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1．序論 
 

	 中腔器官や腺を覆う粘膜上皮細胞は、膜結合型および分泌型の Mucin を産生し、内腔面

の潤滑や保護作用を担うとともに病原菌や共生微生物とも相互作用する。当研究室では、

上皮性悪性腫瘍において発現される Mucin の生物学的意義について研究してきた。Mucin 

は、一定のアミノ酸配列のユニットのくり返し構造であるタンデムリピートをコアタンパ

ク質にもつ巨大な糖タンパク質である。コアタンパク質の遺伝子は 20 数種類報告されて

おり、膜結合型 Mucin と分泌型 Mucin に二分される。タンデムリピート中のアミノ酸に

はセリン、スレオニン残基が多く含まれ、O-グリコシル型糖鎖が多く結合している [1,2]。

上皮性悪性腫瘍細胞では、シアリル Tn ( Sia α2-6 GalNAc-Ser/Thr ) 抗原のような正常細胞

においては見られない異常な O-グリコシド型糖鎖が生合成され [3]、いわゆる癌関連糖鎖

抗原と呼ばれる。癌関連糖鎖抗原の中には、TF ( Gal β1-3 GalNAc-Ser/Thr ), Tn 

( GalNAc-Ser/Thr ) 抗原のような生合成の中間体も含まれる。また、癌化に伴う細胞の極性

の消失により、それらの異常な Mucin は癌組織全体に分布し、血中にも流出する。実際、

癌細胞の産生するムチンが癌患者血清中に検出され、癌の診断マーカーとして用いられて

いる。さらに、血液中の Mucin 濃度が高い癌患者は 5 年生存率が低いことが報告されて

いる [4]。 

	 当研究室では、ヒト結腸癌由来細胞株 LS180 細胞や SW1116 細胞を免疫原としてマウ

スを免疫し、癌関連糖鎖抗原を認識するモノクローナル抗体を 3 種類( MLS128，MLS132，

MSW113 )作製し、これらのエピトープは、順に GalNAc-Ser/Thr ( Tn 抗原)のクラスター構

造、NeuAc α2-6 GalNAc-Ser/Thr (シアリル Tn 抗原)のクラスター構造、NeuAc α2-3 Gal β1-3 

(Fuc α1-4) GlcNAc (シアリルルイス a 抗原)であることを明らかにした [5-9]。Mucin の生物

学的機能にも注目し、分泌型 Mucin のマクロファージに対する影響を検討する過程で、

Mucin が Scavenger receptor に結合することを見出した。すなわち、 LS180 細胞の産生す

る Mucin が Scavenger receptor を介してマクロファージを活性化し、その結果として、

Cyclooxygenase-2 ( COX-2 )が誘導され、Prostaglandin E2 ( PGE2 ) の産生が亢進することを示

した[10-14]。COX-2 の誘導に伴い過剰産生された PGE2 は、Bcl-2 発現の亢進 [15,16]、免

疫機能の抑制 [17]、腫瘍血管新生の促進 [18,19] などの様々な生物学的機能を発揮するこ

とが報告されている。さらに、分泌型  Mucin と樹状細胞上の  Sialic acid-binding 

immunoglobulin superfamily lectins ( Siglec ) -3 の相互作用によって樹状細胞のアポトーシス

が誘導されること [20]、さらには、分泌型 Mucin と Siglec-9 の相互作用によって樹状細

胞より Th-2 誘導型のサイトカインが産生されることを示した [21]。また、担癌マウスの

血流中の Mucin が脾臓マージナルゾーン B 細胞上の Siglec-2 に結合し、同細胞の消失を
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もたらすことを明らかにした[22,23]。 

	 このように癌細胞の産生する Mucin が、癌の増殖、進展に有利な環境づくりにおいて重

要な役割を担っていることが考えられる。さらに、一般的に膜結合型 Mucin についても、

より悪性度の高い細胞において発現が亢進することが知られており、シグナル伝達等の生

物学的機能が注目されている。代表的な膜結合型 Mucin であり、上皮組織に最も普遍的に

分布している MUC1 を対象として、MUC1 による腫瘍悪性化に関与するシグナル伝達を

中心とした研究を行った。 

	 MUC1 は、乳腺、肺、前立腺、消化管のなどの上皮性の癌に広範囲に高発現している [24]。

MUC1 は、正常上皮細胞においては、アピカル側に存在するが、細胞が癌化すると細胞極

性が失われ、細胞膜全体に発現するようになる [25]。 MUC1 は、一本のポリペプチド鎖と

して翻訳されるが、細胞膜への輸送時の小胞体において、Sea urchin sperm protein, 

enterokinase and agrin ( SEA ) ドメインの自己切断により 2つのサブユニットに切断される

が、疎水性の相互作用によって安定なヘテロ二量体として細胞膜に輸送される [26-28]。こ

の 2 つのサブユニットは、細胞膜外ドメインである N 末端ドメイン ( MUC1-ND ) 及び、

58 アミノ酸からなる短い細胞外ドメイン、28 アミノ酸からなる膜貫通ドメインと 72 ア

ミノ酸からなる細胞質内ドメインを含む C 末端ドメイン ( MUC1-CD ) で構成される 

[29]。MUC1-ND は、20 アミノ酸のくり返し配列であるタンデムリピートを含み [30,31]、

その中に多く存在するセリン、スレオニン残基が O-グリコシル化されている。また、細胞

表面に発現した後に切断された MUC1-ND も血中などに見いだされる。細胞質内ドメイン

には、セリンリッチモチーフ [32] に加えて、計 7 つのチロシン残基が存在し、上皮成長

因子受容体( EGFR ) [33]、c-Src [34]、Glycogen synthase kinase-3β ( GSK-3β ) [35]、c-Abl [36]、

Protein kinase C-δ  ( PKCδ ) [37]、血小板由来成長因子受容体-β ( PDGFR-β )  [38]、繊維芽細

胞成長因子受容体-3 ( FGFR-3 ) [39] などのキナーゼにより、チロシン、セリン、スレオニ

ン残基がリン酸化を受ける。その中で EGFR 及び c-Src による 46番目のチロシン ( 46Tyr ) 

のリン酸化は、β-catenin との直接の相互作用を安定化させることが報告されている [40]。

β-catenin と MUC1-CD の複合体は、核またはミトコンドリア内に移行するが [41-45]、核

移行の場合は、腫瘍形成能を齎すことが報告されている [43,45-47]。MUC1 を介したシグ

ナル伝達として、エクトドメインに CD8 のポリペプチド鎖をもつ CD8/MUC1 キメラタン

パクを強制発現させた細胞に、抗 CD8 抗体による刺激を与えた場合において Extracellular 

signal regulated protein kinases 1/2 ( ERK1/2 ) 経路の活性化が報告されている [48]。MUC1 の

過剰発現は、腫瘍形成能を齎すと共に、膵臓癌の肺転移の亢進 [49]、抗癌剤、酸化ストレ

スによるアポトーシスの抑制 [44,46,50-52]、付着依存性増殖、非付着依存性増殖 [33,44] な

ど、様々な作用をもたらすことが報告されている。 
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	 以上のことから、MUC1 はシグナル伝達分子として働くことが示されているが、上記 

CD8/MUC1 キメラタンパク質を用いた報告および  Intercellular adhesion molecule-1 

( ICAM-1 ) をリガンドとした情報伝達 [48,53,54] 以外は、MUC1 が直接の受容体として機

能しているのではなく、他のシグナル伝達分子からの刺激に伴うキナーゼ活性の亢進に端

を発したシグナル伝達である。肺癌細胞株である T47D 細胞に発現している MUC1 の主

要糖鎖は、シアル酸の結合したコア 1 構造であることが知られている。MUC1 発現細胞の

共存下で、ヒト末梢血単球を樹状細胞に分化させると、樹状細胞のアポトーシス、機能不

全がもたらされる。しかし、糖鎖をもたない、あるいは、Tn 抗原のみをもつ MUC1 を発

現する細胞を用いた場合においては、この効果が消失する。このことは、シアル酸を含む

O-グリカンが樹状細胞上のレクチンと反応することを示唆している [55,56]。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。また、

同環境下においては、様々なレクチンを発現している免疫細胞およびレクチンそのものが

混在し、癌細胞上の Mucin との糖鎖を介した相互作用がネットワークを形成し、シグナル

伝達が生じる可能性が十分に想定される。このような癌組織微小環境下でのシグナル伝達

が癌細胞の悪性化に関与しているものと考えられる。癌組織微小環境で想定される Mucin – 

レクチンネットワークの中で、レクチンとしては、Galectin-3 や Siglec family などが挙げ

られる。Galectin-3 は β-ガラクトシドを認識するレクチンで、癌細胞自体も細胞外に分泌

するため、癌組織微小環境では高濃度に存在するものと考えられる。Siglec family は主に免

疫細胞上に発現し、シアル酸を含む糖鎖を認識することから、癌組織微小環境に浸潤して

きた免疫細胞上の Siglec と MUC1 との相互作用が考えられた。 ( 図 1 )。 

 

Galectin は可溶性で糖鎖の非還元末端にガラクトースを含む糖鎖構造 ( β-ガラクトシド ) 

に特異的に結合するレクチンファミリーである。Galectin は比較的低分子（ 14~35 kDa ）

のタンパク質であり、いずれも約 135 アミノ酸からなる高い相同性を持つ S 型糖認識ド

メイン（ S-CRD : S - carbohydrate recognition domain ）を持っている。Galectin ファミリー

において、この S-CRDには 3種類の異なる分子型が存在する。これら Galectin は、(ⅰ) S-CRD 

単独あるいは短い N 末端側ペプチドを持ち、単量体あるいはホモ二量体として存在するプ

ロト型、(ⅱ) 1つの S-CRD の N 末端側に、レクチン以外のキメラ型の小型ドメインとグリ

シン、チロシン、グルタミン、プロリンに富む繰り返し配列からなるリンカーを持つキメ

ラ型、(ⅲ) 2つの S-CRD が 1つのペプチド上に並び (ⅱ) の繰り返し配列からなるリンカー

を持つタンデムリピート型の 3 種類に分類される。十数類の Galectin が知られ、哺乳類に

加えて鳥類、魚類、線虫、海綿、菌類由来の Galectin に関しても多くの研究がなされてい

る。Galectin は細胞と細胞外マトリックスの相互作用のモジュレーターとして働き、すべて
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の多細胞生物の分化や成長に必須であると考えられている [57]。その中で、Galectin-3 は唯

一キメラ型に分類され、細胞質 [58], 核周囲やミトコンドリア膜 [59] に多く存在する。細

胞質中に存在する Galectin-3 は抗アポトーシス活性を持ち [60]、核に存在する Galectin-3 

は mRNA 前駆体スプライシングを促進する [61,62]。細胞外への放出機構については明ら

かにされていないが、Galectin-3 は細胞表面にも検出される。細胞表面の Galectin-3 は細胞

同士の接着や細胞とマトリックスの相互作用に関与している [63-65]。また、Galectin-3 は

血液中でも検出され、肺癌患者における血流中の Galectin-3 は正常時よりも 5 倍程度に増

加することが知られている [66]。このように Galectin-3 と癌の進行や増殖との間には関連

があるとされている [65, 67]。従って、癌組織微小環境下に分泌された Galectin-3 がオート

クラインあるいはパラクライン的に MUC1 と相互作用することは容易に想定できる。 

	 Siglec はその構造的特徴から、免疫グロブリンスーパーファミリーにも属し、そのエク

トドメインは、シアル酸との結合に関わる N 末端側の V set Ig-like ドメインとさらにいく

つかの C2 set Ig-like ドメインで構成される。また、多くの Siglec は細胞質側に抑制性のシ

グナル伝達に関わる Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ( ITIM ) をもつ。ヒトにお

いては、現在までに 15 種類の Siglec が同定されており、シアル酸を含む糖鎖構造を認識

するという点では共通の性質を示すが、それぞれ微妙に異なる糖鎖結合性をもつ。この結

合性の違いが各 Siglec に特異的な作用をもたらしていることが推測される [68]。中でも、

Siglec-9 は、単球、マクロファージ、樹状細胞、好中球、B 細胞、NK 細胞および T 細胞

サブセットなどの多種のヒト白血球上に発現しており [69]、N 末端側の V set Ig ドメイン

に NeuAcα2-3/6Gal を含む糖鎖構造を認識し結合することが知られている [70,71]。また、

近年報告された新しい機能のひとつとして、Siglec-9 は活性化 T 細胞上の Prohibitin と結

合し、T 細胞受容体からのシグナルを仲介する Prohibitin の機能を阻害することにより、T 

細胞の活性化を抑制することが発見されている [72]。癌組織に浸潤した免疫細胞と MUC1 

発現癌細胞において、Siglec と MUC1 を介した相互作用が生じることは十分に予想される。

なお本研究では、Siglec-9 の強制発現細胞（ HEK293/Siglec-9 ）を用いた一部の研究を除

いて、膜型の Siglec-9 の代わりに可溶型の Siglec-9 ( sSiglec-9 ) を用いた。 

	 MUC1発現細胞における MUC1 を介したシグナル伝達については、上述の ERK の活性

化の系と、Wnt/Wingless シグナル伝達経路のひとつである β-catenin を介した系 [73] が考

えられたが本研究では β-catenin の系について検討した ( 図 2 )。  

β-Catenin は、2 つの異なる機能をもつ細胞内分子である。その 1 つは、 α-catenin を通し

て Cadherin に連結し、Actin filament とリンクさせることで、細胞の接着に関与する機能

であり、他方は、核内に移行して核内の転写因子である Tcf/Lef と結合し、細胞の増殖あ

るいは発生に関わる遺伝子の転写を活性化する機能である [74,75]。細胞内の β-catenin レ
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ベルは、Adenomatous Polyposis Coli ( APC ) タンパク質、axin と複合体を形成した GSK-3β 

