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論 文 内 容 の 要 旨 

 

多くの上皮性悪性腫瘍において過剰発現している MUC1 は、癌細胞の悪性化に関与している

ことが示唆されている。MUC1 は、1 本のポリペプチド鎖で合成された後、細胞内輸送過程で切

断され、O-グリカンに富むタンデムリピートを含む N 末端ドメイン ( MUC1-ND ) および短い細

胞外ドメイン、膜貫通ドメインと細胞質ドメインからなる C 末端ドメイン ( MUC1-CD ) のヘテ

ロ二量体として構成される。MUC1 は高分子の糖タンパク質で多数のシアログリカンを発現して

いることから、棒状の立体構造をとり、細胞表面から突出した分子形態をとる。従って、細胞間

あるいは ECM 間との物理的バリアーとしての機能を中心に研究されてきたが、近年、シグナル

伝達分子としての機能が注目されてきた。すなわち、MUC1 発現癌細胞において、MUC1 と共局

在する FGFR-3 や EGFR へのリガンドの結合を起点として、MUC1 はシグナルを中継する役割

を担うことが明らかにされ、MUC1 の細胞質ドメイン ( MUC1-CD ) が scaffold protein として、

様々なシグナル伝達分子をリクルートすることがわかってきた。その中で -catenin は、癌細胞

の悪性形質の発現に重要な因子のひとつである。癌組織微小環境では、癌細胞に加えて、浸潤し

た免疫細胞などを含む間質細胞が混在している。免疫細胞上に多くのレクチンが発現されている

ことおよび癌細胞も含めて多様な細胞より分泌されるレクチンが間質に存在することから、癌組

織微小環境においては、癌細胞の発現する MUC1 上の糖鎖とレクチンがネットワークを形成し、

この相互作用が直接的に MUC1 を介したシグナルを惹起する可能性が想定された。レクチンと

しては、担癌状態において、血中濃度が上昇することが知られている Galectin-3 と MUC1 上の
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糖鎖としてはシアログリカンが多くを占めることから免疫細胞上に発現する Siglec family を対

