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Abstract: MUC4 mucin, which was cloned from human tracheo-bronchial mucosa cDNA library, has been

reported to be abundantly expressed in lung cancer. Although expression levels of MUC4 mRNA in several

cancer cells have been examined, biological characteristics of MUC4 protein have not been investigated be-

cause of no available antibodies for this mucin. In this study, we prepared antisera from rabbits immunized

with MUC4 core peptides synthesized according to the sequences of the MUC4 tandem repeat. Despite of

its high hydrophobicity and beta-sheet structures, the obtained antisera showed specific reactivities with

MUC4 core. Lung cancer tissues from 27 cancer patients were examined for MUC4 protein expression by

an immunohistochemical study using the antisera. Sixty-seven % of the tumors were demonstrated to ex-

press MUC4 protein. MUC4 mRNA expressions in the cancer tissues were examined by Northern hybridi-

zation using oligonucleotide probes whose sequences were corresponding to those of the MUC4 tandem re-

peat. Seventy-two % of the tumors showed high levels of MUC4 mRNA expression. Overall, the MUC4 pro-

tein expression was elevated in lung cancer tissues because of the increase in its mRNA expression and de-

glycosylation on its core. There was no correlation between clinical factors of the patients and their MUC4

expression. These data suggest that MUC4 mucin is abundantly expressed in lung cancer cells and that an-

tigenic determinants sufficiently immunogenic to elicit anti-MUC4 immunity exist within the MUC4 tandem

repeat. MUC4 is expected to be useful as a target antigen in immunotherapy for lung cancer.
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は じ め に