よって調節されている [76-78]。 β-Catenin は、はじめに Casein kinase 1α により、44Ser と

33Serが、続いて GSK-3β により、37Ser、41Thr がリン酸化される [79,80]。このリン酸化を

受けた β-catenin が F-BOX タンパク質である β-Trcp、FWD1 に認識され、ユビキチン化

を受け、Proteasome により分解されることにより調節が行われている [81-83]。 

本研究では、これらの分子的背景をもとに、癌組織微小環境における癌細胞の増殖・進

展に関わる MUC1 の新規分子機構について解析した結果を述べる。前半は、Galectin-3 の

オートクライン/パラクライン的な MUC1 への結合に伴うシグナル伝達について、後半は、

免疫細胞上に発現する Siglec-9 をカウンターレセプターとする MUC1 を介したシグナル

伝達とその生物学的作用について述べる。 
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2．Galectin-3 の MUC1 結合部位の同定と結合に伴う β-catenin のリクルート 
 

2-1．材料と方法 

 

2-1-1．細胞の培養 

マウス繊維芽細胞由来細胞株 3T3 細胞 ( 以下、3T3 細胞 ) は、American Type Culture 

Collection ( ATCC ) より購入した。同細胞にヒト MUC1cDNA を導入した強制発現株であ

る 3T3 APR-MUC1 細胞 ( 以下、3T3/MUC1 細胞 ) は、10% ウシ胎児血清、2 mM L-グル

タミンを含む PPMI1640 (日水製薬)を用いて 37˚C、5% CO2 下で培養した。 

 

2-1-2．FACS 

細胞 ( 3T3/mock, 3T3/MUC1 ; 1 × 106 細胞 ) を Phosphate buffered saline ( PBS ) で 2 回、

0.5% BSA/PBSで 2 回洗浄後、マウス抗 MUC1-ND 抗体 ( mouse anti-CD227 Ab, BD 

PharmingenTM ) を含む 0.5% Bovine serum albumin ( BSA )/PBS 中で、4˚C，2 時間、反応さ

せた。 0.5% BSA/PBS で 2 回洗浄後、2 次抗体として Fluorescein isothiocyanate ( FITC ) 標

識ウサギ抗マウス IgG ( Zymed ) を含む同溶液中で、4˚C，1 時間、遮光下で反応させた。

0.5% BSA/PBS で 3 回洗浄後、Fluorescence activated cell sorting ( FACS ) Calibur ( Becton 

Dickinson )を用いて解析した。 

 

2-1-3．細胞溶解液の調製 

細胞を、PBS で2回洗浄後、細胞抽出用溶液 ( 1% NP-40, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.14 M 塩

化ナトリウム, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, protease inhibitor cocktail, phosphatase inhibitor 

cocktail ( Nacalai Tesque ) ) 中に細胞を懸濁後、超音波処理 ( 5 秒, 5 回 ) を行い、4˚C, 

14,000×g で 20 分間遠心し、上清を細胞溶解液として用いた。 

 

2-1-4．イムノブロッティング 

試料を 電気泳動 ( 用途に応じて 6~12% ゲルを使用 ) 後、MUC1-ND は Zeta probe 

blotting membranes ( Bio-Rad, 以下 Zeta 膜 ), それ以外の分子については Immuno-BlotTM 

PVDF membrane ( Bio-Rad, 以下 PVDF 膜 ) を用いて転写し、5% BSA/PBS または 3% ス

キムミルクでブロッキングを行った。目的に応じて、マウス抗 MUC1-ND 抗体, ハムスタ

ー抗 MUC1-CD 抗体 ( Arm.Ham Anti-MUC1 Ab5 Ab, Neo Markers ), ヤギ抗 Galectin-3 抗

体 ( Santa Cruz ), マウス抗 β-actin 抗体 ( SIGMA ), マウス抗 β-catenin 抗体 ( Santa Cruz ) 

を含む 5%BSA/PBS 溶液中で膜を 4˚C で一晩、反応させた。TBS-T ( 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 
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0.15 M 塩化ナトリウム, 0.05% Tween-20 ) で 4 回洗浄後、2 次抗体として、Horseradish 

peroxidase ( HRP ) 標識ウサギ抗マウス IgG ( Zymed ) または HRP 標識ヤギ抗ハムスター 

IgG ( Santa Cruz ) を含む TBS-T 溶液中、室温で 1 時間反応させた。膜を TBS-T で 5 回

洗浄した後、Chemilumi One L ( Nacalai Tesque ) を用いて発色させた。バンドの濃さは、 

Image J ( NIH ) を用い数値化した。 

 

2-1-5．免疫染色 

細胞表面の染色では、3T3/mock, 3T3/MUC1 細胞 ( 5 × 103 細胞 ) を低温の PBS で洗浄後、

10% ヤギ血清でブロッキングを行い、マウス抗 MUC1-ND 抗体, ヤギ抗 Galectin-3 抗体ま

たはコントロール IgG を含む 1% BSA/PBS 溶液中で、4˚C で、2 時間反応させた。低温

の PBS で洗浄後、Alexa Fluor®-488 標識ウサギ抗マウス IgG ( Molecular ProbesTM ), Alexa 

Fluor®-594 標識ウサギ抗ヤギ IgG ( Molecular ProbesTM )を含む 1% BSA/PBS 中、4˚C で、1 

時間反応させた。低温の PBS で洗浄後、4% パラホルムアルデヒドおよび 

4’6-diamino-2-phenylindole ( DAPI ) を含む PBS 中で反応させ、同様に PBS で洗浄後、

ProLong® Gold Antifade Reagents ( invitrogen ) を用いて、封入し、共焦点顕微鏡 ( Leica 

microsystems, TCS SPE, Obj ; ×63 ) により顕鏡した。細胞内も含めて染色する場合は以下の

ように行った。3T3/mock, 3T3/MUC1 細胞 ( 5 × 103 細胞 ) を PBS で洗浄後、4% パラホ

ルムアルデヒドを含む PBS 中、室温で、20 分間反応させ、PBS で洗浄後、0.1% Triton® 

X-100 を含む 10% ヤギ血清でブロッキングを行った。次いで、マウス抗 MUC1-ND 抗体, 

ヤギ抗 Galectin-3 抗体またはコントロール IgG を含む 0.1% Triton® X-100/1% BSA/PBS 

溶液中、4˚C で、2 時間反応させた。PBS で洗浄後、Alexa Fluor®-488 標識ウサギ抗マウス 

IgG ( Molecular ProbesTM ), Alexa Fluor®-594 標識ウサギ抗ヤギ IgG ( Molecular ProbesTM ), 

DAPI を含む 0.1% Triton® X-100/1% BSA/PBS 中、4˚C で、1 時間反応させた。PBS で洗

浄した後に、ProLong® Gold Antifade Reagents ( invitrogen ) を用いて封入し、共焦点顕微鏡 

( Leica microsystems, TCS SPE, Obj ; ×63 ) により顕鏡した。 

 

2-1-6．細胞表面のビオチン化 

標識する細胞を、0.1 mg/ml EZ-Link® Sulfo-NHS-Biotin ( Thermo ) を含む PBS 中で、4˚C, 1 

時間反応させた。過剰のビオチンは、0.1 M グリシンを含む PBS により洗浄し、取り除い

た。 

 

2-1-7．免疫沈降 

Galectin-3 の免疫沈降は以下のように行った。2-1-6．項の方法でビオチン標識した細胞を 
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2-1-3．項の細胞抽出用溶液を用い、細胞を氷上で 30 分静置後、4˚C, 14,000×g の条件下で 

20 分間遠心し、上清を細胞溶解液として得た。調製した細胞抽出液に、ヤギ抗 Galectin-3 抗

体またはコントロール IgG を加え、4˚C, 2 時間反応させた。PureProteomeTM Protein G 

Magnetic Beads ( MILLIPORE ) を加え、4˚C, 1 時間反応させた後、細胞抽出用溶液で Beads 

を洗浄し、試料を得た。試料は 2-1-4．項と同様に 電気泳動後、ウエスタンブロッティン

グし、膜をブロッキング後、HRP 標識ストレプトアビジン ( invitrogen ) あるいは 2-1-4．

項で用いた抗体により、Galectin-3 を検出した。 

MUC1-CD および β-catenin の免疫沈降は以下のように行った。2-1-3．項に従い、得られた

細胞抽出液に、ハムスター抗 MUC1-CD 抗体, マウス抗 β-catenin 抗体またはコントロー

ル IgG を加え 4˚C, 2 時間反応させた。さらに、Protein G-SepharoseTM 4 Fast Flow ( GE 

Healthcare ) を加え、4˚C, 1 時間反応させた後、細胞抽出用溶液で Beads を洗浄し、試料を

得た。 

 

2-1-8．N-Glycanase 処理 

細胞抽出液 ( 250 µg protein ) を、Glycopeptidase F ( 10 mU, TaKaRa ) を含む 100 mM 

Tris-HCl, pH 8.6 溶液中で、37˚C, 17 時間処理した。 

 

2-1-9．O-Glycanase 処理 

MUC1-ND 画分 ( 10 µg protein ) を O-glycanase ( 2 × 105 U, BioLabs inc. ) を含む 0.25% 

SDS, 1% NP-40, 20 mM Dithiothreitol ( DTT ), 50 mM リン酸緩衝液, pH 7.5 溶液中で、37˚C, 

17 時間処理した。 

 

2-1-10．O-Glycanase と neuraminidase 処理 

MUC1-ND 画分 ( 10 µg protein ) を O-glycanase ( 2 × 105 U, BioLabs inc. ) および 

neuraminidase ( 50 mU, Arthrobacter ureafaciens, Nacalai tesque ) を含む 0.25% SDS, 1% NP-40, 

20 mM DTT, 50 mM リン酸緩衝液, pH 7.5 溶液中で、37˚C, 17 時間処理した。 

 

2-1-11．MUC1-ND, -CD の分離 

ビオチン化した 3T3/MUC1 細胞を 2-1-3．項に示した方法により調製したビオチン標識し

た 3T3/MUC1 細胞溶解液を、ゲル濾過のカラム ( SepharoseTM CL-6B gel, GE-Healthcare, 2.8 

× 91 cm ) にかけ、ゲル濾過溶出液 ( 25 mM Tris-HCl, pH7.5, 0.15 M 塩化ナトリウム, 0.5 % 

Triton® X-100 ) を通し、分画した。80 画分 ( 8 ml/tube ) に分画し、ドットブロット法によ

り、各画分を Zeta 膜に転写後、HRP 標識ストレプトアビジンを用いて発色し、細胞表面
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のタンパク質の溶出位置を確認した。MUC1 を含む画分を集め、4M グアニジン塩酸を含