象とした。MUC1 cDNA を導入したマウス 3T3 繊維芽細胞 ( 3T3/MUC1 ) を作成し、MUC1 の

発現および内在性の Galectin-3 の発現を確認した。3T3/MUC1 細胞表面では、免疫染色により、

MUC1 と Galectin-3 がドット上に共局在していることが観察され、多量体化した MUC1 により、

Galectin-3 をリガンドとするシグナル伝達が予想された。Galectin-3 の結合部位を特定する目的で、

MUC1-ND と -CD をグアニジン塩酸存在下での CsCl 密度勾配遠心で分離した後、Galectin-3 と

のプルダウンアッセイで検討したところ、MUC1-ND に結合することがわかった。3T3/MUC1 細

胞を Galectin-3 で処理した後、細胞抽出液を作成し、MUC1-CD あるいは -catenin を免疫沈降

した沈降物を電気泳動、ウエスタンブロッティングし、解析した結果、両分子は共沈することが

わかり、Galectin-3 の MUC1 への結合に伴い、 -catenin がリクルートされることがわかった。

多くの MUC1 発現上皮性悪性腫瘍で Galectin-3 の合成が上昇していることから、Galectin-3 が

オートクライン的に MUC1 発現上皮性悪性腫瘍に作用していることが示唆された。 

免疫細胞には多数の Siglecs が発現しているが、MUC1 との結合活性を調べたところ、Siglec-9 

と強く結合することがわかった。Siglec-9 はマクロファージ, 樹状細胞, 好中球, B 細胞, NK 細胞

などに発現していることが知られている。実際に、ヒト癌組織標本において MUC1 および 

Siglec-9 陽性細胞が混在し、両分子が相互作用する可能性が高いことがわかった。3T3/MUC1 細

胞に加えて、ヒト大腸癌由来細胞株 HCT116 細胞に MUC1 を強制発現した HCT116/MUC1 細

胞、内在性 MUC1 を発現するヒト肺癌由来細胞株 A549 細胞のいずれの細胞においても可溶型 

Siglec-9 を細胞に作用させることにより、MUC1 への -catenin のリクルートが認められた。こ

のリクルートは、c-Src 阻害剤 PP2 により、著しく抑制されることから、c-Src を介したシグナ

ルであることがわかった。さらに、本現象は、免疫細胞と MUC1 発現癌細胞の細胞間相互作用

により起こることが想定されることから、新たに Siglec-9 強制発現 HEK293 細胞を作成し、

3T3/MUC1 および HCT116/MUC1 細胞との共培養によっても MUC1 に -catenin がリクルー

トされることを確認した。また、MUC1 発現細胞を neuraminidase 処理すると、この効果は消失

することから、Siglec-9 をカウンターレセプターとする現象であることが強く示唆された。さら

に、Siglec-9 処理後、60 分経過した 3T3/MUC1 細胞を抗 -catenin 抗体を用いて免疫染色する

と多くの -catenin が核に検出された。また、同様に処理した細胞を分画し、核に -catenin と 

MUC1-CD が存在することを生化学的にも示した。さらに、 -catenin による転写制御を受ける 

c-myc の発現誘導に続き、増殖が促進されることがわかった。一方、Siglec-9 の刺激の有無によ

るリン酸化 -catenin 量を比較したところ、Siglec-9 処理により、リン酸化 -catenin が減少し、

MUC1-CD との複合体の形成が -catenin を安定化していることがわかった。 

このように、MUC1 は従来明らかにされてきた増殖因子受容体を中継するシグナル伝達分子と

しての機能に加えて、Alternetive pathway として、レクチンの結合に伴うシグナル伝達分子として

も機能し、癌細胞の増殖・進展に寄与していることがわかった。本経路は、増殖因子を起点とす

るシグナル伝達を増強したり、あるいは、増殖因子またはその受容体の発現が乏しい癌細胞の増

殖を担う経路となることも考えられる。 
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論文審査結果の要旨 

 
我々の罹患する癌の大半は上皮細胞由来であり、MUC1 はその上皮細胞に普遍的に発現される

膜結合型糖タンパク質である。正常な上皮細胞は極性を保ち、MUC1 はアピカール側のみに存在

する。EMT により極性を消失すると MUC1 は細胞膜全体に発現されるようになる。EMT によ

り形成された癌組織微小環境では、同環境に存在することが予想される様々なレクチンが多様な

糖鎖を発現する MUC1 と相互作用することが想定された。本研究は、癌組織微小環境の生理的状

況を的確に反映した分子間相互作用を想定したところに、独創性に富む研究成果を生んだ背景が

あり、その着眼点は大いに評価できる。また、研究を開始する上で、ヒト癌組織標本を用いて、

関連分子の組織における分布をとらえることにより研究の方向性に一定の見通しをつけたことも

評価できる。癌組織微小環境におけるレクチンには、間質に存在する可溶型レクチンと細胞表面

に存在する膜結合型レクチンの作用が考えられた。前者については、galectin-3 を取り上げた。

何故なら、galectin-3 は多くの癌細胞も産生し、担癌状態で血中濃度が上昇していることが報告

されているからである。膜結合型については、免疫細胞上に様々なレクチンが発現しているが、

siglec family に注目した。MUC1 上の糖鎖としては、シアログリカンに富むことから、siglec 
family のリガンドとなることが予想されたからである。このように、対象となる分子の想定も、

分子の発現や性質を十分理解した上での発想と言える。従来、MUC1 は増殖因子を起点とした情

報伝達を中継する分子としてとらえられてきた。また、MUC1 への galectin-3 の結合は MUC1
の多量化をもたらすとされており、コンフォメ−ションの変化はシグナル伝達の惹起も予想された。

MUC1 発現細胞に galectin-3 を作用させた後、MUC1-CD を免疫沈降するとβ-カテニンが共沈

することから、galectin-3 の結合に伴いβ-カテニンがリクルートされることがわかった。Siglec 
family についても MUC1 との結合を検討した結果、siglec-9 が強い結合活性を示した。Siglec-9
は SAα2-3Gal と SAα2-6Gal のいずれも結合することから、比較的結合活性が高いと考えられ

る。また、ヒト癌組織標本を用いて siglec-9 と MUC1 の分布を蛍光抗体法で検討したところ、

MUC1 陽性組織中への siglec-9 陽性細胞の浸潤が認められ、両分子の相互作用が強く示唆された。

Galectin-3 と同様に可溶型 siglec-9 を用いて,MUC1 発現細胞に作用させると、時間及び濃度依存

的にβ-カテニンのリクルートが認められた。また、癌組織微小環境においては、細胞間相互作用

を想定していることから、siglec-9 発現細胞を新たに作成し、MUC1 発現細胞との共培養による

効果についても検討したところ、同様にβ-カテニンのリクルートが認められた。リクルートされ

たβ-カテニンは、核に移行することが細胞化学的および生化学的に確認された。更に、β-カテ

ニンの作用の下流にある c-myc の誘導を確認し、siglec-9 が MUC1 発現細胞の増殖を促進するカ

スケードを明らかにした。従来、増殖因子を起点とした癌細胞におけるシグナル伝達が解析され

てきたが、MUC1分子へのレクチンの結合により同様の現象が起こることを初めて明らかにした。

多くの癌細胞で双方のシグナルが協調的に作用しているものと考えられるが、トリプルネガテイ

ブの乳癌細胞などにおいては、増殖を促進する新規な経路として作用している可能性があり、更

なる研究の発展が期待される。従って、本論文は癌細胞における新たな増殖機構を明らかにした
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ものであり、学位論文として十分な内容をもつものと判断された。また、公聴会における発表、

質疑応答についても学位に相応する内容と判断された。さらに、論文博士に課される語学試験に

ついても合格であった。 
 