ムチンは分泌上皮細胞や腺細胞から分泌される高

分子糖蛋白であり，粘膜の保護や潤滑作用など重要

な役割を担っている５，１０，２２）．現在までに９種類の上

皮性ムチンが同定されており１４，２４），これらは共通

の構造的特徴を有している．その特徴とはコア蛋白

上にセリン，スレオニンに富む保存された配列の繰

り返しドメインが存在し，それらアミノ酸残基から

O-linkage を介して複雑で長い糖側鎖が結合してい

ることである５，１０，２２）．

Porchet ら７，２０）によって気管気管支粘膜の cDNA

ライブラリーよりクローニングされたMUC4ムチ

ンは，１６アミノ酸配列の繰り返しドメインを有して

いる．MUC4ムチンは，現在までにNorthern blot法

や in situ hybridization 法によりmRNAレベルで肺

癌をはじめ膵癌，大腸癌などに高発現していること

が報告されてきた３，４，１６，１８，１９，２３，２８）．しかし，肺癌に

おけるMUC4蛋白発現とmRNA発現の相関性ある

いは癌化に伴う修飾糖鎖の変化についての検討はい

まだなされていない．既に同定された９種類のムチ

ン蛋白のうちMUC1ムチンに関する研究は数多く

なされてきた．同蛋白は多くの癌組織に過剰に発現

するだけでなく，癌化に伴う脱糖鎖によってコア蛋

白上の抗原エピトープが露出することがわかってい

る．その結果，MUC1ムチンはホスト免疫系に認識

され抗腫瘍免疫応答が誘導されると考えられてい

る６，１１，１２，１３，１５，１９，２３，２５，２６）．したがって，MUC1ムチ

ンと類似構造を持つMUC4ムチンでも分子上に免

疫原性の高い抗原エピトープが存在する可能性は否

定できない．

今回我々は，MUC4コア繰り返し配列に従った２４

アミノ酸長のオリゴペプチドを作成し，これで家兎

に免疫することによりMUC4コア特異的抗血清を

得た．この抗血清を用いて切除した肺癌組織におけ

るMUC4蛋白発現を解析するとともに，MUC4

mRNA発現との比較検討を行った．さらにMUC4

発現と肺癌患者の臨床所見との相関についての解析

も行った．

対象及び方法

組織標本

当施設において手術を施行した原発性肺癌患者２９

例より肺癌組織および腫瘍近傍正常肺組織を得た．

肺癌患者の組織型の内訳は腺癌１８例，扁平上皮癌７

例，腺扁平上皮癌１例，大細胞癌２例，小細胞癌１

例であった．なお切除組織を本研究に用いる旨を十

分患者に説明し，インフォームドコンセントの得ら

れた患者の材料のみを使用した．

核酸プローブおよびペプチド合成

Figure 1 に Porchet らによってクローニングさ

れたMUC4コア繰り返し部分の塩基とアミノ酸配

列を示した２０）．この配列に従い３３塩基の核酸プロ

ーブをAmersham Pharmacia Biotech に依頼合成

した．また繰り返し配列の前後に４アミノ酸を付加

した２４アミノ酸長合成ペプチドをKurabo Bio

Medical に依頼合成した．MUC4コア部分の親水性

および３‐Ｄ構造は解析ソフトGENETYX-MAC

８．０を用いて行った．

抗MUC4抗体の精製

keyhole limpet haemocyanin（KLH）結合MUC4

Fig.１． MUC４コア繰り返し部分の塩基とアミノ酸配列．
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ペプチド２００µgをComplete Freund Adjuvant（CFA）

