 は ligand と結合していない時、もしくは分子中に単一の結合部位を持つ 

ligand と結合している時には大部分が単量体として存在しているが [53]、分子中に複数の

結合部位を持つ ligand と結合している時には、N-terminal domain を介して多量体を形成す

ることで多価の lectin のように挙動する [54, 55]。MUC1 の tandem repeat 上には TF 抗原

のような galectin-3 結合性の糖鎖が多数付加されていることから、MUC1 は分子内及び分

子間で galectin-3 により架橋され易い状態にあると予想される。また、MUC1 は一般的な

細胞表面上の接着分子 (約 30 nm) と比較して巨大な棒状の糖タンパク質 (200~500 nm) で

あるため [56, 57]、galectin-3 が MUC1 に結合することは容易であると考えられる。加えて 

ligand に対する galectin-3 の結合活性は、ligand のクラスター化によって劇的に亢進する

ことが報告されているが [58]、上述した両分子の特性及び細胞表面における存在状態から

推定して、MUC1 は galectin-3 に対して高い親和性を有するものと考えられる。MUC1 へ

の galectin-3 の結合に伴うシグナル伝達の活性化における詳細な機構は未解明な部分も残

されているが、興味深い報告として、MUC1 の tandem repeat 数に依存して MUC1 を介し

たシグナル伝達が誘導されること [59]、また MUC1-C の膜近傍の領域に存在する CQC 

motif を介した同分子のホモ多量体化が、MUC1 介在性のシグナル伝達において重要な機構

であることが報告されている [1, 13, 41, 48]。これらの知見は、MUC1 の tandem repeat 中

の糖鎖を介した galectin-3 の多量体化及び分子間で MUC1 を架橋することによる MUC1 

のクラスター化が、MUC1 への galectin-3 の結合を介したシグナル伝達の惹起に重要であ

ることを示唆している。また他の機構として、galectin-3 が分子内で MUC1 を架橋し、
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MUC1 の立体構造を変化させることで MUC1 を介したシグナル伝達の惹起に寄与してい

る可能性も同時に考えられるが、いずれの場合においても galectin-3 の多量体化が重要と

なる。Galectin-3 の N-terminal domain は、collagenase type VII 処理によって galectin-3 の 

CRD から除去することが可能であり [18, 60]、当処理によって多量体形成能を欠損させた 

cleaved galectin-3 では ERK1/2 及び Akt のリン酸化の誘導が著しく減少した結果からも 

(図 8)、上述したどちらかもしくは両方の機構がシグナル伝達に関与している可能性が強く

示唆される。 

 一般的に、MAPK 及び PI3K/Akt シグナル伝達経路の活性化は、細胞増殖能や移動能と

いった様々な腫瘍悪性化に関与しており [61, 62]、実際このような細胞機能が MUC1 や 

galectin-3 の発現レベルの上昇に応じて亢進した (図 9, 10, 11)。これは MUC1 と galectin-3 

が腫瘍細胞の悪性化に協同的に機能していることを示唆している。また、細胞表面への 

galectin-3 の結合を介した腫瘍悪性化の亢進は、拮抗剤により同分子を細胞表面から取り除

くことによって減弱される可能性が考えられた。実際、LacNAc 含有合成グリコポリマーに

よる細胞増殖抑制効果は、HCT116/Mock より HCT116/MUC1 細胞に対してより効果的で

あったことに加え、同抑制効果は galectin-3 の結合活性とほぼ一致した (図 12)。なお、

HCT116/Mock 細胞でも合成グリコポリマーによる弱い細胞増殖抑制効果が認められたが、

可能性の１つとして、未知の細胞表面分子への galectin-3 の結合に起因する Akt のリン酸

化 (図 5D, H) が抑制された結果であると考えられる。また本研究で用いた galectin-3 拮抗

剤以外にも、citrus pectin を改変した GCS-100 や合成化合物である lacturose-L-leucine とい

った galectin-3 拮抗剤が、前立腺癌細胞や多発性骨髄腫細胞の悪性化の抑制に効果的であ

るという知見は非常に興味深い [63-65]。 

 本研究の結果より、生理的状況下では分泌された galectin-3 が autocrine/paracrine によっ

て MUC1 へ結合し、MUC1 介在性のシグナル伝達を恒常的に活性化することで腫瘍悪性

化を誘導していると考えられる。また、癌の悪性化に伴い MUC1、galectin-3 及び TF 抗原

の各分子は増加することが報告されており、これらの分子の増加に伴い本機構が誘導され

る頻度もより増加していくものと考えられる。今回示した機構は、腫瘍細胞の悪性化に関

する新たな機構であり、増殖因子や増殖因子受容体に依存しないシグナル伝達であるため、

これらの分子が発現していない、もしくは機能しないような腫瘍細胞でも腫瘍悪性化が誘

導されることを示唆している。また、本機構の抑制効果が期待される galectin-3 拮抗剤は、

新たな治療法の開発に繋がることが期待される。 
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2. MUC1 による uPA の発現誘導及び腫瘍悪性化への関与 
2-1. 序論 

 MUC1 による腫瘍悪性化には、MUC1 を介したシグナル伝達の結果として新たな分子の

発現が誘導され、その分子による作用も内包される可能性が考えられる。MUC1 は 

E-cadherin 等の接着分子を覆うことで、細胞間及び細胞と細胞外基質間の接着を物理的に阻

害し、上皮悪性腫瘍細胞の浸潤及び転移の亢進に関与する [66]。一方で、腫瘍細胞の浸潤

及び転移の亢進は接着阻害のみに起因する訳ではなく、腫瘍組織微小環境下での細胞外基

質の分解も重要な機構であり、この機構を担う種々の  protease の中の 1 つに、uPA 

(urokinase-type plasminogen activator) が挙げられる。 

uPA は細胞の浸潤及び転移に関与する serine protease の１つで、腫瘍細胞や周囲の間質

細胞から前駆体の形 (pro-uPA) で腫瘍組織微小環境下に分泌される。分泌された pro-uPA 

は、受容体である uPAR (uPA receptor) に結合することで活性型に変換され、活性化した 

uPA は plasminogen を plasmin へと変化させる。Plasmin は直接もしくは MMPs (matrix 

metalloproteinases) を活性化させることで間接的に細胞外基質を分解し、細胞浸潤能を亢進

させる [67-70]。また、uPA は細胞外基質だけでなく HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter 