む塩化セシウム密度勾配遠心 ( 10℃, 36,000 rpm, 72 h, HITACHI, P40ST rotor ) を行い、24 

画分 ( 0.5 ml/tube ) に分画した。得られた画分をドットブロット法により、Zeta 膜および 

PVDF 膜に転写し、それぞれ MUC1-ND, -CD を検出後、MUC1-ND あるいは MUC1-CD の

みを含む画分を得た。また、ゲル濾過溶出液に対し透析した試料を 電気泳動後、ウエスタ

ンブロッティングし、MUC1-ND と MUC1-CD が分離されたことを確認した。 

 

2-1-12． Galectin-3 と細胞表面分子の架橋 

3T3/MUC1 細胞 ( 2 × 107 細胞) に Galectin-3 ( 1 µg/ml ) を加え、4℃, 30 分間反応させた。

PBS で洗浄後、1 mg/ml 3,3,-dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate) ( DTSSP, Thermo Fisher 

Scientific ) を含む PBS 中で 4˚C, 1 時間反応させ、架橋した。細胞を 50 mM のグリシン

を含む PBS で洗浄し、3-1-3．項に従い細胞抽出液を得た。  

 

2-1-13．Galectin-3 による細胞の刺激と β-catenin のリクルート 

3T3/mock および 3T3/MUC1 細胞 ( 4.5×105 細胞 ) を 48 時間培養後、PBS で洗浄し、さ

らに、細胞表面に結合した Galectin-3 を除く為に、30 mM ラクトースを含む無血清培地に

より洗浄した。さらに無血清の培地に置き換え、37˚C、5% CO2 下で 1 時間培養した。上

記前処理を行った後、Galectin-3 ( 10 µg/ml ) を加え、37˚C、5% CO2 下で所定時間培養した

後、細胞抽出液を得た。細胞抽出液に、3-1-7．項に示した方法で、抗 MUC1-CD 抗体を加

え免疫沈降物を得た。沈降物を電気泳動, ウエスタンブロッティング後に共沈した 

β-catenin を検出した。 
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2-2．結果 

 

2-2-1．3T3/MUC1 細胞における MUC1 と Galectin-3 の発現 

一般的には、MUC1 を発現している上皮性癌細胞が用いられているが、本研究では、癌細

胞のもつジェネティックあるいはエピジェネティックな影響を排除し、MUC1 固有の機能

を明らかにする目的で 3T3 細胞を用いた。3T3 細胞に MUC1cDNA を導入し、安定的な 

MUC1 発現株を作成し、MUC1 の細胞表面の発現を FACS を用い確認した ( 図 3A )。ま

た、細胞溶解液を調製し、電気泳動後、ウエスタンブロッティングを行い MUC1-ND, -CD, 

および Galectin-3 の発現についても確認した。また、MUC1 の発現に伴う Galectin-3 の発

現に変化は見られなかった ( 図 3B )。 

 

2-2-2．細胞表面における MUC1 と Galectin-3 の局在 

細胞表面での MUC1 と Galectin-3 の分布を抗 MUC1-ND 抗体および抗 Galectin-3 抗体

を用いて共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。本来、細胞質に存在する Galectin-3 は何ら

かの機構により細胞外に放出されることが知られている。3T3/MUC1 細胞においても細胞

表面に Galectin-3 が認められると共に、細胞表面上の MUC1-ND と Galectin-3 の分布は

完全に一致していた ( 図 4A )。また、両分子はドット状に検出され、Galectin-3 による 

MUC1 の架橋が示唆された。一方、3T3/mock 細胞では細胞表面の Galectin-3 による発色

は僅かであった。細胞表面に存在する一般的な糖タンパク質や糖脂質と比較して、MUC1 は 

O-グリカンを大量に発現し、Galectin-3 との結合能が高いことを示している。また、細胞内

の Galectin-3 を観察すると、3T3/mock 及び 3T3/MUC1 細胞における差異は見られなかっ

た ( 図 4B )。 

 

2-2-3．3T3/MUC1 および 3T3/mock 細胞表面上の Galectin-3 のレベル 

細胞表面上に存在する Galectin-3 のレベルを測定する為に、細胞表面分子をビオチン化し

た。細胞溶解液より、Galectin-3 を免疫沈降し、試料とした。試料を電気泳動後、ウエスタ

ンブロッティングにより、膜に転写し、HRP 標識ストレプトアビジンを用いて検出するこ

とにより、細胞表面に存在した  Galectin-3 のみを検出した。3T3/MUC1 細胞表面の 

Galectin-3 のレベルは、3T3/mock 細胞の約 2 倍の量であった ( 図 5A, B )。このことから

も、MUC1 を介して Galectin-3 が細胞表面に保持されていることが示唆された。 

 

2-2-4．Galectin-3 の MUC1-ND への結合 

Galectin-3 の MUC1 への結合については、いくつかの異なる報告がなされている。一方は、
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MUC1-ND 上の O-グリカンとの結合を示す報告 [85]、他方は MUC1-CD 上の N-グリカン

との結合を示す報告である [86]。Galectin-3 の結合部位の同定を試みた。3T3/MUC1 細胞

の細胞溶解液より Galectin-3 を免疫沈降した試料を 電気泳動後、ウエスタンブロッティン

グにより、膜に転写し、共沈した  MUC1 の各ドメインを検出した。MUC1-ND 及び 

MUC1-CD 共に Galectin-3 との共沈がみられた ( 図 6A )。これは MUC1-ND, -CD 両ドメ

インが強い相互作用により結合している為、どちらか片方のドメインに結合していたとし

ても双方のドメインが検出されているものと考えられる。Galectin-3 の結合に MUC1-CD 

の持つ N-グリカンが関与するという Ramasamy et al. [86] の報告より、細胞溶解液を 

N-glycanase 処理し、N-グリカンを切断した後、同様に Galectin-3 と共沈した各ドメインに

ついて検出を行った。N-glycanase 処理を行った場合の試料において MUC1-ND の分子サ

イズは僅かに減少し、MUC1-CD は 17 kDa の分子に集約していた ( 図 6B )。	 MUC1-CD 

には 4 本の N-グリカンが結合しているとされており、N-glycanase 処理により、すべての 

N-グリカンが切断されたことを意味する。従って、N-グリカンが存在しなくても、Galectin-3 

と MUC1 が相互作用していることになり、MUC1-ND 上の O-グリカンが Galectin-3 の 

MUC1 への結合に関与していることが強く示唆された。しかし、これはあくまで間接的な

証明であり、両ドメインと Galectin-3 の直接的な結合を示すには十分ではないと考え、

MUC1-ND, -CD を分離し、それぞれのドメインについて Galectin-3 との相互作用を検討し

た。まず、3T3/MUC1 細胞の細胞表面をビオチンにより標識し、細胞抽出液をゲル濾過に

かけ、得られた画分のドットブロットより、表面分子の分布を調べ、各画分のドットの濃

さを測定しグラフ化した ( 図 7A, B )。MUC1 を含む画分を集め、4 M グアニジン塩酸存

在下で、塩化セシウム密度勾配遠心を行った ( 図 7C )。得られた画分をドットブロットし、

MUC1-ND 及び -CD を検出した ( 図 7D )。画分の 3~5 を MUC1-ND のみを含む画分 

( Fraction a )、画分の 21~23 を MUC1-CD のみを含む画分 ( Fraction b ) として回収した。

Fraction a, b を試料とし、電気泳動後、ウエスタンブロッティングにより、膜に転写し、各

画分に、他方のドメインの混入の有無を検証したところ、相互の混入は皆無であることを

確認した  ( 図  7E )。MUC1-ND, -CD の画分に  Galectin-3 を加え、結合させた後、抗 

Galectin-3 抗体による免疫沈降物を 電気泳動, ウエスタンブロッティング後に MUC1-ND, 

-CD を検出した。その結果、沈降物に検出されたのは MUC1-ND であり、MUC1-CD は検

出されなかった ( 図 8A, B )。さらに、生理的状態における MUC1-ND への Galectin-3 の

結合を確認する目的で、3T3/MUC1 細胞に Galectin-3 を 4˚C, 30 分間反応させ、PBS で洗

浄した後、DTSSP を用いてタンパク質間を架橋した。この細胞の抽出液より、同様に、

MUC1-ND, -CD を分離し、電気泳動後、ウエスタンブロッティングにより、両ドメインの

分離を確認した。各画分の MUC1-ND 及び MUC1-CD を免疫沈降し、沈降物を 電気泳動, 
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ウエスタンブロッティング後、Galectin-3 を検出した。なお、DTSSP は分子内にジスルフ

ィド結合を持ち還元状態での電気泳動で Galectin-3 は架橋されたタンパク質より分離され

る ( 図 8C )。Galectin-3 は、MUC1-ND 画分にのみ検出され、MUC1-CD 画分では検出さ

れなかった。従って、生理的な状態においても、Galectin-3 は  MUC1-CD ではなく 

MUC1-ND と結合することがわかった。MUC1-ND は多数の O-グリカンを持つことが知ら

れている。そこで、O-glycanase 処理を行い、O-グリカンを切断した場合の Galectin-3 の結

合について検討した。O-glycanase 処理を行うと MUC1-ND の分子サイズが、僅かに減少

したことから、部分的に O-グリカンが除去されたことが予想された ( 図 8D, lane b )。ま

た、neuraminidasae 処理を同時に行うことで、MUC1-ND の糖鎖が著しく切断されることが

わかった  ( 図  8D, lane c )。酵素未処理および上記の条件で処理した試料について、

Galectin-3 との結合について検討した。O-Glycanase 処理を行ったとき、MUC1-ND と 

Galectin-3 の結合に少し影響がみられた ( 図 8D, lane e )。また、neuraminidase処理も加え

ることで、MUC1-ND と Galectin-3 の結合は完全に消失することがわかった ( 図 8D, lane 

f )。シアル酸の存在が近傍の糖鎖にも影響し、O-glycanase による切断が不十分であったこ

とが予想される。結果的にシアル酸除去後に O-glycanase が作用し、Galectin-3 の結合活性

が消失したものと考えられる。すなわち、MUC1-ND 上の TF 抗原が Galectin-3 の結合に

関与していることが示唆された。 

 

2-2-5．MUC1 発現細胞への Galectin-3 の結合に伴う MUC1-CD への β-catenin のリクルー

ト 

細胞外に分泌された Galectin-3 は、細胞間の相互作用や接着，ラティス構造の形成などに

機能していることが知られている [87,88]。Galectin-3 は二量体あるいは五量体などの多量

体を形成することで、多くの細胞表面の糖タンパク質を架橋し、より強いシグナル伝達の

引き金となると考えられる。しかしながら、細胞表面上の MUC1 へのリガンドの結合によ

るシグナル伝達についてはほとんど研究されていない。数少ない例として、ICAM-1 が 

MUC1 に直接結合し、細胞内の カルシウム濃度が増加することが報告されている[53,54]，

Pseudomonas aeruginosa やフラジェリンも MUC1 に結合し、シグナルを惹起する [89]。

MUC1-CD は Scaffold protein として知られており、EGF などの成長因子の受容体への結合

に伴い、近傍に存在する MUC1 の細胞質ドメインがリン酸化され、各種因子 ( β-catenin, 

p120 catenin, p53, estrogen receptor α など ) のリクルートが報告されている。中でも、

β-catenin のリクルートは細胞増殖や形質転換などの調節に深く関わっており重要である。 

まず、MUC1 の強制発現による β-catenin の発現量に対する影響の有無について検討した。

3T3/mock および 3T3/MUC1 細胞の細胞抽出液を電気泳動し、ウエスタンブロッティング
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後に β-catenin を検出したところ、MUC1 の強制発現による β-catenin の発現量に変化はみ

られなかった ( 図 9A )。次に、Galectin-3 の結合による MUC1-CD への β-catenin のリク

ルートについて検討した。各細胞は、血清中の成長因子の影響を取り除く為に、無血清の

培養液に置き換え、1 時間培養した。また、すでに細胞表面に結合している Galectin-3 を

除去する為に、30 mM のラクトースを含む無血清の培養液で細胞を洗浄した。Galectin-3 存

在化で、37˚C, 30 分、培養後に細胞を可溶化し、得られた細胞抽出液より免疫沈降した 

MUC1-CD あるいは β-catenin を電気泳動し、ウエスタンブロッティング後に MUC1-CD 

と共沈した β-catenin あるいは β-catenin と共沈した MUC1-CD を検出した ( 図 9B )。そ

の結果、Galectin-3 の結合に伴い MUC1-CD に β-catenin がリクルートされることがわか

った。また、Galectin-3 の処理を経時的に行い、MUC1-CD と共沈する β-catenin について

検討した。Galectin-3 処理後、30 分で MUC1-CD と β-catenin の共沈は最大となり、その

後は、減少傾向にあることがわかった ( 図 9C, D )。 
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2-3．考察 