で溶解し，得られた乳濁液を３匹の雌家兎（New

Zealand White）に免疫した．初回免疫後，３週間

毎に同量のペプチドをIncomplete Freund Adjuvant

（IFA）で溶解し計３回の追加免疫を行った．最終免

疫より１週間後に採血を行い，遠心にて血液細胞を

除去した後抗血清を得た．得られた抗血清はMUC

4ペプチドをFormyl-Cellulofine（生化学工業）に固

定化した affinity chromatography によって精製し，

Centricon Spin Column（Amicon, Inc., Beverly, MA）

で遠心濃縮した．

Spot test

１～１００µｇ／ml に段階希釈したMUC4ペプチド

溶液１µl を予め０．１％gelatin で coat した nitrocellu-

lose membrane（Life Technologies, Grand Island,

NY）上に滴下した後，paraformaldehyde で８０℃１

時間加熱固定した．メンブレンを PBS-Tween２０で

洗浄しブロッキング処理を行った後，１，０００倍希釈

ウサギ血清と室温で２時間反応させた．PBS-Tween

２０で洗浄後，１，０００倍希釈ビオチン化抗ウサギ Ig抗

体（Vector Laboratories Inc., Barlingame, CA）と

室 温 で１時 間 反 応 さ せ，さ ら に avidin-biotin-

peroxidase complex（Vector laboratories Inc.）を

結合させた．洗浄後，０．２�／ml３，３’-diaminobenzidine

（Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithers-

burg, MD）／０．００５％ Ｈ２Ｏ２溶液中で発色を行った．

免疫組織化学

肺癌患者より切除した正常肺および肺癌組織を

４％ paraformaldehyde，０．５％ glutaraldehyde，０．２％

picric acid を含む０．１Ｍリン酸緩衝液（pH ７．４）で

２時間（４℃）固定した後，glutaraldehyde を含ま

ない同液で２４時間（４℃）後固定を行った．１５％ su-

crose で数日間（４℃）保存した後，１０％ gelatin

に包埋し Cryostat で１５µmの厚さの切片を作成し

た．０．３％Triton-X１００を含む０．１Ｍリン酸緩衝液に４

日以上浸漬した切片を１０％正常ヤギ血清で１時間ブ

ロッキング処理を行った．洗浄後，１０，０００倍希釈抗

MUC4抗体と４℃，４日間反応させた．２次抗体とし

て１，０００倍希釈ビオチン化抗ウサギ Ig抗体と室温で

２時間振盪反応させた後，avidin-biotin-peroxidase

complexに室温で９０分間浸漬した．洗浄後，０．２�／ml

3,3'-diaminobenzidine，０．００６％ Ｈ２Ｏ２で発色を行っ

た．切片はスライドグラスに張り付け，その後 he-

matoxyline で核染色を行った．

Southern blot 解析

健常者末梢血リンパ球および正常BALB／c マウ

ス脾細胞をlysozymeを含むlysis bufferに浮遊させ，

室温で１０分間反応させた後，phenol-chloroform溶液

を加え１５，０００回転１０分間遠心し genomic DNAを抽

出した．得られたDNAはTris-HCl／EDTA（TE）液に

溶解し，agarose gel電気泳動を行った．分離DNAを

転写したnitrocellulose membraneを６x SSC，０．４％

SDS，１００µg／mlサケ精子DNAを含むpre-hybridization

溶液中で４２℃３時間振盪後，［３２Ｐ］‐ATPでラベル

したMUC4プローブを含む同溶液中で４２℃１８時間

hybridizatioｎを行った．メンブレンを６x SSC／０．２

％ SDS溶液で３０分間室温で洗浄後，６５℃の同溶液

で５分間ずつ３回洗浄した．乾燥後，メンブレンを

RX-U Fuji medical X-ray film に－８０℃で６日間露

出した．

Northern blot 解析

肺癌患者の正常肺および肺癌組織より ISOGEN

（Nippon Gene Inc., Tokyo, Japan）を用いた guani-

thidium thiocyanate-phenol-chloroform extraction

method により RNAを抽出した．抽出RNA２０µg

を formaldehyde を含む０．９％ agarose gel で電気泳

動を行った．泳動後のゲルはRNAの分解の有無お

よび相対量を確認する目的で，ethidium bromide 染

色を行いUVトランスイルミネーター下に観察した．

RNAをnitrocellulose membraneに転写し，前述の如

く［３２Ｐ］‐ATPでラベリングしたMUC4プローブ

で hybridization を行った．

統計解析

２群間の統計処理はｔ検定で行い，危険率ｐ＜

０．０５をもって統計的有意とした．

結 果

家兎抗血清のMUC4特異性と抗体価

MUC4ペプチド免疫家兎から得られた血清の

肺癌におけるMUC4ムチン発現
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MUC4ペプチドに対する免疫反応性を spot test で