factor) や PDGF-D (platelet-derived growth factor-D) を切断することで、その活性化を制御し

ている [71, 72]。更に、uPA/uPAR 複合体は vitronectin や integrin との相互作用を通じて、

細胞と細胞外基質間の接着や PI3K/Akt 及び FAK (focal adhesion kinase)/c-Src シグナル伝

達経路等の活性化を制御する [69, 73-77]。uPA の発現量と細胞浸潤能や癌患者の予後の経

過には相関性があり [67, 68]、その発現を制御している因子の１つとして NF-κB が報告さ

れている [78-80]。転写因子の１つである NF-κB は、RelA/p65 と p50 の 2 つのサブユニ

ットから構成され、通常は細胞質内で IκB (inhibitor κB) と複合体を形成し不活性型として

存在する。しかしながら、IKK (IκB kinase) によるリン酸化に伴う IκB の分解によって、

NF-κB は活性型となり核内へ移行する [81]。また、乳癌細胞において MUC1-C と IKK 

family または NF-κB p65 の相互作用は、NF-κB シグナル伝達経路の活性化を制御する [12, 

82]。 

MUC1 による uPA の発現誘導機構の解析を行い、本研究では以下の知見を得た。uPA の

発現量は MUC1 の発現量と相関した。またこれは、MUC1-C が NF-κB p65 と複合体を形

成後核内に移行し、uPA プロモーター上に結合することによる uPA 遺伝子の転写の亢進

に起因していた。更に、MUC1 発現腫瘍細胞の細胞浸潤能は有意に亢進した。従って、MUC1 

による腫瘍細胞の細胞浸潤能の亢進には、uPA の誘導機構が関与していることが示唆され

た。 
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2-2. 材料及び方法 

2-2-1. 細胞培養及び遺伝子導入 

HCT116/Mock、HCT116/MUC1、A549/Mock、A549/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及

び SKOV3/Si-2 細胞は 1-2-1 項に記した方法に従って作製し、同様の培養液により培養し

た。 

 

2-2-2. Total RNA の調製及び DNA microarray 解析 

 1-2-2 項に記した方法に従って、total RNA の調製及び DNA microarray 解析を行った。 

 

2-2-3. 細胞抽出液の調製 

 1-2-3 項に記した方法に従って、細胞抽出液を調製した。 

 

2-2-4. 細胞質及び核画分の調製 

細胞を PBS により洗浄後、説明書に従って、NE-PRE® Nuclear and Cytoplasmic Extraction 

Reagent (Thermo Scientific) により細胞質及び核画分を調製した。 

 

2-2-5. 免疫沈降 

1-2-3 項に記した方法に従って調製した細胞抽出液 (500 µg) に、アルメニアンハムスタ

ー抗 MUC1-C 抗体、ウサギ抗 NF-κB p65 抗体 (Santa Cruz Biotechnology) もしくはコント

ロール抗体を加え、1-2-6 項に記した方法に従って得られた沈降物をサンプルとした。 

 

2-2-6. SDS-PAGE 及び Western blotting 

各項に記した方法に従って調製したサンプル (5~50 µg) を、1-2-7 項に記した方法に従っ

て、SDS-PAGE 及び Western blotting に用い、化学発光法により検出した。 

使用した一次抗体及び二次抗体は下記に示す。 

[一次抗体] 

ヤギ抗 uPA 抗体 (R&D Systems)、アルメニアンハムスター抗 MUC1-C 抗体、ウサギ抗 

NF-κB p65 抗体、ウサギ抗 HSP90 β 抗体 (Bioss)、ヤギ抗 lamin B 抗体 (Santa Cruz 

Biotechnology)、マウス抗  uPAR 抗体  (BioLegend)、マウス抗  MMP-2 抗体  (Thermo 

Scientific)、ウサギ抗 MMP-9 抗体 (GeneTex)、マウス抗 β-actin 抗体 

[二次抗体] 

HRP 標識ウサギ抗マウス IgG (H+L) 抗体、HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG (H+L) 抗体、HRP 

標識ウサギ抗ヤギ IgG (H+L) 抗体、HRP 標識ヤギ抗アルメニアンハムスター IgG (H+L) 

抗体 

 

2-2-7. 細胞免疫染色 
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 マウス抗 MUC1-N 抗体、ヤギ抗 uPA 抗体、アルメニアンハムスター抗 MUC1-C 抗体

及びウサギ抗 NF-κB p65 抗体を用いて、1-2-8 項に記した方法に従って、細胞を染色した。 

 

2-2-8. 免疫組織染色及び H&E 染色 

 マウス抗 MUC1-N 抗体及びヤギ抗 uPA 抗体を用いて、1-2-9 項に記した方法に従って、

各種ヒト癌患者組織切片及び癌部周囲の非癌部組織切片を染色した。 

 なお 2-2-5、2-2-6、2-2-7 及び本項で使用した一次抗体の内、代表的なものについては抗

体の反応性を示す図を別途添付した (資料 B)。 

 

2-2-9. ChIP (chromatin immunoprecipitation) 及 び  Re-ChIP (re-chromatin 

immunoprecipitation) assay 

 細胞を 1% formaldehyde/DMEM 中で室温、10 分間処理後、125 mM glycine/PBS 中で室温、

5 分間処理した。冷 PBS により洗浄後、セルスクレーパーを用いて細胞を回収した。2,500 

rpm、4°C、10 分間遠心後、細胞を SDS lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、10 mM EDTA、

0.5% SDS 及び 1% Protease Inhibitor Cocktail) に懸濁し、氷中に 15 分間静置した。氷上で

10 秒間、6 回超音波処理を行った後、15,000 rpm、4°C、10 分間遠心し上清を回収した。回

収した上清を、ChIP dilution buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、167 mM NaCl、1.1% Tx-100 及

び 0.11% sodium deoxycholate) により 5 倍希釈し、ウサギ抗 NF-κB p65 抗体、アルメニア

ンハムスター抗  MUC1-C 抗体もしくはコントロール抗体を加え 4°C、一晩撹拌後、

Dynabeads® protein A (Invitrogen) または Dynabeads® protein G (Invitrogen) を加え更に 4°C、

2 時間撹拌した。Low salt buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、0.1% 

SDS、1% Tx-100 及び 0.1% sodium deoxycholate)、high salt buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、

500 mM NaCl、1 mM EDTA、0.1% SDS、1% Tx-100 及び 0.1% sodium deoxycholate)、LiCl buffer 

(10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、250 mM LiCl、1 mM EDTA、0.5% Nonidet P-40 及び 0.5% sodium 

deoxycholate) 及び Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 及び 1 mM EDTA) により沈

降物を洗浄後、ChIP elution buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、300 mM NaCl、5 mM EDTA 及

び 0.5% SDS) に再懸濁し 65°C、一晩処理した。上清を回収し、100 µg/ml RNase により 

37°C、30 分間処理後、100 µg/ml proteinase K により 55°C、2 時間処理した。上清中の DNA 

断片を High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche Applied Science) により回収後、一部を用い