 

MUC1 上の糖鎖への Galectin-3 の結合はすでに多くの報告で示されている。一般的に糖鎖

の付加は個々の細胞のもつ糖転移酵素群によって規定される。繊維芽細胞に発現させた 

MUC1 について、その発現およびその糖鎖付加のヘテロジェナイティについて、FACS ( 図 

3A ) および、電気泳動 ( 図 3B ) を用いて検討した。細胞表面での発現は FACS により確

認すると共に、電気泳動、ウエスタンブロッティングによる解析では、MUC1-ND, -CD は

それぞれ 250 kDa 付近のスミヤーなバンド、15~25 kDa の複数のバンドとして検出された。

これらの電気泳動上のパターンは、上皮細胞に発現する MUC1 と基本的に同じパターンを

示した。すなわち、MUC1-ND は N-glycanase ( 図 6B ) や O-glycanase ( 図 8D ) 処理によ

って、分子サイズに変化がみられることから、それらのグリカンの付加によるヘテロジェ

ナイティにより、スミアーなバンドとなったものと考えられる。また、MUC1-CD につい

ては、上皮細胞に発現した MUC1-CD についても同様のヘテロジェナイティが認められ、

N-グリカンの結合数の違いによって生じる分子種の違いと考えられる。また、Galectin-3 の

発現については、以前の報告で膵臓癌細胞において、MUC1 の発現の亢進が Galectin-3 の

発現を誘導するとされているが、3T3/MUC1 および 3T3/mock 細胞を比較した場合、前者

の方が増加している傾向はみられたが、細胞表面上の MUC1 と Galectin-3 が結合し、保

持されていることで、増加している可能性が高い ( 図 3B, 図 4A )。 

Galectin-3 は細胞の内外に存在し、それぞれ独自の機能を有する。細胞外の Galectin-3 は細

胞表面のガラクトース含有の糖鎖に結合することで、様々な影響を細胞に与えるものと予

想される。MUC1 は  Galectin-3 の内在性のリガンドであることが既に報告されている 

[13-16] が、細胞接着との関連性を検討したものである。即ち、Galectin-3 の結合は MUC1 

の細胞表面における分布を局在化させ、接着分子を露出させることで、癌細胞間の接着あ

るいは癌細胞と血管内皮細胞の接着を高め、結果として、癌細胞の転移を促進するとされ

ている。本研究においても、MUC1 を発現することによって、細胞表面上により多くの 

Galectin-3 が保持されていることは、共焦点レーゼー顕微鏡による観察 ( 図 4A ) や細胞表

面をビオチン標識して得た生化学的手法による結果 ( 図 5 ) からも確認された。さらに、

細胞表面の MUC1 と Galectin-3 がドット上に共局在したことは、Galectin-3 の MUC1 へ

の結合により、MUC1 が多量体を形成したことを示唆している。また、このような形状は

一般的に  MUC1 に強いシグナルを伝達する可能性を示唆している。次により明確に 

Galectin-3 と MUC1 の結合を示す目的で、共沈実験を行った。図 6A に示すように、抗 

Galectin-3 抗体により、 MUC1-ND および -CD の共沈が確認された。Galectin-3 の MUC1 

上の結合部位については、MUC1-ND 上の O-グリカン [85] と MUC1-CD 上の N-グリカ
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ン [86] であるという異なる報告があり、明確になっていない。図 6B に示すように、

N-glycanase 処理後も MUC1-ND および -CD は Galectin-3 と共に共沈した。この結果は、

O-グリカンへの結合を強く示唆しているが、酵素消化が不完全である可能性や N-グリカン

に結合しないということは断定できない。従って、最終的には、MUC1-ND と -CD を分離

して、Galectin-3 との結合を調べた。図 7D, E に示すように両ドメインが相互に混入する

こと無く分離された。Galectin-3 との共沈実験 ( 図 8A, B ) では、MUC1-ND への結合が

認められたが、MUC1-CD への結合は認められなかった。Galectin-3 は MUC1-CD 上の N-

グリカンに結合するという報告もあり、個々の細胞によって異なる可能性も残されている。

当研究室では、ヒト大腸癌細胞由来細胞株 HCT116 細胞についても同様の実験を試みたが、

同様の結果を得ている ( 森 勇伍ら 未発表データ )。さらに、MUC1-ND と MUC1-CD を

分離するためには、高濃度のグアニジン塩酸を使用して変性させる必要がある。変性タン

パク質への Galectin-3 の結合と生理的状況下での結合に相違がみられる可能性も否定でき

ない。そこで、3T3/MUC1 細胞を Galectin-3 とインキュベートした後に DTSSP により、

近傍のタンパク質同士を架橋した。その後、同じ手法で両タンパク質を分離し、架橋され

た Galectin-3 を検出したところ、同様に MUC1-ND に結合することがわかった ( 図 8C )。

MUC1-ND は O-グリカンに富む糖タンパク質であり、Galectin-3 の結合部位であることが

強く示唆されたことから、O-glycanase 処理後の変化を見たところ、分子サイズも Galectin-3 

の結合活性も大きな変化は見られなかった。しかしながら、neuraminidase と共に処理した

場合、MUC1-ND のバンドは低分子化し、Galectin-3 の結合活性も消失した。脱シアル化し

た糖鎖については、O-glycanase により著しく低分子化したことから、多くの糖鎖は、シア

ロ  TF やジシアロ  TF 抗原であることが示唆された。シアル酸の結合した状態では、

O-glycanase が作用しにくく、Galectin-3 の結合部位と予想される TF 抗原も切断されなか

ったものと考えられる。Galectin-3 に結合する糖鎖としては、ポリラクトサミン構造や TF 

抗原が考えられるが、これらの結果は、ポリラクトサミン構造をもつ比較的長い糖鎖では

なく、TF 抗原の可能性が高いことがわかった。 

細胞外における Galectin-3 は、細胞間の相互作用や接着，ラティス構造の形成などを担う

とされている [87,88]。それらの機能に加えて、Galectin-3 は二量体あるいは五量体などの

多量体を形成することで、多くの細胞表面の糖タンパク質を架橋することから、Galectin-3 

の結合は強いシグナル伝達の引き金となると考えられた。増殖因子を起点とした MUC1 を

経由したシグナル伝達の場合、MUC1-CD に様々な因子がリクルートされることが示され

てきた。中でも β-catenin は癌細胞の悪性形質の発現と密接な関係があることから、MUC1 

への Galectin-3 の結合についても β-catenin のリクルートについて検討した。細胞抽出液

からの MUC1-CD と β-catenin の共沈は、Galectin-3 で処理した細胞のみに認められたこ
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とから、Galectin-3 の結合に伴う現象であることがわかった ( 図 9B )。MUC1 と作用する

キナーゼとして、c-Src が知られているが、3T3/MUC1 細胞においては、Galectin-3 の 

MUC1-ND への結合が、MUC1 のコンフォメーションに変化を齎し [92-94]、c-Src のキナ

ーゼ作用により、MUC1-CD への β-catenin のリクルートが亢進したものと考えられる。

Galectin-3 の生物学的作用は結合する細胞表面の分子の作用に委ねられる。β-Integrin [95] 

や EGFR [96] に結合するという報告もあり、前者の場合、Vascular cell adhesion molecule-1 

( VCAM-1 ) 上の N-グリカンに結合し、ERK1/2 のリン酸化を抑制し細胞増殖が阻害される 

[97]。従って、細胞への影響は複数の受容体を介したものになる可能性がある。しかしなが

ら、MUC1 のタンデムリピート上の O-グリカンには多くのリガンド糖鎖が存在するものと

予想される。また、癌組織微小環境には高濃度に Galectin-3 が存在するものと考えられ、

MUC1 と Galectin-3 の相互作用は新たな腫瘍悪性化の分子機構のひとつとなるものと考

えられる。 
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3．Siglec-9 の MUC1 への結合に伴うシグナル伝達 
 

3-1．材料と方法 

 

3-1-1．細胞の培養 

3T3/mock および 3T3/MUC1 細胞は 2-1-1 項と同様に作成し、培養した。ヒト胎児腎臓由

来 HEK293 細胞, ヒト大腸癌由来細胞株 HCT116 細胞, ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549 

細胞は ATCC より購入した。HEK293 細胞に空ベクターもしくは fSiglec-9 ( full length 

Siglec-9 ) を強制発現した HEK293/mock および HEK293/Siglec-9 細胞は、10% ウシ胎児血

清、2 mM L-グルタミン、25 mM D-グルコースを含むダルベッコ変法イーグル培地(日水製

薬)を用いて 37˚C, 5% CO2 下で培養した。HCT116 細胞に空ベクターもしくはヒト 

MUC1cDNA を導入した HCT116/pIRES puro2 ( HCT116/Mock ) 細胞 および 

HCT116/pIRES puro2-MUC1 ( HCT116/MUC1 ) 細胞は、56℃, 30 分間、非動化処理した 10% 

ウシ胎児血清 ( 10% 非動化血清 ), 4 mM L-グルタミン, 1 µg/ml ピューロマイシンを含む

ダルベッコ変法イーグル培地 ( DMEM, 日水製薬 ) を用いて、37℃, 5% CO2 下で培養した。

A549 細胞は、10% ウシ胎児血清を含む F-12 K 培地を用いて、37˚C, 5% CO2 下で培養し

た。 

 

3-1-2．細胞溶解液の調製 

2-1-3．項に記載した方法により行った。 

 

3-1-3．イムノブロッティング 

電気泳動, ウエスタンブロッティングは、 2-1-4．項と同様に行った。目的に応じて、マウ

ス抗 MUC1-ND 抗体, ハムスター抗 MUC1-CD 抗体 ( Arm.Ham Anti-MUC1 Ab5 Ab, Neo 

Markers ), マウス抗 β-actin 抗体 ( SIGMA ), マウス抗 β-catenin 抗体 ( Santa Cruz ), ウサ

ギ抗 EGFR 抗体 ( Cell Signaling ), ウサギ抗 FGFR-3 抗体, ウサギ抗 c-Src 抗体 ( Cell 

Signaling ), ウサギ抗 Lyn 抗体 ( Cell Signaling ), ウサギ抗 Lck 抗体 ( Santa Cruz ), マウス

抗リン酸化 β-catenin 抗体 ( Santa Cruz ), マウス抗 Histone 2B 抗体 ( Cell Signaling ), マウ

ス抗 IκB-α 抗体 ( Santa Cruz ), ウサギ抗 c-myc 抗体 ( Cell Signaling ), を含む 5% 

BSA/PBS 溶液中で膜を 4˚C, 一晩、反応させた。TBS-T で 4 回洗浄後、一次抗体の動物

種に応じて、二次抗体として、それぞれ HRP 標識ウサギ抗マウス IgG ( Zymed ), HRP 標

識ヤギ抗ハムスター IgG ( Santa Cruz ), HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG ( Zymed ) を含む 

TBS-T 溶液中、室温で 1 時間反応させた。以下、2-1-4．項と同様に行った。 
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3-1-4．Siglec 結合糖タンパク質の解析 

3-1-2．項に従い得た細胞抽出液に、Fc-tag Siglec-3, -5, -9 ( R&D ) および His-tag Siglec-1 

( R&D )を加え ( 2 µg protein )、4˚C, 2 時間反応させた後、Protein G-SepharoseTM 4 Fast Flow 

または Nickel-nitrilotriacetic acid-agarose ( Qiagen ) を加え、4˚C, 1 時間反応させた。樹脂を

細胞抽出液により洗浄し、沈降物を得た。 

 

3-1-5．プレートアッセイ 

Universal Bind 96-well plates ( Corning ) に PBS または MUC1-ND を 0.5 µg 含む PBS を

加え、4˚C, 2 時間反応させた。2.5% BSA/PBS 溶液中でブロッキングを行った後、可溶型 

Siglec-9 を加え、4˚C, 2 時間反応させた。0.2 M NaCl, 0.05% Tween 20 を含む 50 mM リン

酸緩衝液, pH7.5 により洗浄した後、HRP 標識 Protein G ( GE Healthcare ) を含む同溶液中

で 4˚C, 2 時間反応させた。同溶液で洗浄した後、TMB peroxidase substrate system ( Nacalai 

Tesque ) を用いて発色し、450 nm の吸光度を測定した。 

 