解析した．免疫前ウサギ血清はいずれもMUC4ペ

プチドに反応性を示さなかったのに対し，免疫後の

ウサギ血清はすべてMUC4ペプチドおよびKLHに

対して強い反応性が認められた（Fig. 2）．

正常肺および肺癌組織におけるMUC4蛋白発現

正常肺および肺癌組織におけるMUC4蛋白発現

を，家兎抗血清を用いた免疫組織化学法で解析し

た．正常肺組織では細気管支上皮細胞の管腔側のみ

が弱く染色された（Fig. 3A）．それに対し肺癌組織

では，多くの癌細胞の細胞質がびまん性に強く染色

された（Fig. 3B）．５００個の腫瘍細胞数を数え，染色

陽性細胞数が１０％以上の症例を陽性例とした場

合，２７例中１８例（６６．７％）がMUC4蛋白発現陽性

であった．免疫組織化学的検査で認められた抗血清

の反応がMUC4特異的反応であることを確かめる

目的で，抗血清を段階希釈したペプチドと予め反応

させ，その後免疫染色を行った．２０ng／ml のペプ

チドを添加することにより反応は著名に抑制され

（Fig. 3B, 3C），前反応ペプチド濃度を２µg／ml ま

で増量することにより，反応は完全に抑制された

（data not shown）．以上より得られた家兎抗血清

はMUC4コアペプチドを特異的に認識することが

確認された．

正常肺および肺癌組織におけるMUC4 mRNA発現
３２ＰラベルMUC4ヌクレオチドプローブをヒト末

梢血リンパ球あるいはマウス脾細胞 genomic DNA

と反応させた．ヒトDNAでは EcoR�で切断した
際，３０kbp と２５kbp のフラグメントが，またHind

�で切断した際には２１kbp と１６kbp のフラグメント
がMUC4プローブとハイブリダイズした（Fig. 4）．

それに対しマウスDNAとはハイブリダイズしなか

った．

肺癌患者正常肺および肺癌組織におけるMUC4

mRNA発現をNorthern hybridization 法にて検討

した．陽性症例では，肺癌組織におけるシグナル強

度は近傍正常肺組織のものと比較して明らかに増強

していた（Fig. 5）．シグナルは分泌型ムチンに特

徴的とされているpolydisperse signalを呈していた．

肺癌症例２９例中２１例（７２．４％）でMUC4 mRNAの

強発現が認められた．また，一部の正常肺組織の

Fig.２． 家兎抗血清とMUC４ペプチドとの反応．
Lane１，３，５：家兎１，２，３免疫前血清，Lane
２，４，６：免疫後血清．

Fig.３． 肺癌患者の正常肺と肺癌組織の免疫組織
化学法．正常肺組織（Ａ），肺癌組織（Ｂ；
扁平上皮癌），予め家兎抗血清と２０ng／ml
の合成ペプチドを反応させた後，免疫染
色した肺癌組織（Ｃ；扁平上皮癌）．

花 岡 淳
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mRNAにもMUC4の発現が認められたが，陽性例

に比べ相対的に低いレベルであった．MUC4 mRNA

発現と蛋白発現の比較が可能であった症例は１９例あ

り，そのうち１６例でmRNAと蛋白発現が一致して

いた．残り３症例中２例ではmRNAの発現を認め

るものの蛋白発現は認められず，１例は蛋白発現の

み確認できた．

肺癌患者の臨床所見とMUC4発現の関係

Table 1に肺癌組織型別のMUC4発現を示した．

MUC4蛋白およびmRNA発現は，肺腺癌症例では

それぞれ５３．８％と７７．８％，肺扁平上皮癌症例ではそ

れぞれ６６．７％と７１．２％であり，両組織間に統計学的

有意差は認められなかった．他の組織型では全例

MUC4の発現が認められたが，症例数が少ないため

その組織特異性の評価は行い得なかった．Table 2

にMUC4発現と臨床病期，Ｔ因子およびＮ因子と

の関係を示した．各因子とMUC4発現の間には有

意な相関関係は認められなかった．

考 察

気管気管支粘膜の cDNAライブラリーよりクロ

ーニングされたMUC4ムチンは，そのコア蛋白上

に７つのセリンあるいはスレオニンを含む保存され

た１６アミノ酸配列からなる繰り返しドメインを有し

ている７，２０）．このセリンおよびスレオニンよりO-

linkage を介して長く複雑な糖側鎖が伸長してコア

蛋白部分が被覆されている．MUC4ムチン１分子中

にこの繰り返し配列は３００回以上繰り返されてお

り，そこから伸長する豊富な糖鎖のために約９００kDa

の高分子量糖蛋白となる．これらの構造的特徴か

ら，従来の方法ではMUC4ムチンの分離・抽出は

非常に困難と考えられており，さらにその蛋白解析

を行うのに有用な抗体を作成したという報告もいま

だない．

ムチンは細胞の癌化に伴い過剰発現されることが

報告されてきた３，４，６，１５，１６，１８，１９，２３，２８）．MUC4ムチン

においても同様の報告が散見されるが，有用な抗体

が存在しないためにmRNAレベルでの解析のみが

行われてきた３，４，１６，１８，１９，２３，２８）．したがってMUC4特

異的抗体を作成し，これを用いて蛋白についての解

析を行うことは，癌細胞の生物学的・免疫学的特性

を知る上でも非常に重要であると考えられる．我々

肺癌におけるMUC4ムチン発現

Fig.５． Northern blot 解析．肺癌組織（Ｔ）と近
傍正常肺組織（Ｎ）のMUC４ mRNA発
現を比較した（Lane１，３：腺癌，Lane２，４
～６：扁平上皮癌；Lane１～３：陽性例，
Lane４～６：陰性例）．