て PCR を行った。 

 Re-ChIP assay においては、アルメニアンハムスター抗 MUC1-C 抗体により得られた沈

降物を、Re-ChIP elution buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、2 mM EDTA、1% SDS、10 mM DTT 

及び 1% Protease Inhibitor Cocktail) に懸濁し 37°C、30 分間処理した。上清を回収し、Re-ChIP 

buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、167 mM NaCl、2 mM EDTA 及び 1.1% Tx-100) により 20

倍希釈した後、ウサギ抗 NF-κB p65 抗体により MUC1-C と複合体を形成している NF-κB 

p65 を回収した。沈降物から上述の方法により DNA 断片を回収し、一部を用いて PCR を
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行った。 

 PCR は下記に示すプライマーを用いて、uPA プロモーター上に存在する NF-κB 結合領

域 (NF-κB BR) 及び uPA 非プロモーター領域 (negative control 領域: CR) を増幅した。ま

た、Image J software によりバンドの濃さを数値化した。 

[NF-κB BR] 

Forward primer: 5’-CTC TCA GCA ATC AGC ATG AC-3’ 

Reverse primer: 5’-TCC TCT AGA AGA CTG TGG TCA G-3’ 

[CR] 

Forward primer: 5’-ACT TGG AGA ATG GAG CCT TG-3’ 

Reverse primer: 5’-AGG TCT GCT GGT CGC TTA TC-3’ 

 

2-2-10. Luciferase construct の作製及び luciferase assay 

 NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) により HCT116/MUC1 細胞から genome DNA を調

製後、下記のプライマーを用いた PCR を行い、uPA プロモーター領域 (-1933~+58) を増

幅した。 

 

Forward primer: 5’-GGC AGA TCT CCT CCA GCC AAG TAA TCT GG-3’ 

Reverse primer: 5’-AAT CCA TGG CTG CGG GGA CAG GTG GAC CC-3’ 

 

増幅した PCR 産物は、説明書に従って、pCR®-Blunt II-TOPO® vector (Invitrogen) に導入

後、PicaGene Basic Vector 2 (Toyo Ink) にサブクローニングした (WT/uPA vector)。また、

WT/uPA vector の  uPA プロモーター上の  NF-κB 結合領域の一部  (-1867~-1865 及び 

-1844~-1842 の GGG を ACC に置換) もしくは TCF4 (T-cell factor 4) 結合領域の一部 

(-739~-738 及 び  -564~-563 の  TT を  CG に 置 換 ) を 変 異 さ せ た  vector を 

KOD-Plus-Mutagenesis Kit (TOYOBO) により作製した  (MutNF-κB/uPA vector 及び 

MutTCF4/uPA vector)。 

 細胞に pRL-TK vector (Toyo Ink) と WT/uPA vector、MutNF-κB/uPA vector、MutTCF4/uPA 

vector もしくは empty vector を Fugene® HD transfection reagent により同時に導入し 24 時

間培養後、uPA プロモーター活性を PicaGene Dual Sea Pansy Luminescence Kit (Toyo Ink) に

より測定した。測定後、各  vector のホタルルシフェラーゼ活性  (WT/uPA vector、

MutNF-κB/uPA vector、MutTCF4/uPA vector もしくは empty vector) をウミシイタケルシフェ

ラーゼ活性 (pRL-TK vector) で補正し、uPA プロモーター活性を数値化した。 

 

2-2-11. ELISA 

細胞を PBS により洗浄後、serum-free DMEM に置換し 24 時間培養した。培養上清を回

収後、説明書に従って、AssayMax Human Urokinase (uPA) ELISA Kit (Assaypro) により培養
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上清中に分泌された uPA を測定した。 

 

2-2-12. Gelatin 及び casein zymography 

2-2-11 項に記した方法に従って、培養上清を回収し、Amicon® Ultra Centrifugal Filters に

より濃縮後調製したサンプル (1 もしくは 10 µg) を、gelatin zymography においては 1 

mg/ml gelatin を含むゲル、casein zymography においては  0.1% casein 及び  5 µg/ml 

plasminogen を含むゲルを用いて非還元条件下で電気泳動を行った。泳動後のゲルを 2.5% 

Tx-100 を含む 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) buffer 中で室温、1 時間処理後、10 mM Tris-HCl (pH 

7.5) buffer 中で室温、30 分間処理した。処理後、gelatin zymography においては、150 mM NaCl、

10 mM CaCl2 及び 2 µM ZnCl2 を含む 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) buffer 中で 37°C、36 時間処

理した。Casein zymography においては、150 mM NaCl 及び 10 mM CaCl2 を含む 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.5) buffer 中で 37°C、14 時間処理した。各分子の酵素活性は、処理後のゲル

を CBB 染色しバンドとして可視化した。 

 

2-2-13. 細胞浸潤能及び移動能の測定及びパーセント浸潤の算出 

細胞浸潤能の測定には、upper chamber の膜上に 5 µg Matrigel (BD Biosciences) をコート

した Transwell chamber (24-well plate、pore size: 8.0 µm; Corning Inc.) を用いた。細胞移動能

の測定には、upper chamber の膜の裏面に 1 µg fibronectin をコートした Transwell chamber 

を用いた。Lower well には DMEM を加え、upper chamber には 0.1% BSA/serum-free DMEM 

に懸濁した細胞を播種し、20 時間培養した。培養後、膜を MeOH により固定し、H&E 染

色後、upper chamber の膜の裏面に浸潤もしくは移動しなかった細胞を綿棒で除去した。浸

潤もしくは移動した細胞数は膜当たり 5 視野観察し、その平均の細胞数を求めた。上述の

結果から、移動細胞数に対する浸潤細胞数の割合を求めて得られた結果を真の細胞浸潤能

と判断し、下記の式を用いて浸潤細胞の割合をパーセント浸潤として算出した。 

パーセント浸潤 = 浸潤した細胞の平均値/移動した細胞の平均値 × 100 

 

2-2-14. 各阻害剤による細胞の処理 

 HCT116/MUC1 細胞を 10 µM JSH-23 (NF-κB inhibitor: Symansis) もしくは DMSO によ

り 30 時間処理し、2-2-3∼2-2-5 項の実験に用いた。また、同細胞懸濁液に、20 µM GM6001 

(MMPs inhibitor: Enzo Life Sciences)、25 µM amiloride (uPA inhibitor: Sigma-Aldrich)、10 µM 

JSH-23 もしくは DMSO を加え 2-2-13 項の実験に用いた。 

 

2-2-15. FACS  

 マウス抗 uPAR 抗体もしくはコントロール抗体を用いて、1-2-18 項に記した方法に従っ

て、FACS を行った。 
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2-2-16. 有意差検定 

1-2-19 項に記した方法に従って、有意差検定を行った。 
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2-3. 結果 