3-1-6．免疫組織染色 

パラフィン包埋された膵臓癌, 乳癌, 大腸癌及び正常組織切片をキシレンおよびエタノー

ルにより脱パラフィンし、10 mM クエン酸緩衝液, pH 6.0 溶液中で 100˚C, 15 分間処理し、

抗原を賦活化させた。PBS で洗浄後、5% BSA/PBS 中、室温で 30 分間ブロッキングを行

った。切片をマウス抗 MUC1-ND 抗体, ウサギ抗 Siglec-9 抗体 ( ABGENT ) またはコント

ロール IgG を含む 1% BSA/PBS 中、4˚C, 一晩反応させた。PBS で洗浄後、Alexa Fluor®-488 

標識ヤギ抗マウス IgG ( Molecular ProbesTM ), Alexa Fluor®-594 標識ヤギ抗ウサギ IgG 

( Molecular ProbesTM ) および DAPI を含む 1% BSA/PBS 中、室温で 1 時間反応させた。

切片を PBS で洗浄後、ProLong® Gold Antifade Reagents ( invitrogen ) を用いて封入し、蛍光

顕微鏡 ( OLYMPUS®, IX70, Obj ; ×20 ) により顕鏡した。蛍光観察後の切片を 

Hematoxylin-Eosin ( HE ) 染色し、蛍光像と同位置の HE 染色像を得た。 

 

3-1-7．β-Catenin の免疫染色 

3T3/MUC1 細胞 ( 5 × 103 細胞 ) を無血清培養液中で、37˚C, 1 時間培養した後、可溶型 

Siglec-9 ( 2.5 µg/ml ) または PBS を添加し、1 時間反応させた。4% パラホルムアルデヒド

を含む PBS 中、室温で、20 分間処理した。PBS で洗浄後、0.1% Triton® X-100 を含む 10% 

ヤギ血清でブロッキングを行い、マウス抗 β-catenin 抗体またはコントロール IgG を含む 

0.1% Triton® X-100/1% BSA/PBS 溶液中、室温で 2 時間反応させた。PBS で洗浄後、Alexa 
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Fluor®-488 標識ヤギ抗マウス IgG, Propidium iodide ( PI ) を含む 0.1% Triton® X-100/1% 

BSA/PBS 中、室温で、1 時間反応させた。PBS で洗浄した後に、ProLong® Gold Antifade 

Reagents ( invitrogen ) を用いて封入し、蛍光顕微鏡 ( OLYMPUS®, IX70, Obj ; ×20 ) により

顕鏡した。MUC1-CD との共局在を観察する場合は、同様の試料を用いて、一次抗体とし

てマウス抗 β-catenin 抗体, ハムスター抗 MUC1-CD 抗体を含む 0.1% Triton® X-100/1% 

BSA/PBS 溶液中、室温で 2 時間反応させた。PBS で洗浄後、Alexa Fluor®-488 標識ヤギ抗

マウス IgG, DyLight 594 標識ヤギ抗ハムスター IgG および DAPI を用いて染色し、共焦

点顕微鏡 ( Leica microsystems, TCS SPE, Obj ; ×63 ) により顕鏡した。 

 

3-1-8．FACS 

細胞 ( 3T3/mock, 3T3/MUC1, HEK293/mock, HEK293/Siglec-9, HCT116/MUC1 ; 1 × 106 また

は 5 × 105 細胞) をPBS と、0.5% BSA/PBS でそれぞれ 2 回洗浄後、ウサギ抗 EGFR 抗体 

( Santa Cruz )，ウサギ抗 FGFR-3 抗体 ( Santa Cruz )，マウス抗 Siglec-9 抗体 ( R&D )，お

よびコントロール IgG ( マウス，ウサギ ) を含む 0.5% BSA/PBS 中で、4˚C，2 時間、反

応させ、0.5% BSA/PBS で 2 回洗浄した。二次抗体として FITC 標識ウサギ抗マウス IgG 

( Zymed )，Alexa Fluor®-488 標識ヤギ抗ウサギ IgG ( Molecular ProbesTM ) を含む同溶液中で、

4˚C，1 時間、遮光下で反応させ、0.5% BSA/PBS で 3 回洗浄後、FACS Calibur ( Becton 

Dickinson ) を用いて解析した。 

細胞 ( 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 ; 1 × 106 または 5 × 105 細胞) をPBS と、0.5% BSA/PBS 

でそれぞれ 2 回洗浄後、Fc-tag Siglec-9 ( R&D, 以下 Siglec-9-Fc )，ビオチン標識 MAM 

(Vector Laboratories Inc. ) を含む 0.5% BSA/PBS 中で、4˚C，2 時間、反応させ、0.5% BSA/PBS 

で 2 回洗浄した。FITC 標識 Protein G ( Zymed ) または FITC 標識ストレプトアビジン

( BD PharmingenTM ) を含む同溶液中で、4˚C，1 時間、遮光下で反応させ、0.5% BSA/PBS で 

3 回洗浄後、FACS Calibur ( Becton Dickinson ) を用いて解析した。 

 

3-1-9．可溶型 Siglec-9 および増殖因子による細胞の刺激 

細胞 ( 4.5×105 細胞 ) を 48 時間培養し、PBS で洗浄後、無血清の培地に置き換え、37˚C、

5% CO2 下で 1 時間培養した。可溶型 Siglec-9 ( 1~10 µg/ml ), EGF ( PEPROTECH INC., 20 

ng/ml ) または FGF2 ( R&D，30 ng/ml ) を加え、37˚C、5% CO2 下で所定時間培養した後、

細胞を回収し、細胞抽出液を得た。また、c-Src の関与を検討する実験においては、10 µM の 

4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-D]pyrimidine ( PP2 ) を含む培養液で処理後

に可溶型 Siglec-9 を加えた。 
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3-1-10．免疫沈降 

3-1-2．項に従い、得られた細胞抽出液に、マウス抗 MUC1-ND 抗体, ハムスター抗 

MUC1-CD 抗体, マウス抗 β-catenin 抗体, ウサギ抗 EGFR 抗体, ウサギ抗 FGF-3 抗体ま

たはコントロール IgG を加え 4˚C, 2 時間反応させた。さらに Protein G-SepharoseTM 4 

Fast Flow ( GE Healthcare ) を加え、4˚C, 1 時間反応させた後、細胞抽出用溶液で Beads を

洗浄し、試料を得た。 

 

3-1-11．可溶型 Siglec-9 の 3T3/MUC1 細胞への結合に伴う β-catenin のリクルート 

3T3/mock, 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 および A549 細胞 ( 4.5×105 細胞 ) を 48 時間培養

後、3-1-9．項に示した方法で可溶型 Siglec-9 により処理した。回収した細胞より得られた

細胞抽出液に、3-1-10．項に示した方法で、抗 MUC1-CD 抗体または抗 β-catenin 抗体を加

え免疫沈降物を得た。沈降物を 電気泳動, ウエスタンブロッティング後に共沈した 

β-catenin または MUC1-CD を検出した。 

 

3-1-12．3T3/MUC1 および HCT116/MUC1 細胞と HEK293/Siglec-9 細胞の共培養に伴う 

β-catenin のリクルート 

3T3/MUC1, HCT116/MUC1, HEK293/mock 及び HEK293/Siglec-9 細胞は、Cell Dissociation 

Buffer Enzyme-Free Hank’s-based ( gibco® ) を用い、ディッシュから剥離し、マイクロチュー

ブ内において無血清培地中で、37˚C, 1 時間インキュベートした。この間、一部の 3T3/MUC1 

および HCT116/MUC1 細胞については neuraminidase 処理を行った ( 次項参照 )。MUC1 

発現細胞 ( 1 × 106 細胞 ) を HEK293/mock あるいは HEK293/Siglec-9 細胞 ( 1 × 106 細

胞 ) と混合し、37˚C で攪拌しながら 20 分間、インキュベートした。マイクロチューブを

遠心し、得た細胞塊より、3-1-2, 3-1-10, 3-1-3．項に従い MUC1-CD にリクルートした 

β-catenin を検出した。 

 

3-1-13．細胞の neuraminidase 処理 

無血清の培地中において、3T3/MUC1 および HCT116/MUC1 細胞 ( 1 × 106 細胞 ) に対し

て、neuraminidase ( 50 mU, Arthrobacter ureafaciens ) を加え、37˚C, 1 時間処理した。 

 

3-1-14．細胞質および核画分の分離 

Halwani et al. [84] の方法に従った。 

 

3-1-15．増殖・生存能の測定 
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3T3/MUC1 細胞 ( 2 × 103 細胞 ) を 96 well plate で一晩培養し、PBS で洗浄後、無血清の

培地に変換した。可溶型 Siglec-9 ( 2.5 µg/ml ) を加え、37˚C、5% CO2 で 20 分間培養した。

培地に 10% になるように血清を加え、37˚C, 5% CO2で 24, 48, 72 時間培養した後、MTT 細

胞数測定キット ( Nacalai Tesqe ) を用い、細胞数を測定した。 
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3-2．結果 

 

3-2-1．MUC1 と Siglec-9 の結合 

癌組織微小環境に浸潤する免疫細胞上には様々な Siglec 分子が発現している。その中で 

MUC1 と結合する Siglec 分子を検索した。3T3/MUC1 細胞の細胞抽出液に、tag 付きの 

Siglec-1, -3, -5 および -9 を加え、結合物を回収した。結合物を電気泳動し、ウエスタンブ

ロッティング後に MUC1-ND を検出した( 図 10A )。いずれの Siglec も、MUC1 に結合

したが、中でも、Siglec-9 に対する結合性が高いことが明らかとなった ( 図. 10A, lane b )。

3T3/MUC1 細胞の培養上清から精製した MUC1-ND と tag 付きの Siglec-9 を用いたプレ

ートアッセイによってもその結合が確認された ( 図 10B )。 

 

3-2-2．ヒト癌組織における Siglec-9 発現細胞の分布 

癌組織微小環境に浸潤した免疫細胞上の Siglec-9 と癌細胞上の MUC1 が相互作用する可

能性について、それぞれの抗体を用いて両分子の分布を可視化した。MUC1 は従来の知見

通り、各種上皮性悪性腫瘍に広く発現されていることが確認された。また、正常組織にも

少量ながらその発現が認められ、癌化に伴って MUC1 の発現が上昇するという従来の知見

と一致した。癌組織において、Siglec-9 陽性細胞は、MUC1 陽性細胞の中に散在し、一部

の細胞で両分子の共局在を示す像が得られた。なお、正常組織においては、腔の内側 ( ア

ピカル側 ) に MUC1 が分布し、Siglec-9 陽性細胞は腔の外側に散見された ( 図 11 )。こ

れは上皮細胞の極性が保持された状態では、双方の細胞は物理的に接近出来ない状況を示

していると考えられる。 

 

3-2-3．MUC1 シグナル伝達における成長因子の関与の有無 

ヒト乳癌細胞株およびマウス乳腺細胞において、MUC1 のシグナル伝達に EGFR や FGFR 

の関与が報告されている。これらの報告では、MUC1 と受容体が複合体を形成し、EGF や 

FGF の刺激により、MUC1 への β-catenin のリクルートが促進される。3T3/MUC1 細胞の

系においても本現象の有無を確認するために、3T3/MUC1 細胞における EGFR および 

FGFR の発現およびシグナル伝達への関与を検討した。まず、FACS により、3T3/MUC1 細

胞表面の EGFR および FGFR の発現を調べた ( 図 12 A )。3T3/MUC1 細胞上には、

FGFR-3 の発現は認められたが、EGFR の発現は認められなかった。次に、増殖因子等の刺

激の無い状態において、同細胞上の MUC1 と FGFR-3 の相互作用の可能性について免疫

沈降法により検討した( 図 12B )。抗 MUC1-ND 抗体を用いた免疫沈降において、FGFR-3 

の共沈はみられなかった ( 図 12B, lane c )。また、抗 FGFR-3 抗体を用いた免疫沈降にお
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いても、MUC1-ND の共沈はみられなかったことから( 図 12B, lane b )、両分子は未刺激下、