Fig.４． Southern blot 解析．マウス脾細胞（Lane
１，２）とヒト末梢血リンパ球（Lane３，４）
genomic DNA を EcoR�（Lane１，３）と
Hind�（Lane２，４）で切断した後，MUC４
プローブと hybridization した．
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はMUC4コア蛋白の繰り返し配列に従って合成し

た２４アミノ酸長のペプチドを家兎に免疫することに

よって抗血清を作成した．得られた抗血清はspot

testおよびimmunoabsorption test１）でMUC4コアペ

プチドに特異的に反応することが確認され，蛋白解

析を行うのに有用なMUC4抗体をはじめて作成す

ることに成功した．

MUC4コア上の繰り返しドメインの蛋白構造を調

べるために，同部のアミノ酸配列を解析ソフト

GENETYX-MAC８．０を用いてコンピューター解析

を行った．３‐Ｄ構造は大部分が βシート構造であ

り，両端部は強い疎水性を示していた（Fig. 6）．

さらに１リピート１６アミノ酸のうち７つがセリンあ

るいはスレオニンであり，同部よりO-linkage を介

して糖側鎖が伸びていると考えられる．以上の結果

より，同部位は抗原性が弱くこの部位に対する抗体

が容易に作成されるとは考え難かった．しかしなが

ら免疫家兎すべてに特異的抗体が誘導できたことは

驚くべきことであった．１つの繰り返し配列ドメイ

ンに含まれる個々の抗原エピトープだけでは十分な

抗原性を有しないが，同配列が多数繰り返されるこ

とで全体としてその抗原性が高くなり免疫系に認識

されるようになる可能性が考えられた．

現在までにMUC4ムチンはmRNAレベルで種々

の臓器癌に発現することが報告さ れ て き

た３，４，１６，１８，１９，２３，２８）が，特に膵癌，肺癌で高発現して

Table. １ MUC４発現と肺癌組織型との関係

Table. ２ MUC４発現と臨床所見との関係
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いる．膵癌ではNorthern blot法で解析した膵癌細胞