2-3-1. 様々な悪性腫瘍における uPA と MUC1 の発現レベルの相関性 

MUC1 による腫瘍悪性化を調べるために、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞を用

いた DNA microarray 解析を行い、両細胞間で mRNA レベルでの発現量が変化している分

子を網羅的に検討した。複数の分子について発現量の変化が認められたが、その中でも腫

瘍細胞の細胞浸潤能に関与する分子である uPA の発現が MUC1 遺伝子の導入により約

2.4 倍上昇していた点に注目した (図 13A)。MUC1 と uPA の発現量の相関性をより詳細に

検討するために、前章でも述べた MUC1 強制発現細胞株及び MUC1 発現抑制細胞株を用

いた。3 種類の MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1、A549/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) 

及びそれぞれのコントロール細胞  (HCT116/Mock、A549/Mock、 SKOV3/Si-1 及び 

SKOV3/Si-2 細胞) を用いてタンパク質レベルでの発現量を検討した結果、MUC1 発現腫瘍

細胞において  uPA 発現の増加が認められた  (図  13B)。また、HCT116/Mock 及び 

HCT116/MUC1 細胞を用いた細胞免疫染色法においても同様の傾向が認められた (図 13C)。 

更に、各種ヒト癌患者組織切片 (胃癌、大腸癌、乳癌及び膵臓癌) 及び癌部周囲の非癌部

組織切片を用いて、免疫組織染色法により MUC1 と uPA の分布及び発現の相関性を検討

した。ヒト癌患者組織切片では MUC1 の発現部位と uPA の発現部位は一致したが (図 

14A)、ヒト非癌部組織切片では両分子の発現レベルは低く発現部位も一致しなかった (図 

14B)。この結果からも、MUC1 と uPA の発現レベルの相関性及び同一の細胞における発現

が強く示唆された。 
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図 13. 様々な腫瘍細胞における MUC1 と uPA の発現量 
(A) HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞における uPA mRNA の発現量を DNA microarray 解析により

検討し、ヒストグラムで示した。 (B) 図 1C に記した方法に従って、HCT116/Mock、HCT116/MUC1、
A549/Mock、A549/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞の uPA 及び β-actin を検出し

た。 (C) 図 3 に記した方法に従って、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞における MUC1 (緑色) 及
び uPA (赤色) の発現を細胞免疫染色法により検出した。核は DAPI (青) により染色した。倍率: ×630; ス
ケールバー: 25 µm。 
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図 14. 様々な癌組織及び非癌部組織における MUC1 及び uPA の分布 
(A, B) 図 4 に記した方法に従って、パラフィン包埋したヒト癌組織切片 (胃癌、大腸癌、乳癌、膵臓癌 (A)) 
及び癌部周囲の非癌部組織切片 (B) を H&E、DAPI (青色) 及び MUC1 (緑色)、uPA (赤色) に対する抗体

を用いて染色した。倍率: ×200; スケールバー: 100 µm。 
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2-3-2. MUC1-C/NF-κB p65 複合体の形成と核移行 

 MUC1 と uPA の発現の相関性について、NF-κB の関与を検討した。HCT116/MUC1 細

胞の細胞抽出液に抗  MUC1-C 抗体を加えて得られた沈降物を用いて電気泳動及び 

Western blotting を行った結果、NF-κB p65 が検出された (図 15A, lane b)。また、抗 NF-κB 

p65 抗体により得られた沈降物中から MUC1-C が検出されたことから (図 15A, lane d)、

HCT116/MUC1 細胞において MUC1-C と NF-κB p65 は相互作用し、複合体を形成してい

ることが示唆された。次いで、MUC1-C/NF-κB p65 複合体形成による NF-κB p65 の核移行

への影響を検討した。MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) 及びそ

れぞれのコントロール細胞 (HCT116/Mock、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞) から細胞

質及び核画分を調製し、各画分中の MUC1-C 及び NF-κB p65 を検出した結果、MUC1 発

現腫瘍細胞では細胞質画分のみならず (図 15B, lanes b, e)、核画分にも MUC1-C が検出さ

れた (図 15B, lanes d, h)。細胞質画分中の NF-κB p65 は MUC1 の発現レベルに関係なく同

程度検出されたが (図 15B, lanes a, b, e, f, g)、核画分中の NF-κB p65 は MUC1 の発現レベ

ルに依存して増減した (図 15B, lanes c, d, h, i, j)。更に、MUC1-C と NF-κB p65 の分布を共

焦点レーザー顕微鏡下で観察し、核内における両分子の共局在を確認した (図 15C)。これ

らの結果より、NF-κB p65 の核移行は MUC1-C と複合体を形成することにより促進される

ことが示唆された。 
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図 15. MUC1-C/NF-κB p65 複合体の核移行 
(A) HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に抗 MUC1-C 抗体 (lane b)、抗 NF-κB p65 抗体 (lane d) もしくはそ

れぞれのコントロール抗体 (lanes a, c) を加えて免疫沈降後、図 1C に記した方法に従って、NF-κB p65 及
び MUC1-C を検出した。 (B) HCT116/Mock、HCT116/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 
細胞から細胞質及び核画分を調製後、図 1C に記した方法に従って、NF-κB p65、MUC1-C、HSP90 β 
(heat-shock protein 90 β: 細胞質画分マーカー) 及び lamin B (核画分マーカー) を検出した。 (C) 図 3 に記

した方法に従って、HCT116/Mock 及び  HCT116/MUC1 細胞を透過処理後、NF-κB p65 (緑色 ) 及び 
MUC1-C (赤色) の分布を細胞免疫染色法により調べた。核は DAPI (青色) により染色した。矢印は核内で

の MUC1-C/NF-κB p65 複合体を示す。 
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2-3-3. MUC1-C/NF-κB p65 複合体の uPA プロモーター上へのリクルート 

 uPA 遺伝子はプロモーター上に  NF-κB 結合領域を有する。前項で述べた 

MUC1-C/NF-κB p65 複合体が uPA 遺伝子の転写を制御している可能性を検討するために、

抗 NF-κB p65 抗体を用いて ChIP assay を行った。MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1 

及び SKOV3/Scr 細胞) 及びそれぞれのコントロール細胞 (HCT116/Mock、SKOV3/Si-1 及

び SKOV3/Si-2 細胞) を 1% formaldehyde 中で処理し、DNA と DNA 結合タンパク質を架

橋後、それぞれの細胞抽出液に抗 NF-κB p65 抗体を加え得られた沈降物中の DNA を、

NF-κB 結合領域 (-1955~-1729: NF-κB BR) もしくは非プロモーター領域 (+3348~+3531: 