平常状態において、相互作用していないことが示唆された。さらに、FGF ( 図 12C ) およ

び可溶型 Siglec-9 ( 図 12D ) による刺激時における MUC1 と FGFR-3 の相互作用につい

ても同様に検討した。また、EGFR の発現がみられる HCT116/MUC1 細胞においても、抗 

MUC1-ND 抗体および抗 EGFR 抗体を用い、同様の手法により、MUC1 と EGFR の相互

作用について検討した ( 図 12E )。いずれの場合も MUC1 と増殖因子受容体との相互作用

は検出されなかった。 

 

3-2-4．可溶型 Siglec-9 の MUC1 への結合による MUC1-CD への β-catenin のリクルート 

上述したように、従来の報告では、増殖因子の増殖因子受容体への結合が、共局在する 

MUC1 のリン酸化、そして、MUC1-CD への β-catenin のリクルートを促進するとされて

いる。このような増殖因子の受容体との相互作用を介さずに、可溶型 Siglec-9 の MUC1 へ

の結合による  MUC1-CD への  β-catenin のリクルートの可能性について検討した。

3T3/mock あるいは 3T3/MUC1 細胞を、可溶型 Siglec-9 により、20 分間処理し、細胞を

回収した。細胞抽出液より、抗 MUC1-CD 抗体を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降物を 

SDS-PAGE し、ウエスタンブロッティング後に MUC1-CD と共に β-catenin を検出した

( 図 13A, lane a-d )。同様に得た細胞抽出液に抗 β-catenin 抗体を用いて免疫沈降を行い、

MUC1-CD の共沈についても検討した ( 図 13A, lane e, f )。3T3/MUC1 細胞において、可

溶型 Siglec-9 の処理を行った場合に、MUC1-CD と共沈する β-catenin が増加し、また、

β-catenin と共沈する MUC1-CD も検出されたことから。Siglec-9 の MUC1 への結合に伴

い MUC1-CD に β-catenin がリクルートされることがわかった ( 図 13A, lane d, f )。同様

の実験を、ヒトの大腸癌細胞である  HCT116 に  MUC1 を強制発現させた細胞 

( HCT116/MUC1 ) と、MUC1 を内在するヒト肺胞基底上皮腺癌細胞 A549 細胞を用いて行

った ( 図 13A, lane g-j )。これらの細胞株においても、3T3/MUC1 細胞と同様に可溶型 

Siglec-9 の処理により、MUC1-CD への β-catenin のリクルートが亢進した。これらのこと

から、Siglec-9 の MUC1 への結合が直接的に MUC1-CD への β-catenin のリクルートを促

進していると考えられる。次に、この相互作用による β-catenin のリクルートに関して、時

間および濃度依存性について検討した。まず、可溶型 Siglec-9 の濃度を 2.5 µg/ml として、

0~40 分間経時的に細胞を処理した ( 図 13B )。また、可溶型 Siglec-9 による処理時間を 20 

分として、可溶型 Siglec-9 の濃度を 0~5 µg/ml で細胞を処理した ( 図 13C )。MUC1-CD 

への β-catenin のリクルートは、可溶型 Siglec-9 の処理後 20 分で最大となった ( 図 13D )。

また、処理する可溶型 Siglec-9 の濃度依存的に MUC1-CD への β-catenin のリクルートを

亢進することがわかった ( 図 13E )。MUC1-CD のリン酸化に関与するキナーゼは c-Src, 
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Lyn および  Lck とされており [41,90,91]、これらのキナーゼによるリン酸化により、

β-catenin のリクルートが促進されることが知られている。そこで、まず、3T3/MUC1 細胞

についてこれらの分子の発現を調べた。細胞抽出液を電気泳動し、ウエスタンブロッティ

ング後に、それぞれの分子の抗体を用いて検討した ( 図 14A lane a )。3T3/MUC1 細胞には 

c-Src および Lck の発現が認められ、Lyn は発現していなかった。次に、可溶型 Siglec-9 の

処理を行った細胞の抽出液より、抗 MUC1-CD 抗体を用いて免疫沈降を行い、共沈するキ

ナーゼを検出した ( 図 14A lane b, c )。可溶型 Siglec-9 の処理を行った場合において、

MUC1-CD への c-Src のリクルートが認められたことから、c-Src が可溶型 Siglec-9 の 

MUC1 への結合による MUC1-CD への β-catenin のリクルートを促進していることが示

唆された。そこで、Src family kinase の阻害剤である PP2 の存在下において、可溶型 Siglec-9 

の刺激による MUC1-CD への β-catenin のリクルートに対する影響を調べた ( 図 14B )。

PP2 処理した 3T3/MUC1 細胞では、MUC1-CD への β-catenin のリクルートが約 60% 減

少した  ( 図  14C )。これらの結果より、Siglec-9 の  MUC1 への結合により、c-Src が 

MUC1-CD をリン酸化し、β-catenin のリクルートを亢進していることがわかった。 

 

3-2-5．Siglec-9 発現細胞と  MUC1 発現細胞の細胞間相互作用に伴う  MUC1-CD への 

β-catenin のリクルート 

より生理的状況に近い条件での MUC1 と Siglec-9 の相互作用を検討する目的で Siglec-9 

発現細胞を作成し、膜結合型 Siglec-9 の MUC1 への結合に伴うシグナル伝達について検

討した。HEK293 細胞に、Siglec-9 cDNA を導入して、強制発現株を得た。得られた細胞を 

FACS により解析し、Siglec-9 の発現を確認した ( 図 15A )。さらに、上述のシグナル伝

達が、シアル酸依存的であることを確認するために、3T3/MUC1 および HCT116/MUC1 細

胞を neuraminidase 処理し、細胞表面のシアル酸の除去を試みた。シアル酸の除去の確認は、

α2-3 結合シアル酸を認識する MAM レクチンの結合を調べた。3T3/MUC1 細胞の場合は

ほぼ完全に MAM の結合活性が消失したが、HCT116/MUC1 細胞の場合はコントロールレ

ベルまでは下がらなかった。立体的障害も原因のひとつと考えられる ( 図 15B )。また、

neuraminidase 処理を行った細胞の細胞抽出液を電気泳動し、ウエスタンブロッティング後

に、抗 MUC1-ND 抗体を用いて MUC1 を検出した ( 図 15C )。いずれの細胞においても 

neuraminidase 処理により、MUC1-ND の分子サイズが見かけ上、増加した。これは MUC1 

上の糖鎖に多数存在するシアル酸の切断によりシアル酸に由来する陰性荷電が減少するこ

とから、電気泳動において移動度が減少するためと考えられる。次に、MUC1 発現細胞を 

neuraminidase 処理することによる  Siglec-9 の結合の減少を可溶型  Siglec-9 を用いた 

FACS により検討した。Neuraminidase 処理により、Siglec-9 の結合が完全に消失している
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こ と を 確 認 し た ( 図  15D ) 。 3T3/MUC1 細 胞 ま た は  HCT116/MUC1 細 胞 と 

HEK293/Siglec-9 または HEK293/mock 細胞を混合し、37˚C で 20 分間インキュベーショ

ン後、細胞抽出液を得た。得られた抽出液より、抗 MUC1-CD 抗体を用いて免疫沈降し、

共沈する β-catenin を上述した方法により検出した ( 図 16A )。両 MUC1 発現株は共に 

Siglec-9 発現細胞と混合した場合において、MUC1-CD への β-catenin のリクルートが見ら

れ、また、neuraminidase 処理した細胞では、MUC1-CD への β-catenin のリクルートは消

失した ( 図 16B )。これらのことから、膜結合型分子間の相互作用によっても、MUC1 の

シグナル伝達が惹起されることがわかった。さらにそのシグナル伝達には、シアル酸が必

須で、Siglec-9 をカウンターレセプターとするシグナル伝達であることが再確認された。 

 

3-2-6．Siglec-9 の結合によるリン酸化 β-catenin の減少と β-catenin の核移行の亢進 

β-Catenin は癌細胞の悪性化に重要な因子であり、β-catenin 自体の安定化あるいは分解は癌

細胞にとって重要な意味をもつ。β-Catenin はリン酸化されると最終的に分解されることが

知られている。また、β-catenin は核に移行し、その生物学的機能を発揮することから、

Siglec-9 の MUC1 への結合後の β-catenin の挙動について検討した。3T3/MUC1 細胞およ

び 3T3/mock 細胞を可溶型 Siglec-9 存在下または非存在下で 40 分間培養後、細胞を回収

し、細胞抽出液を得た。細胞抽出液を電気泳動し、ウエスタンブロッティング後に、抗リ

ン酸化 β-catenin 抗体により、リン酸化 β-catenin を検出し、バンドの濃さを比較した。

3T3/mock 細胞では Siglec-9 の処理の有無に関わらず、リン酸化 β-catenin の割合は変化し

なかったが、3T3/MUC1 細胞においては、Siglec-9 処理により、リン酸化 β-catenin の割合

が未処理と比較して減少していることがわかった ( 図 17A, B )。この結果は、Siglec-9 が

MUC1 と結合することにより、β-catenin の MUC1-CD へのリクルートが亢進することに

より、GSK-3β による β-catenin のリン酸化を阻害し、それに続くユビキチン化、さらには

プロテアソームによる分解が抑制されることを示唆し、より悪性の形質転換に寄与してい

るものと考えられる。次に、MUC1-CD にリクルートされた β-catenin の核移行について、

細胞染色および生化学的手法により検討した。3T3/MUC1 細胞を Siglec-9 存在下または非

存在下で 37˚C, 1 時間培養した後、細胞を固定し、核を PI により、β-catenin を 抗 β-catenin 

抗体および蛍光標識した二次抗体を用いて染色した。Siglec-9 未処理の細胞では、β-catenin 

は細胞質に多く存在し、Siglec-9 処理した細胞では、β-catenin の核への移行が見られた ( 図 

18A )。次に、同様に処理した細胞より、細胞質画分と核画分を分離し、それぞれの画分を

電気泳動し、ウエスタンブロッティング後に細胞質マーカーの  IκB-α, 核マーカーの 

Histone 2B の抗体を用いて、それぞれのタンパク質を検出し、それぞれの画分に相互の混

入が無いことを確認した ( 図 18B, lane a, b )。分離した核画分の抽出液に抗 β-catenin 抗体
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を用いて免疫沈降を行い、沈降物を 電気泳動し、ウエスタンブロッティング後に β-catenin 

を検出した。核に移行した β-catenin は Siglec-9 処理により明らかに増加したことがわかっ

た ( 図 18C, lane b )。また、β-catenin と MUC1-CD の共局在についても、それぞれの蛍光

標識抗体で染色し、共焦点顕微鏡を用いて観察した。Siglec-9 未処理の細胞においては、両

分子は核内には見られず、細胞膜の細胞質側および細胞質に分布していた。一方、Siglec-9 で

処理した細胞では、核において両分子の共局在が観察された ( 図 19A )。これらのことか

ら、Siglec-9 の MUC1 への結合後に、リクルートされた β-catenin は MUC1-CDと共に複

合体の形で核に移行したものと考えられる。次に、Siglec-9 の結合による 3T3/MUC1 細胞

の増殖・生存能に対する影響について検討した。無血清の培養液中, Siglec-9 存在下で 

3T3/MUC1 細胞を 20 分間培養し、その後 10% 血清を含む培養液中で 72 時間まで培養

した。24 時間経過時に一部細胞を回収し、細胞抽出液を電気泳動し、ウエスタンブロッテ

ィング後に抗 c-myc 抗体を用いて c-myc を検出したところ、Siglec-9 処理した細胞におい

て c-myc の発現の亢進がみられた ( 図 19B )。また、48, 72 時間後の細胞について、MTT 

assay を行ったところ、Siglec-9 による増殖・生存能の亢進が確認された ( 図 19C )。 
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3-3．考察 

 