株１２例中７例１６），in situ hybridization 法で解析した

膵癌切除組織８例中７例４）にMUC4 mRNA発現レベ

ルが上昇していたと報告されている．肺癌では，

Yu２８）らがすべての肺癌細胞株および肺癌組織の１／３

でMUC4 mRNAの発現を認めたと報告をしている．

Seregni２３）らは１８例中１７例の肺癌患者で，正常肺組

織に比べ肺癌組織のMUC4 mRNA発現レベルが上

昇していたと報告している．今回検討でも７２．４％の

肺癌症例で腫瘍組織のMUC4 mRNAレベルが上昇

しており，蛋白レベルでは６６．７％の症例で発現陽性

であった（Fig. 3, 5）．

MUC4 mRNAと蛋白発現を同時に解析し得た症

例のうち８０％でmRNAと蛋白発現が一致してい

た．しかし他の２症例ではMUC4 mRNAが高発現

しているにもかかわらず，蛋白発現は認められなか

った．このmRNA発現と蛋白発現の間の解離の原

因として，MUC4抗体により認識されるコア蛋白上

の抗原エピトープが糖鎖によりマスクされていた可

能性が考えられる．実際，我々は肺癌細胞株のMUC

4蛋白発現をFACS解析した際も，mRNA発現陽

性細胞株であるにもかかわらずMUC4蛋白が検出

されなかった．しかしこれらの細胞をあらかじめ

４％ paraformaldehyde 固定後 sialidase 処理を行

うことによって，はじめて蛋白を検出することが可

能となった（data not shown）．一方で，ほとんど

の肺癌組織では sialidase 処理なしにMUC4蛋白が

検出されたという結果から，肺癌組織で発現される

MUC4ムチン上では糖鎖形成不全が起こっておりコ

ア蛋白部分が露出していたと考えられる．

これまでに臓器癌におけるムチンのmRNA発現

をNorthern blot法で解析した報告では，MUC4をは

じめとするいくつかのムチンでsmear patternのシ

グナルを呈することが示されてきた３，１６，１８，１９，２３，２８）．

このシグナルは従来のRNA抽出法や hybridization

の過程で生じたMUC4 RNAの degradation による

ものと考えられている．実際，我々はRNA電気泳

動後に２８Ｓ，１８Ｓ ribosomal RNAを観察すると，RNA

の抽出過程では degradation が起こっていないこと

を確認した（Fig. 5）．最近，RNA degradation を

最小限に防止するための手法が開発され８）．その手

法によって調整されたMUC4 RNAを解析する

と，１１～２０ｋbase の５つの異なったサイズのRNA

として同定された８）．我々が用いた従来の手法では

MUC4のように極端に長いRNAは degradation に

陥り，結果としてNorthern blot 法で認められるよ

うな smear pattern を呈したものと思われる．

ムチンが腺細胞より分泌される粘液の主要構成成

分であることから，MUC4 mRNAの発現解析も主

に腺組織由来の臓器癌で行われてきた３，４，１６，１８）．腺

癌以外の組織型に対する検討は，わずかに肺癌で行

われているのみである．Nyguyen１８）らは肺腺癌，

扁平上皮癌および腺扁平上皮癌組織において正常肺

組織より有意にMUC4 mRNA発現レベルが上昇し

ていたこと，腺癌と扁平上皮癌組織で発現頻度およ

び発現レベルに差がなかったことを報告している．

肺癌におけるMUC4ムチン発現

Fig.６． MUC４コア繰り返し配列部分の親水性と３‐Ｄ構造解析．
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今回の我々の解析でも同様の結果が得られ，腺癌だ

けでなく扁平上皮癌にも高発現していることが明ら

かとなった．数多くのムチン蛋白の中ではMUC1

ムチンが現在までに最もよく解析がすすんでおり，

特に同分子が上皮系細胞のみならず血球系細胞など

の非上皮性細胞にも広く分布９）しているという報告

は興味深い．MUC1ムチンも細胞の悪性化に伴い過

剰発現されるが，その発現は腺癌だけでなく肺扁平

上皮癌１８）などの上皮系の腫瘍組織さらには骨髄腫

細胞２７）でも認められ免疫治療の標的腫瘍抗原にな

ることが報告されている．このことからもMUC4

ムチンが腺組織以外の組織の悪性化に伴って異所性

過剰発現されている可能性が示唆され，今後の解析

の課題であると考えられる．

現在までに癌細胞におけるムチン蛋白の過剰発現

が癌の進展や癌患者の予後に逆相関することが報告

されてきた２，１７，２１）．またMUC4ムチンにおいてもそ

のmRNA発現が肺癌の組織型や分化度と相関する

ことが報告されている１８，２８）．これらの報告からム

チン蛋白が癌の進展に対して何らかの生物学的意義

を有していることが示唆される．しかし本研究では

MUC4発現と肺癌の組織型をはじめ臨床所見との間

に相関関係は得られなかった．予後との関係につい

ては肺癌患者の経過観察期間が十分でないため行い

得なかった．今後，検討を行うつもりである．

結 論

本研究では，MUC4コア蛋白に対する特異的抗体

を作成し肺癌組織におけるMUC4蛋白発現をはじ

めて解析するととも，MUC4 mRNA発現との比較

検討を行った．MUC4蛋白は肺癌組織に高発現して

おり，これはmRNAレベルでの発現増加と糖鎖の

形成不全によりコア蛋白が露出するためと考えられ

た．MUC4発現と臨床所見との間に相関関係は認め

られなかった．以上より，MUC4ムチンは腫瘍抗原

として臨床応用される可能性が示唆された．
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