CR) に対するプライマーを用いて増幅した。コントロール細胞と比較して MUC1 発現腫瘍

細胞では NF-κB 結合領域を含む DNA 領域がより増幅され (図 16A, B, C, D)、uPA プロ

モーター上への NF-κB p65 のリクルートが促進していることが示唆された。更に、NF-κB 

結合領域に結合している NF-κB p65 が MUC1-C と複合体を形成している可能性を、抗 

MUC1-C 抗体によって得られた DNA/MUC1-C 複合体を抗 NF-κB p65 抗体によって再度

免疫沈降する手法 (Re-ChIP assay) により検討した。MUC1 発現腫瘍細胞 (HCT116/MUC1 

及び  SKOV3/Scr 細胞) において、NF-κB 結合領域に結合している  NF-κB p65 には 

MUC1-C も結合していることが認められた (図 16E, F, G, H)。これらの結果より、MUC1-C 

は NF-κB p65 と複合体を形成し、uPA プロモーター上への NF-κB p65 のリクルートを促

進することが示唆された。 
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図 16. uPA プロモーター上への MUC1-C/NF-κB p65 複合体のリクルート 
(A, B) Formaldehyde で固定した  HCT116/Mock、HCT116/MUC1 (A)、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び 
SKOV3/Si-2 細胞 (B) の細胞抽出液に抗 NF-κB p65 抗体もしくはコントロール抗体を加えて免疫沈降後、

得られた沈降物中から DNA を回収した。PCR によって uPA プロモーター上の NF-κB 結合領域 (NF-κB 
BR: -1955~-1729) もしくは非プロモーター領域 (CR: +3348~+3531) を増幅し、電気泳動後、EtBr により染

色した。 (C, D) 図 16A, B で得られたバンドの濃さを Image J により数値化後、input DNA で得られたバ

ンドの濃さを 100% として相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01)。 (E, F) 
Formaldehyde で固定した HCT116/MUC1 (E) 及び SKOV3/Scr 細胞 (F) の細胞抽出液に抗 MUC1-C 抗体

もしくはコントロール抗体を加えて免疫沈降を行った。Re-ChIP assay においては、抗 MUC1-C 抗体によ

り得られたサンプルを、抗 NF-κB p65 抗体により再度免疫沈降した。得られた沈降物から DNA を回収後、

図 16A, B に記した方法に従って、増幅した DNA を検出した。 (G, H) 図 16E, F で得られたバンドの濃

さを、図 16C, D に記した方法に従って数値化し、相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3)。 
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2-3-4. MUC1-C/NF-κB p65 複合体の uPA プロモーター上への結合に伴う uPA 遺伝子転

写活性への影響 

 MUC1 による uPA プロモーター上への NF-κB p65 のリクルートに伴う uPA 遺伝子の

転写への影響を、luciferase assay により検討した。uPA 遺伝子の転写活性は、コントロール

細胞 (HCT116/Mock、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞) と比較して MUC1 発現腫瘍細

胞 (HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) において亢進した (図 17A)。また、上述の機構

の関与を更に検討するために、uPA 遺伝子のプロモーター上に存在する 2 か所の NF-κB 結

合領域中の塩基配列の一部を変異し (-1867~-1865 及び -1844~-1842 の GGG を ACC に

置換)、同様の実験を行った。上述した結果で確認された MUC1 発現腫瘍細胞における uPA 

遺伝子の転写活性の亢進は、塩基配列に変異を導入することでコントロール細胞のレベル

まで低下した (図 17A)。この結果は、uPA プロモーター上への MUC1-C/NF-κB p65 複合

体の結合が、uPA 遺伝子の転写を誘導していることを示している。一方で、uPA 遺伝子の

転写は NF-κB 以外の転写因子によっても制御されており、一例として、大腸癌において転

写因子 β-catenin が uPA プロモーター上に結合することで、uPA の発現を亢進させること

が報告されている [83]。MUC1-C は β-catenin との複合体形成を介して、標的遺伝子の転

写に関与することから [39, 84]、同機構による uPA 遺伝子の転写誘導も考えられた。この

可能性を検討するために、uPA 遺伝子のプロモーター上に存在する 2 か所の TCF4 結合領

域中の塩基配列の一部を変異し (-739~-738 及び -564~-563 の TT を CG に置換)、MUC1 

発現腫瘍細胞による luciferase assay を行ったが、uPA 遺伝子の転写活性に変化は見られな

かった (図 17B)。従って、今回実験に用いた細胞株 (HCT116 及び SKOV3 細胞) におい

ては、uPA 遺伝子の転写は  MUC1-C/NF-κB p65 複合体によって制御されており、

MUC1-C/β-catenin 複合体には制御されていないことが示された。 
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図 17. uPA プロモーター上への MUC1-C/NF-κB p65 複合体のリクルートに伴うプロモーター活性の測

定 
(A) HCT116/Mock、HCT116/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞に control reporter vector 
である pRL-TK vector と empty vector、WT/uPA vector もしくは MutNF-κB/uPA vector を同時に導入し 24
時間培養後、uPA プロモーター活性を  luciferase assay により検討した。  (B) HCT116/MUC1 及び 
SKOV3/Scr 細胞に pRL-TK vector と empty vector、WT/uPA vector もしくは MutTCF4/uPA vector を同時に

導入し 24 時間培養後、uPA プロモーター活性を luciferase assay により検討した。各 vector 導入により得

られた uPA プロモーター活性 (=ホタルルシフェラーゼ活性) は、control reporter vector で得られた内部標

準 (=ウミシイタケルシフェラーゼ活性) により補正後、empty vector 導入により得られたプロモーター活

性を 1 として相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01、NS: 有意差なし)。WT: 
WT/uPA vector transfectant、MutNF-κB: MutNF-κB/uPA vector transfectant、MutTCF4: MutTCF4/uPA vector 
transfectant。 
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2-3-5. MUC1 による uPA 発現量増加に伴う細胞浸潤能の亢進 

 細胞外に分泌された uPA は細胞の浸潤能亢進に直接関与することから、培養上清中の 

uPA 量を  ELISA により測定し、MUC1 の影響を検討した。コントロール細胞 

(HCT116/Mock、SKOV3/Si-1 及び  SKOV3/Si-2 細胞) と比較して  MUC1 発現腫瘍細胞 

(HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) において uPA 分泌量の増加が認められた (図 

18A)。また、uPA は別の protease である MMPs (MMP-2/9) の活性化を通じて間接的にも

細胞の浸潤能亢進に関与することから、培養上清中に分泌された uPA に加えて MMP-2/9 

の 酵 素 活性 を  zymography assay に よ り 検討 した 結果 、 MUC1 発 現腫 瘍細胞 

(HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) において uPA 及び MMP-2/9 の活性型の増加が