免疫細胞は細胞表面に多くのレクチンを発現しているが、中でも Siglec family はシアログ

リカンを認識することから MUC1 上に発現する O-グリカンは好適なリガンド糖鎖となる

ことが予想された [98,99]。また、癌組織微小環境においては癌細胞と浸潤してきた免疫細

胞と相互作用する可能性が高い。そこで、マクロファージや樹状細胞表面に発現している 

Siglecs について、MUC1-ND との結合の有無を検討したところ、Siglec-1, -3 なども含めて

多くの  Siglec が、MUC1-ND と結合したが、Siglec-9 が最も高い結合性を示した  ( 図 

10A )。Siglec-9 の結合糖鎖特異性は比較的広く、α2-3 および α2-6 結合シアル酸を含む糖

鎖に結合することによるものと考えられる。Siglec-9 は好中球, 単球/マクロファージや樹状

細胞に広く発現しており [69,100]、実際に、ヒト膵癌, 乳癌および大腸癌組織に、Siglec-9 陽

性細胞が散在していることがわかった ( 図 11 )。また、これらの癌組織を形成する癌細胞

はすべて MUC1 陽性細胞であり、浸潤した Siglec-9 陽性細胞と接触している像が得られ

た。従って、Siglec-9 は MUC1 のカウンターレセプターとなり得ると考えられた。 

MUC1 と癌細胞の進展には関連性があることが指摘されてきたが、具体的な分子的背景は

増殖因子の受容体への結合が起点となり、MUC1 はそのシグナルの中継分子としての役割

が明らかにされてきた。これらの細胞では EGFR あるいは FGFR と MUC1 が細胞膜中で

複合体を形成し、実際に両分子を発現する細胞の細胞抽出液より、一方の分子を免疫沈降

すると他方の分子が共沈するとされている。そこで、FGFR を発現している 3T3/MUC1 あ

るいは EGFR を発現している HCT116/MUC1 細胞を用いて共沈実験を試みたが、相互作

用は認められなかった( 図 12B, E )。また、それぞれのリガンドの結合による効果も認めら

れなかった ( 図 12C, D )。さらに、HCT116/MUC1 細胞においては EGFR シグナル伝達阻

害剤の存在下においても MUC1 を介したシグナル伝達に変化は認められなかった ( 森 

勇伍ら 未発表データ )。従って、今回明らかにした MUC1 への Siglec-9 の結合に伴う 

β-catenin のリクルートはこれらの増殖因子の受容体に依存しない新規なシグナル伝達経路

であることがわかった。 

Siglec-9 の MUC1-ND への結合に伴う β-catenin のリクルートは、MUC1 強制発現株であ

る 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 のみならず、MUC1 発現細胞の A549 細胞でも認められた 

( 図  13A )。従って、MUC1 の強制発現に伴う特異な現象ではないことがわかった。

MUC1-CD をリン酸化するキナーゼとしては、c-Src, Lck, Lyn が知られている。その内、

3T3/MUC1 細胞には、c-Src と  Lck が存在したが、可溶型の  Siglec-9 の結合に伴い 

MUC1-CD と共沈したのは c-Src であった ( 図 14A )。c-Src の阻害剤である PP2 で処理

すると、MUC1-CD への β-catenin のリクルートが抑制されたことからも、c-Src の介在す
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るシグナル伝達であることがわかった( 図 14B, C )。すなわち、Siglec-9 の結合に伴い、c-Src 

による MUC1-CD のリン酸化が β-catenin のリクルートを促進するものと考えられる。こ

れまで、可溶型の Siglec-9 を MUC1 のリガンドとしてきたが、癌組織微小環境において

は、マクロファージや樹状細胞上の膜結合型レクチンである Siglec-9 をリガンドとするこ

とが、より生理的状況を反映している。そこで、Siglec-9 を強制発現した HEK293 細胞を

作成した ( 図 15A )。一方で、細胞間同士の相互作用の場合、様々な分子の関与も否定で

きない。MUC1 上のシアル酸を除去することによるシグナル伝達の消失は Siglec-9 をリガ

ンドとすることの傍証になると考え、 3T3/MUC1 および  HCT116/MUC1 細胞を 

neuraminidase 処理し、その効果も検討した。細胞表面からのシアル酸の除去は MAM の結

合を FACS で解析することにより確認した ( 図 15B )。また、MUC1 上のシアル酸の除去

は電気泳動で確認した ( 図 15C )。なお、脱シアル化した MUC1-ND は泳動上高分子側に

シフトする。これは、シアル酸の陰性荷電が消失することによる結果と考えられる。また 

neuraminidase 処理した細胞への可溶型 Siglec-9 の結合の消失も FACS で確認した ( 図 

15D )。図 16 に示すように、両細胞を共培養した場合でも明確に MUC1-CD に β-catenin 

がリクルートされた。また、neuraminidase 処理により、 β-catenin のリクルートが消失し

たことから、細胞間においても Siglec-9 をカウンターレセプターとして、MUC1 にシグナ

ルが惹起されることがわかった。 

MUC1 は巨大分子で、かつ、O-グリカン上のシアル酸の陰性荷電により、棒状分子となる

ことから、細胞膜表面より突出して ( ~250 nm ) 存在する。一般的な接着分子は、20~30 nm  

[101] であることから、他の細胞表面分子に妨げられることなく、Siglec-9 分子と相互作用

できるものと予想される。また、MUC1 上には多くの Siglec-9 リガンド糖鎖を保持してい

ることからも、親和性を高める要因と考えられる。一方、Siglec-9 発現細胞においては、同

一細胞上に発現しているシスリガンドにより影響を受ける。一般的に、Siglec family はシス

リガンドによってマスクされていると考えられている。しかしながら、細胞膜上のシアル

酸付加は細胞の生理的状況によって変化する可能性も指摘されている。あるいは MUC1 上

のシアログリカンは多価であり、より親和性の強いトランスリガンドには結合する可能性

も考えられる。 

Siglec-9 の結合により、MUC1-CD に β-catenin がリクルートされたが、これは β-catenin の

全体的な代謝に影響を与える可能性があった。上述したように、β-catenin は癌の悪性形質

と密接な関係のある因子である。GSK3-β により、リン酸化された β-catenin はプロテアソ

ームにより分解されることが知られている  [79,80]。また、GSK3-β は  MUC1-CD の 

STDRSP46YE モチーフと結合し、セリン残基をリン酸化することにより、MUC1 と 

β-catenin の相互作用を抑制することが報告されている [35,41]。図 17 に示すように、
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3T3/MUC1 細胞を可溶型 Siglec-9 により処理すると、リン酸化 β-catenin が減少すること

がわかった。この結果は、Siglec-9 の結合に伴う MUC1-CD への β-catenin のリクルート

が β-catenin を安定化させ、分解を防ぐことになり、同時に核移行を促進することにつなが

るものと考えられる。また、Siglec-9 は、3T3/MUC1 および 3T3/mock 細胞の細胞表面の

様々な糖鎖に結合すると予想される。3T3/mock 細胞においては、Siglec-9 の処理の有無に

関わらず、リン酸化 β-catenin のレベルに差はみられなかった。従って、他の糖タンパク質

への Siglec-9 の結合が、少なくとも β-catenin を介したシグナル伝達系には関与していな

いことを示している。MUC1-CD の核移行については、FGF を起点とするシグナル伝達に

おいても明らかにされているが、その分子的背景は、MUC1-CD 中の CQC モチーフによ

り、MUC1-CD が二量体化し、Importin β および Nup62 と相互作用することで、核内に移

行するとされている [102]。本研究の系においても、β-catenin の核移行が Siglec-9 の処理

により、亢進することが、細胞染色および生化学的手法で明確となった ( 図 18 )。また、

MUC1-CD と β-catenin の核内における共局在も明らかとなった ( 図 19A )。さらに、

β-catenin シグナル伝達の下流にある細胞周期の促進遺伝子である c-myc の発現が、Siglec-9 

の処理により亢進し、事実、細胞増殖が促進された ( 図 19B, C )。MUC1 を介したシグナ

ル伝達は、増殖因子を起点とするシグナルを中継する分子として、捉えられていたが、本

研究において、MUC1 へのレクチンの結合によっても結果的には同様のシグナル伝達が惹

起されることがわかった。増殖因子あるいは増殖因子受容体を欠く癌組織においては、

MUC1 を介した直接的な作用が機能しているものと考えられる。さらに、Siglec-9 は細胞

内に ITIM をもつ抑制性受容体であり、MUC1 の結合が Siglec-9 発現免疫細胞のどのよう

な機能を抑制するかについても興味深い問題である。 

 

以上、癌組織微小環境において、癌細胞自身あるいは間質細胞より産生された Galectin-3 は、

オートクラインあるいはパラクライン的に作用し、癌細胞自身の悪性化を促進した。また、

免疫細胞上の Siglec-9 との相互作用も同様に、腫瘍の増殖を促進した。これらレクチンに

よる腫瘍悪性化機構を対象とした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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4．結論 
 

MUC1 は多くの上皮性悪性腫瘍細胞に過剰に発現する膜結合型の糖タンパク質である。細

胞表面から突出した分子であることから、物理的なバリアーとしての機能が取り上げられ

てきた。しかし、この事実は癌微組織小環境において浸潤した免疫細胞上のレクチンや間

質に分泌されたレクチン等と容易に相互作用が可能であることを示唆している。 

シグナル伝達分子としての MUC1 は増殖因子受容体からのシグナル伝達に付随してシグ

ナルを中継する分子として限定されてきた。本研究はレクチンとの結合によるシグナル伝

達の可能性について検討した。レクチンとしては多くの癌細胞でその産生が増加すること

が知られている Galectin-3 と免疫細胞上に発現する Siglec-9 を取り上げ以下の様な結果

を得た。 

 

1 ) ヒト癌組織標本を用いて Siglec-9 陽性細胞が MUC1 陽性癌組織に混在し、両分子の相

互作用の可能性を示唆した。 

2 ) Galectin-3 および可溶型 Siglec-9 と MUC1-ND との結合は、プルダウンアッセイやプレ

ートアッセイにより確認された。 

3 ) Galectin-3 の MUC1 への結合により、β-catenin が MUC1-CD にリクルートされること

がわかった。 

4 ) 可溶型 Siglec-9 によっても MUC1-CD に β-catenin がリクルートされることがわかっ

た。 

5 ) 4 ) の現象は、c-Src 阻害剤の PP2 により阻害されることから、刺激に伴い c-Src によ

り MUC1-CD がリン酸化され、β-catenin のリクルートが促進されるものと考えられる。 

6 ) β-catenin のリクルート後、MUC1-CD/β-catenin 複合体は核に輸送された。 

7 ) β-catenin 経路の下流にある c-myc が誘導され、細胞の増殖が促進された。 

 

以上の結果より、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、Alternative pathway として、レクチンの結合に伴うシグ

ナル伝達分子の機能も持つことがわかった。従って、本研究は、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に

おいても癌細胞の増殖を担う経路となることが考えられる。 
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図 1　癌組織微小環境における、癌細胞とレクチンの相互作用の模式図	 



図 2　MUC1 を介した増殖因子を起点とするシグナル伝達の模式図 ( A ) とレクチンを起点と
するシグナル伝達の想定図 ( B )	
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図 3　3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞における、MUC1 と Galectin-3 の発現	

	


A : 3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞を、抗 MUC1-ND 抗体 (          ) および FITC 標識二次抗体で処理
し、FACS により解析した。コントロール抗体 (          ) 	

B : 3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞の細胞抽出液を電気泳動後、ウエスタンブロッティングし、抗 
MUC1-ND 抗体, 抗 MUC1-CD 抗体, 抗 Galectin-3 抗体, 抗	 β-actin 抗体を用いて検出した。	 
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図 4　3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞における Galectin-3 の分布	

	


A : 3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞を、抗 MUC1-ND 抗体と	 Alexa Fluor®-488 標識二次抗体および、
抗 Galectin-3 抗体と	 Alexa Fluor®-594 標識二次抗体を用いて、細胞染色を行った。	

	


B : 細胞のブロッキング時に、Triton®X-100 を加え細胞膜の透過処理を行った後、 A と同様に
して細胞染色を行った。	 	 
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図 5　3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞における細胞表面の Galectin-3 	

	


A : 3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞の細胞表面をビオチン化し、細胞抽出液を得た。抗 Galectin-3 抗
体を用いて免疫沈降を行い、電気泳動後、ウエスタンブロッティングし、HRP 標識ストレプ
トアビジンにより、細胞表面の Galectin-3 を検出した。	

	


B : A で得られたバンドの濃さを Image J により、数値化し、グラフ化した。	 
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図 6　MUC1 への Galectin-3 の結合	

	


A : 3T3/MUC1 細胞の細胞抽出液より、抗 Galectin-3 抗体を用いて免疫沈降を行った。電気泳
動、ウエスタンブロッティング後に、抗 MUC1-ND 抗体, 抗 MUC1-CD 抗体, 抗 Galectin-3 抗体
により検出した。	

	