認められた (図 18B)。uPA の活性化は uPAR への結合を介して誘導されることから、

HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞における uPAR の発現を DNA microarray 解析、

電気泳動及び flow cytometry により検討したが、両細胞間で uPAR の発現量に大きな差は

認められず (図 18C, D)、細胞表面においては HCT116/Mock 細胞の方がむしろ多く発現し

ていた (図 18E)。また、MMPs 酵素活性の亢進が、MMPs 自体の発現量増加に依存してい

る可能性を検討するために、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞における MMP-2/9 

の発現を DNA microarray 解析及び電気泳動により検討したが、両細胞間で発現量に大きな

変化は認められなかった (図 18F, G, H, I)。これらの結果から、uPA 及び MMP-2/9 の活性

型の増加は、uPA の発現亢進に付随する機構であることが示唆された。 
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図 18. uPA の分泌レベルと uPA 及び MMP-2/9 の酵素活性 への MUC1 の影響 
(A) HCT116/Mock、HCT116/MUC1、SKOV3/Scr、SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞の培養上清中に分泌

された uPA 量を ELISA により測定し、ヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、** p<0.01)。 (B) 
上述した各細胞の培養上清中に分泌された活性型 uPA 及び MMP-2/9 を、gelatin zymography (MMP-2/9) 
及び casein zymography (uPA) により検出した。 (C) DNA microarray 解析による HCT116/Mock 及び 
HCT116/MUC1 細胞における uPAR mRNA の発現量をヒストグラムで示した。(D) 図 1C に記した方法に

従って、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞の uPAR 及び β-actin を検出した。 (E) HCT116/Mock 及
び HCT116/MUC1 細胞における細胞表面の uPAR の発現を、抗 uPAR 抗体を用いて FACS により検出し

た。コントロール抗体 (Mock 細胞: gray fill、MUC1 細胞: dotted line)、抗 uPAR 抗体 (Mock 細胞: thin line、
MUC1 細胞: thick line)。 (F, G) DNA microarray 解析による HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞にお

ける MMP-2 及び MMP-9 mRNA の発現量をヒストグラムで示した。 (H, I) 図 1C に記した方法に従っ

て、HCT116/Mock 及び HCT116/MUC1 細胞の MMP-2、MMP-9 及び β-actin を検出した。図 18I の矢頭

は MMP-9 を示す。 
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uPA 及び MMP-2/9 の活性化に伴う細胞浸潤への影響を検討するために、細胞外基質成

分を含んだ再構成基底膜である Matrigel をコートした chamber を用いた invasion assay 

を行った。また、細胞増殖等の別の要因によって細胞浸潤能が正確に評価されない可能性

を防ぐため、fibronectin をコートした chamber を用いた migration assay も同時に行い、

invasion assay と migration assay の結果から浸潤細胞の割合を算出し細胞浸潤能を評価した。

それぞれの膜を通過した細胞を染色後、通過した細胞を数えた結果、コントロール細胞 

(HCT116/Mock、SKOV3/Si-1 及び  SKOV3/Si-2 細胞) と比較して  MUC1 発現腫瘍細胞 

(HCT116/MUC1 及び SKOV3/Scr 細胞) において細胞浸潤能が亢進していた (図 19A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 19. 細胞浸潤能への MUC1 の影響 
(A) Transwell chamber の upper chamber の膜の裏面に fibronectin (migration assay) もしくは upper chamber 
の膜上に  Matrigel (invasion assay) をコートした後に、HCT116/Mock、HCT116/MUC1、SKOV3/Scr、
SKOV3/Si-1 及び SKOV3/Si-2 細胞 (5×104 個) を播種した。20 時間培養後、fibronectin をコートした膜を

通過した細胞 (移動細胞: FN) 及び Matrigel をコートした膜を通過した細胞 (浸潤細胞: MG) を観察した。

倍率: ×100; スケールバー: 200 µm。 (B) 無作為に選んだ 5 視野における移動細胞及び浸潤細胞を数え平均

を算出後、浸潤細胞の割合を (浸潤細胞数 (MG) の平均値/移動細胞数 (FN) の平均値 × 100) により算出

し、パーセント浸潤としてヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、n=3、* p<0.05、** p<0.01)。 
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この結果から、uPA の発現亢進及び MMP-2/9 の酵素活性のレベルと腫瘍細胞の細胞浸潤

能は相関していることが示唆された。更に、上述の浸潤能亢進作用が MUC1 によって誘導

された uPA に起因していることをより詳細に検討するために、HCT116/MUC1 細胞の細胞

懸濁液に MMPs 阻害剤である GM6001、uPA 阻害剤である amiloride もしくは NF-κB 阻

害剤である JSH-23 を添加して invasion assay を行った結果、各阻害剤によって細胞の浸潤

能は顕著に抑制された (図 20A, B)。なお、invasion assay と同濃度の各阻害剤で処理した 

HCT116/MUC1 細胞について MTT assay を行い、上述の結果が各阻害剤処理による細胞生

存率の低下に起因していないことを確認した (データ未掲載)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
図 20. 各種阻害剤処理による HCT116/MUC1 細胞の細胞浸潤能 
(A) HCT116/MUC1 細胞の細胞懸濁液に GM6001 (20 µM)、amiloride (25 µM)、JSH-23 (10 µM) もしくは 
DMSO を加え、図 19A に記した方法に従って、invasion assay を行った後、Matrigel をコートした膜を通

過した細胞を観察した。 (B) 図 19B に記した方法に従って、浸潤細胞数を数えた後、コントロール 
(DMSO) によって得られた浸潤細胞数を 100% とし、相対値をヒストグラムで示した (平均値±標準偏差、

n=3、** p<0.01)。 
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また、JSH-23 処理による細胞浸潤抑制効果が MUC1-C/NF-κB p65 複合体の形成、同複合

体の核移行及びこれに付随する uPA 発現の抑制に起因している可能性を、JSH-23 により

処理した HCT116/MUC1 細胞を用いて検討した。抗 MUC1-C 抗体及び抗 NF-κB p65 抗体

を用いた免疫沈降を行った結果、JSH-23 未処理の HCT116/MUC1 細胞では MUC1-C と 

NF-κB p65 の相互作用に伴う複合体形成が検出されたが (図 21A, lanes a, c)、JSH-23 処理

の同細胞では両分子の複合体形成は検出されなかった (図 21A, lanes b, d)。また同阻害剤処

理により、MUC1-C/NF-κB p65 複合体の核移行及び uPA の発現も抑制された (図 21B, C)。

これらの結果は、MUC1 によって発現が誘導された uPA によって MUC1 発現腫瘍細胞の

細胞浸潤能が亢進していることを強く示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
図 21. NF-κB 阻害剤による MUC1-C/NF-κB p65 複合体形成への影響 
(A) JSH-23 (10 µM) もしくは DMSO 処理を行った HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液に、抗 MUC1-C 抗
体もしくは抗 NF-κB p65 抗体を加えて免疫沈降を行った後、図 1C に記した方法に従って、共沈降した 
NF-κB p65 あるいは  MUC1-C を検出した。  (B) JSH-23 (10 µM) もしくは  DMSO 処理を行った 
HCT116/MUC1 細胞から細胞質及び核画分を調製後、図 1C に記した方法に従って、NF-κB p65、MUC1-C、
HSP90 β (細胞質画分マーカー) 及び lamin B (核画分マーカー) を検出した。 (C) 図 1C に記した方法に従

って、JSH-23 (10 µM) もしくは DMSO で処理した HCT116/MUC1 細胞の uPA、NF-κB p65、MUC1-C 及
び β-actin を検出した。 
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2-4. 考察 

過剰発現した MUC1 は上皮悪性腫瘍細胞の細胞浸潤能、転移能、増殖能や細胞生存等の

機構の一端に係わり、腫瘍悪性化に関与するが [1]、MUC1 による細胞浸潤能や転移能亢進

に関しては未解明な部分も多い。細胞浸潤の誘導には、MUC1 介在性のシグナル伝達が関

与することが考えられ、過去の報告例として、膵臓癌細胞において MUC1 と HIF1-α 

(hypoxia-inducible factor 1-α) の相互作用を介した PDGF-A の発現量増加による細胞浸潤の

誘導や [85]、PDGFR-β (PDGF receptor-β) による MUC1 のリン酸化を介した膵臓腺癌細胞

の細胞浸潤能の亢進が示されているが [86]、MUC1 が介在する細胞浸潤能亢進機構につい

て詳細に検討されているとは言い難い。本研究では、DNA microarray 解析によって uPA の

発現が MUC1 によって制御されている可能性が考えられた (図 13A)。実際に、様々な腫

瘍細胞における MUC1 と uPA の発現レベルに相関性が認められたことに加え (図 13B)、

様々なヒト癌患者組織切片において MUC1 と uPA の発現分布が一致した (図 14A)。更に、

MUC1 と uPA の発現レベルは、ヒト癌組織切片においてより高レベルであったことから 

(図 14A, B)、これらの結果に基づいて、uPA の発現量亢進が MUC1 発現腫瘍細胞の細胞浸

潤能を亢進させているものと想定した。この仮説は、uPA の発現レベルが悪性腫瘍の浸潤

能や癌患者の予後の経過に関係すること [67, 68] 及び MUC1 の発現量の亢進が様々な浸

潤性及び転移性上皮悪性腫瘍細胞で認められる [2-4] といった従来の報告によって強く支

持される。 

MUC1-C の細胞質内領域は様々な転写因子と相互作用することが報告されているが、そ

の中の１つとして NF-κB が含まれる。MUC1-C は細胞質内領域中の特定のアミノ酸配列 

(GGSSLSY [Gly-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Tyr] motif) を介して NF-κB p65 と直接相互作用するだ

けでなく、IκBα のリン酸化に伴う NF-κB p65 と IκBα の解離を誘導することで ΝF-κΒ 

標的遺伝子の転写を亢進させる [12, 82]。uPA は NF-κB によって転写が制御される分子の

１つであることより、MUC1 によって誘導される細胞浸潤能は、MUC1-C/NF-κB p65 複合

体形成により誘導される uPA の発現亢進に起因すると考えられた。MUC1-C/NF-κB p65 複

合体の核移行の促進及び核内での両分子の共局在が認められたことは (図 15B, C)、MUC1 

発現腫瘍細胞における同複合体形成が NF-κB p65 の核移行を促進させることを示してい

る。更に、MUC1-C/NF-κB p65 複合体が uPA プロモーター上の NF-κB 結合領域に直接結

合し (図 16)、NF-κB 依存的な uPA 遺伝子転写活性を誘導することも示された (図 17A)。

一方で、MUC1-C は β-catenin との複合体形成を介して β-catenin の安定化に関与すること

から [10, 34, 39, 51, 87]、MUC1-C/β-catenin 複合体が uPA 遺伝子の転写を制御している可

能性も考えられた。β-Catenin は別の転写因子である  TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid 

enhancer factor) の活性化を制御することが一般的に知られており、β-catenin と TCF/LEF 

の複合体により標的遺伝子の転写が制御される  [88]。従って、プロモーター上への 

MUC1-C/β-catenin 複合体の結合及び転写因子としての作用には、TCF/LEF が必要となる。

uPA 遺伝子の転写が MUC1-C/β-catenin 複合体によっても制御されている場合、uPA 遺伝
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子のプロモーター上に存在する TCF 結合領域中の塩基配列の一部を変異することによる