B : 3T3/MUC1 細胞の細胞抽出液 ( 250 µg ) を N-glycanase 処理した。同液より抗 Galectin-3 抗
体を用いて免疫沈降し、電気泳動、ウエスタンブロッティング後に、抗 MUC1-ND 抗体, 抗 
MUC1-CD 抗体により検出した。	 	 
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図 7　MUC1-ND, MUC1-CD の	 分離	

	


A : 3T3/MUC1 細胞の細胞表面をビオチン化し、細胞抽出液を得た。細胞抽出液をゲル濾過に
かけ、得られた画分の一部をドットブロットし、HRP 標識ストレプトアビジンを用いて検出
した。	

	


B : A で得られたドットの濃さを数値化してグラフ化した。	

	


C : B における画分 20~25 を	 CsCl 密勾配遠心にかけ、得られた 24 画分の密度を測定した。	

	


D : C で得られた画分をドットブロットし、抗 MUC1-ND 抗体と抗 MUC1-CD 抗体を用いて検
出した。	

	


E : D で得られた高密度の画分 ( 3~5 ) および低密度の画分 ( 21~23 ) それぞれを電気泳動、ウエ
スタンブロッティングし、抗 MUC1-ND 抗体, 抗 MUC1-CD 抗体を用いて検出した。	




図 8　MUC1-ND への Galectin-3 の結合	

	


A, B : CsCl 密度勾配遠心により分離した MUC1-ND, -CD ( 10 µg ) それぞれに、Galectin-3 ( 1 
µg ) を加えインキュベート後、抗 Galectin-3 抗体を用いて免疫沈降した。電気泳動、ウエスタ
ンブロッティング後に、抗 MUC1-ND 抗体, 抗 MUC1-CD 抗体により検出した。	

	


C : Galectin-3 を結合させた 3T3/MUC1 細胞に DTSSP を加え細胞表面のタンパク質を架橋した。
同細胞の細胞抽出液を調製し、CsCl 密度勾配遠心を行い、MUC1-ND, -CD を分離した。各画
分を電気泳動、ウエスタンブロッティングし、両分子の分離を確認した ( lanes a, b )。	 得られ
た MUC1-ND, -CD を抗 MUC1-ND 抗体, 抗 MUC1-CD 抗体によって免疫沈降し、電気泳動、ウ
エスタンブロッティング後に、抗 Galectin-3 抗体を用いて検出した ( lanes c, d )。 	

	


D : C で得られた MUC1-ND を O-glycanase 処理 ( lane b, e ), neuraminidase および	 Oglycanase 処
理 ( lane c, f ) した。MUC1-ND 画分 ( lanes a-c ) または抗 Galectin-3 抗体を用いた免疫沈降物 
( lanes d-f ) を電気泳動、ウエスタンブロッティング後に抗 MUC1-ND 抗体を用いて検出した。	 
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図. 9　Galectin-3 の MUC1-ND への結合に伴う MUC1-CD への	 β-catenin のリクルート	

	


A : 3T3/MUC1, 3T3/mock 細胞の細胞抽出液を電気泳動、ウエスタンブロッティング後に抗	 β-
catenin 抗体および抗	 β-actin 抗体を用いて検出した。 	

	


B : 3T3/MUC1 細胞を Galectin-3 ( 10 µg/ml ) の存在下あるいは非存在下において、30 分間培養
した。同細胞より細胞抽出液を調製し、抗 MUC1-CD 抗体または抗	 β-catenin 抗体を用いて免
疫沈降を行った。免疫沈降物を電気泳動、ウエスタンブロッティング後に、抗	 β-catenin 抗体, 
抗 MUC1-CD 抗体を用いて検出した。	

	


C : 3T3/MUC1 細胞を Galectin-3 存在下で、0~50 分間培養した。同細胞の細胞抽出液を調製し、
抗 MUC1-CD 抗体によって免疫沈降し、電気泳動、ウエスタンブロッティング後に、抗	 β-
catenin 抗体, 抗 MUC1-CD 抗体を用いて検出した。 	

	


D : C で得られたバンドの濃さを数値化して、0 分の値を 1 として、β-catenin/MUC1-CD の値
をヒストグラムで示した ( means±SD, n=3, *p<0.05  )。	 
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図 10　可溶型 Siglec-9 の MUC1 への結合	

	


A : 3T3/MUC1 細胞の細胞抽出液に、Fc-tag Siglec-3 ( lane c ), -5 ( lane d ), -9 ( lane b ) および His-
tag Siglec-1 ( lane f ) を加えた。Siglecs と結合したタンパク質は、Protein G-Sepharose または 
Ni-NTA-agarose を用いて沈降させ、沈降物を電気泳動、ウエスタンブロッティング後に抗 
MUC1-ND 抗体を用いて検出した。コントロールとして、Protein G-Sepharose のみ ( lane a ), 
Ni-NTA-agarose のみ ( lane e ) を加えて同様の処理を行った。	

	


B : 培養上清より調製した MUC1 をプレートに固相化して、Siglec-9-Fc との結合を調べた。	 
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図 11　癌組織微小環境下における Siglec-9 陽性細胞の分布	

	


ヒト膵臓癌 ( a )、乳癌 ( b )、大腸癌 ( c )、正常大腸組織 ( d ) のパラフィン包埋切片を H&E 染
色、DAPI ( blue ), 抗 Siglec-9 抗体と	 Alexa Fluor®-594 標識二次抗体 ( red ) および抗 MUC1-ND 
抗体と	 Alexa Fluor®-488 標識二次抗体 ( green ) により免疫染色した。大腸癌における拡大像
を ( e ) に示した。	
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図 12　MUC1 と共沈するタンパク質の解析	

	


A : FGFR-3 および EGFR の発現を、抗 FGFR-3 抗体, 抗 EGFR 抗体を用いて FACS により解析
した (           )。コントロール抗体 (           )	

	


B : 3T3/MUC1 細胞の細胞抽出液より、MUC1-ND ( lanes a, c ) および FGFR-3 ( lanes b, d ) を抗 
MUC1-ND 抗体, 抗 FGFR-3 抗体を用いて免疫沈降した。沈降物を電気泳動, ウエスタンブロッ
ティング後、抗 MUC1-ND 抗体または抗 FGFR-3 抗体を用いて検出した。	

	


C, D : 3T3/MUC1 細胞を FGF ( C ), Siglec-9 ( D ) により処理した後、B と同様の操作を行った。	

	


E : HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液より、MUC1-ND (lanes a, c ) および EGFR ( lanes b, d ) を
抗 MUC1-ND 抗体または抗 EGFR 抗体を用いて免疫沈降した。沈降物を電気泳動, ウエスタン
ブロッティング後、抗 MUC1-ND 抗体または抗 EGFR 抗体を用いて検出した。	
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図 13　Siglec-9 の MUC1 への結合による	 β-catenin のリクルート	

	


A : 3T3/mock ( lanes a, b ), 3T3/MUC1 ( lanes c~f ), HCT116/MUC1 ( lanes g, h ), A549 ( lanes i, j ) 細
胞を sSiglec-9 により 20 分間処理し、細胞抽出液を調製した。抽出液より、抗 MUC1-CD 抗体
または抗	 β-catenin 抗体を用いて免疫沈降した。沈降物を電気泳動, ウエスタンブロッティン
グ後、 MUC1-CD および	 β-catenin を検出した。	

	


B : 3T3/MUC1 細胞を sSiglec-9 存在下で 0〜40 分間培養し、回収した細胞の細胞抽出液より、
MUC1-CD と共沈した	 β-catenin を検出した。	

	


C : 3T3/MUC1 細胞を sSiglec-9 ( 0~5 µg ) 存在下で	 20 分間培養し、回収した細胞の細胞抽出液
より、MUC1-CD と共沈した	 β-catenin を検出した。	

	


D, E : B, C におけるバンドの濃さを数値化し、0 分での値を 1 として、β-catenin/MUC1-CD の
値をヒストグラムで示した ( means±SD, n=5, *p<0.05 )。	
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図 14　Siglec-9 の MUC1 への結合による	 β-catenin のリクルートに関与するキナーゼ	

	


A : 3T3/MUC1 細胞の抽出液を電気泳動後、ウエスタンブロッティングし、c-Src, Lck, Lyn を検
出した ( lane a )。sSiglec-9 処理 ( 20 分 ) または未処理の 3T3/MUC1 細胞の抽出液より、
MUC1-CD を免疫沈降し共沈した沈降物を電気泳動, ウエスタンブロッティングし、 c-Src, 
Lck, Lyn を検出した( lanes b, c )。	

	


B : PP2 存在, 非存在下で 3T3/MUC1 細胞	 を sSiglec-9 処理 ( 20 分 ) した。回収した細胞の細胞
抽出液より、MUC1-CD と共沈した	 β-catenin を検出した。	

	


C : B のバンドの濃さを数値化し、PP2 非存在下での値を 1 として、β-catenin/MUC1-CD の値
をヒストグラムで示した ( means±SD, n=3, *p<0.01 )。	
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図 15　MUC1 発現細胞の neuraminidase 処理と Siglec-9 の結合	

	


A : HEK293/Siglec-9 と HEK293/mock 細胞における Siglec-9 の発現を FACS により解析した。
抗 Siglec-9 抗体 (           ), コントロール抗体 (           ) 	

	


B : Neuraminidase 処理	 (           )、未処理	 (           ) の 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 細胞表面への 
MAM の結合について、FACS を用いて解析した。コントロール (           )	

	


C : Neuraminidase 処理, 未処理の 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 細胞の細胞抽出液を電気泳動, ウ
エスタンブロッティング後、 MUC1-ND を検出した。	

	


D : Neuraminidase 処理 (           ), 未処理 (           ) の	 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 細胞への 
Siglec-9 の結合を FACS を用いて解析した。	
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図 16　Siglec-9 と MUC1 を介した細胞間相互作用に伴う MUC1 への	 β-catenin のリクルート	

	


A : Neuraminidase 処理, 未処理の 3T3/MUC1, HCT116/MUC1 細胞を HEK293/mock, HEK293/
Siglec-9 細胞と共培養した。MUC1-CD と共沈した	 β-catenin を検出した。	

	


B : A のバンドの濃さを数値化し、HEK293/mock 細胞との共培養での値を 1 として、β-catenin/
MUC1-CD の値をヒストグラムで示した ( means±SD, n=3, *p<0.05 )。	
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図 17　Siglec-9 処理に伴うリン酸化	 β-catenin の減少	

	


A : 3T3/mock, 3T3/MUC1 細胞を sSiglec-9 存在下, 非存在下で 40 分間培養し、細胞を回収した。
細胞抽出液を電気泳動, ウエスタンブロッティング後、リン酸化	 β-catenin, β-catenin, β-actin を
検出した。	

	


B : Aのバンドの濃さを数値化し、3T3/MUC1 細胞で sSiglec-9 未処理の値を 1 として、リン酸
化	 β-catenin/β-catenin の値をヒストグラムで示した ( means±SD, n=4, *p<0.001 )。	
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図 18　Siglec-9 の結合による	 β-catenin の核移行の促進	

	


A : 3T3/MUC1 細胞を sSiglec-9 存在下または非存在下で 1 時間培養し、抗	 β-catenin 抗体と PI 
を用いて染色した。	

	


B : A と同様に処理した細胞より、細胞質画分, 核画分	 を分離した。得られた画分を電気泳動, 
ウエスタンブロッティング後、Histon 2B, IκB-α を検出した。	

	


C : B で得られた核画分より抗	 β-catenin 抗体を用いて免疫沈降した。得られた沈降物を電気
泳動, ウエスタンブロッティング後、β-catenin, MUC1-CD を検出した。	
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図. 19　Siglec-9 の結合による	 β-catenin の核移行と細胞増殖の亢進	

	


A : 3T3/MUC1 細胞を sSiglec-9 存在下または非存在下で 1 時間培養後、核を染色すると伴に、
β-catenin, MUC1-CD の分布を可視化した。	

	


B : A と同様に処理した細胞より得られた細胞抽出液を電気泳動, ウエスタンブロッティング後、
c-myc, β-actin を検出した。	

	


C : 3T3/MUC1 細胞を sSiglec-9 存在下 ( ■ー■ ) または非存在下 ( ◆ー◆ ) で 20 分間培養し、	 
通常の培地に変換して 72 時間まで培養した。細胞の増殖を MTT assay を用いて測定した。	
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