転写活性の低下が考えられたが、本研究では変異挿入による転写活性の変化は認められな

かった (図 17B)。 

uPA は腫瘍細胞や周囲の間質細胞から細胞外に分泌され MMPs を活性化する。本研究で

は図 18 に示すように、MUC1 発現腫瘍細胞において uPA 及び MMP-2/9 についてそれぞ

れ分泌量及び活性型の増加が認められた一方で、uPA の活性化や uPA によるシグナル伝達

に関与する uPAR 及び MMP-2/9 の発現量自体に変化は見られなかった。uPAR は uPA と

同様に β-catenin により発現が制御され [89, 90]、また MMPs とりわけ MMP-9 の発現は、

NF-κB シグナル伝達に制御されることが報告されているが [91]、本研究では MUC1 発現

腫瘍細胞における MMPs 活性の亢進は、MUC1 によって誘導される uPA の発現亢進に依

存していることが強く示唆された。uPA 及び MMP-2/9 の活性化は細胞外基質の分解にと

って重要であり、これらの分子の活性化は細胞浸潤能の亢進に大きく関わる。図 19 及び 

20 に示すように、細胞浸潤能の評価指標であるパーセント浸潤が MUC1 発現腫瘍細胞に

おいて上昇しており、また uPA 及び MMP-2/9 の酵素活性の上昇とも相関した。一方で、

MUC1 は細胞増殖能、生存能、移動能といった細胞機能も制御することから、MUC1 発現

によって誘導された悪性化がどのような分子的背景に依存するかを区別することが重要と

なる。本研究では、uPA 及び MMP-2/9 の関与をより正確に評価するために、invasion assay 

と migration assay を同時に行い評価した。加えて図 20 に示すように、HCT116/MUC1 細

胞における細胞浸潤能の亢進は MMPs、uPA 及び NF-κB の各阻害剤処理によって抑制さ

れた。これらの結果は、MUC1 発現腫瘍細胞の細胞浸潤能が、MUC1 によって誘導される 

MUC1-C/NF-κB-uPA-MMPs 経路によって制御されていることを強く示唆している。 

MUC1 を介した遺伝子転写制御を対象とした従来の報告の多くは、MUC1-C と転写因子

の相互作用以降の機構に焦点を当てており、MUC1-C へ転写因子がリクルートされる機構

についてはほとんどアプローチされていない。第１章でも触れたように、当研究室では以

前に、Siglec-9 や galectin-3 が MUC1 上の糖鎖に結合することで MUC1-C/β-catenin 複合

体形成を誘導することを報告した。HCT116/MUC1 細胞は内在的に galectin-3 を発現し、

またその一部は細胞表面上の MUC1 と結合していることから [第１章参照]、本研究で示さ

れた MUC1-C/NF-κB p65 複合体形成が、MUC1 への galectin-3 の結合に起因する可能性が

考えられた。この可能性を検討するために、第１章と同様の方法で galectin-3 により 

HCT116/MUC1 細胞を処理後、免疫沈降を行い MUC1-C と共沈降する NF-κB p65 を検出

した結果、galectin-3 処理により MUC1-C と共沈降する NF-κB p65 量は増加し、処理後

20 分で最大となった  (図  22)。この結果より、MUC1 への  galectin-3 の結合が 

MUC1-C/NF-κB p65 複合体形成に関与する可能性が考えられる。本研究で扱った細胞は 

galectin-3 を産生し細胞外に分泌していることから、本章で行った実験系では内在性の 

galectin-3 が MUC1 に結合し、MUC1-C/NF-κB p65 複合体形成を誘導した状態での結果で

ある可能性が考えられる。 
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図 22. MUC1 への galectin-3 の結合に伴う NF-κB p65 のリクルート 
図 5A に記した方法に従って、細胞表面の galectin-3 を除去した HCT116/MUC1 細胞を、recombinant 
galectin-3 (40 µg/ml: rGal-3) により 0∼30 分間処理後、同細胞抽出液に抗 MUC1-C 抗体を加えて免疫沈降を

行った。図 1C に記した方法に従って、NF-κB p65 及び MUC1-C を検出した。 
 

 

本研究では、MUC1 が MUC1-C/NF-κB p65 複合体を形成し NF-κB シグナル伝達経路を

活性化することで、同経路活性化に伴う uPA の発現及び MMP-2/9 の活性化が亢進し、

MUC1 発現腫瘍細胞の細胞浸潤能が亢進することを示した。上述の機構は MUC1 による

細胞浸潤能亢進における新たな機構を示したものであり、本機構を阻害することが新たな

癌治療法の１つとなる可能性を秘めている。MUC1 を標的とした細胞膜透過性の合成ペプ

チドである GO-203 は、MUC1-C のホモ多量体化を阻害することで MUC1 発現腫瘍細胞

の細胞増殖を抑制することが示されており、抗癌剤として治験も進められているが [13, 41, 

48]、本研究の結果は、MUC1 だけでなく uPA も MUC1 の過剰発現による腫瘍細胞の悪

性化に対する治療への有用な標的となる可能性を示唆するものである。 
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3. 総括 

MUC1 は様々な上皮悪性腫瘍細胞において過剰発現しているタンパク質である。従来か

ら、増殖因子/増殖因子受容体依存的な MUC1 介在性のシグナル伝達による腫瘍悪性化へ

の関与が報告されてきたが、今回本研究では異なる 2 つのテーマの研究を通して、MUC1 を

起点とした新たな腫瘍悪性化機構を解明した。今回明らかにした結果は以下の通りである。 

 

1-1) 腫瘍細胞で産生された galectin-3 の一部は、腫瘍細胞上の MUC1 に結合した。 

1-2) ヒト癌患者組織切片において、MUC1 と galectin-3 は同様の分布を示した。 

1-3) MUC1 への  galectin-3 の結合に伴い、MUC1-C のリン酸化及びそれに付随する 

ERK1/2 及び Akt のリン酸化の亢進が認められた。 

1-4) 上述のリン酸化亢進機構に EGFR は関与せず、また galectin-3 の多量体形成能が重要

であることを示した。 

1-5) MUC1 及び galectin-3 の発現レベルと、細胞増殖能及び移動能には相関性が認められ

た。 

(図 23, 左経路) 

 

2-1) 腫瘍細胞及びヒト癌患者組織切片において、MUC1 と uPA の発現には相関性が認め

られた。 

2-2) ヒト癌患者組織切片において、MUC1 と uPA の発現部位が一致した。 

2-3) MUC1-C と NF-κB p65 が複合体を形成後核移行し、uPA プロモーター上へリクルート

されることを示した。 

2-4) uPA の発現量増加は、uPA 及び MMP-2/9 の活性型の増加を誘導した。 

2-5) 腫瘍細胞の細胞浸潤能は、上述の酵素活性化と相関した。 

2-6) MUC1-C/NF-κB p65 複合体形成には、MUC1 への galectin-3 の結合が関与している可

能性が示唆された。 

(図 23, 右経路) 

 

今回示された両機構が、腫瘍組織微小環境下において MUC1 発現腫瘍細胞の悪性化に関

与していることが考えられる。またどちらの機構においても、MUC1 への galectin-3 の結

合が腫瘍悪性化に関与している可能性は注目すべき点である。これは腫瘍細胞や周囲の間

質細胞等から分泌された galectin-3 が autocrine/paracrine に MUC1 に結合することによっ

て、MUC1 発現腫瘍細胞における様々な悪性化機構の引き金として機能している可能性を

示すものであり (図 23)、増殖因子/増殖因子受容体に依存しない、新たな腫瘍悪性化機構で

あることを示すものである。 
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図 23. MUC1 への galectin-3 の結合による MUC1 発現腫瘍細胞における腫瘍悪性化への関与 
MUC1 への galectin-3 の結合を起点として、MUC1-C のリン酸化及び MUC1-C へのアダプタータンパク

質のリクルートが促進する結果、様々な腫瘍悪性化が誘導される。 
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6. 資料 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
資料 1. 本研究に使用した代表的な抗体の反応性 
(A) 抗 MUC1-N 抗体 (Western blotting 等に使用)、抗 MUC1-C 抗体 (Western blotting 等に使用)、抗 
galectin-1 抗体 (Abcam: Western blotting に使用)、抗 galectin-3 抗体 (Western blotting 等に使用) 及び抗 
galectin-1 抗体 (GeneTex: 細胞免疫染色に使用) の反応性を、HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液を電気泳動

後、Western blotting の一次抗体として使用することにより検討した。 (B) 上述の方法に従って、抗 NF-κB 
p65 抗体 (Western blotting 等に使用) 及び抗 uPA 抗体 (Western blotting 等に使用) の反応性を検討した。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


