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１．研究実施の概要

　哺乳動物の生体防御グループではマンナン結合タンパク質依存的細胞性細胞障害

作用 （MDCC） の機構解析をすすめ、本活性のin vitroアッセイ系を確立すると共

に、開始因子となる糖鎖を単離した。また、マクロファージのガラクトース特異的

レクチンの誘導に古典的MAPキナーゼ系路の関与を明らかにした。糖鎖シグナル

と疾病グループでは、Gal : →３硫酸転移酵素のクローニングに成功した。また、IL-

２のIL-２受容体への結合にIL-２の有するレクチン活性が重要な役割を持つことを示

した。無脊椎動物の生体防御グループでは、カブトガニ顆粒細胞表面に存在する

Toll-like receptor、LPS認識蛋白質および新規の表面抗原の構造機能解析を行うと

ともに、LPSシグナルを伝達すると考えられるG蛋白質共役受容体のクローニング

を行った。

２．研究実施内容

＜哺乳動物の生体防御グループ＞

１）マンナン結合タンパク質依存的細胞性細胞障害作用の機構解析

　本グループは、最近、MBPはこれまでに知られていない新しい生体防御因子

として作用機作を持つことを発見した。すなわち、MBP組換えワクシニアウイ

ルスを投与し、in vivoでのがん（SW１１１６細胞）の抑制作用の検討を試みたと

ころ、顕著ながん細胞増殖抑制が観察された。当初、このがん増殖抑制作用は

補体依存的細胞障害性作用によるものと考えた。しかしながら、その後の研究

により、このがん細胞の増殖抑制作用は、補体系を介さない他の機構によるこ

とが明らかとなった。そこでこのMBP組換えワクシニアウイルスによるがん

細胞増殖抑制の現象をMBP-dependent cell-mediated cytotoxicity、MBP依存的

細胞性細胞障害反応 （MDCC）と名付けた。現在in vitroでのMDCC解析系を

確立し解明を進めている。MBP存在下に、ある種のマクロファージ系細胞をが

ん細胞と共培養すると、がん細胞が顕著な増殖抑制作用を受けることを見いだ
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した。この抑制作用はある種の可溶性因子により媒介されており、現在この因

子の同定を進めている。

２）SW１１１６細胞表面のMBPリガンドの解析

　SW１１１６細胞のトリトンX-１００抽出物をプロナーゼ消化して得られる糖ペプ

チドをゲル濾過にかけると高分子画分にMBPリガンドが得られた。この糖ペ

プチドよりヒドラジン分解により糖鎖を遊離させ、これをPA化したのち、MBP

を固定化したカラムにかけると、一部の糖鎖がカラムに結合した。このリガン

ド糖鎖画分は従来報告されたことのない高分子糖鎖であることが判明し、現在

その構造解析を進めている。なお、この画分には MDCC開始因子としての活性

が確認されている。

３）マクロファージレクチンに関する研究

　先天性免疫における主役の一つであるマクロファージの細胞表面には様々な

異物の取り込みに関与する受容体が存在する。本グループでは腹腔マクロ

ファージにガラクトースに特異的な取り込みを見い出し、本レクチン遺伝子の

クローニングに成功している（Ii, M., et al. （１９９０） J. Biol. Chem ., ２６５, １１２９５-

１１２９８）。本年度は本レクチンの発現誘導の機構について調べ、単球形細胞の分

化に伴い誘導され、その発現には古典的MAPキナーゼ系路が関与していること

を明らかにした。　

＜糖鎖シグナルと疾病グループ＞

１）サイトカインの生理機能発現における糖鎖認識の重要性に関する研究

　サイトカインの糖鎖認識活性は、糖結合特異性から現在、３つのグループに

分類されている。平成１２年度にはIL-２はIL-２受容体�- サブユニットの高マン

ノース型糖鎖と特定のペプチド鎖を二重に認識し、この結合がトリガーとなっ

て高親和性の複合体、IL-２-IL-２受容体�、�、�を形成し、Jak１, Jak３, Srcファミ

リーチロシンキナーゼ群をリン酸化して細胞シグナリングが増幅されてCTLL-

２細胞が増殖することを見出した。

２）大腸上皮のガレクチン-４のリガンドの同定およびそのリガンドの合成に関わ

る硫酸転移酵素に関する研究

　ガレクチン-４がヒト大腸上皮の基底膜側に局在し、癌化に伴って減少するこ

と、SO３
－→３Ga１�１→３GalNAcを特異的に認識することを明らかにし、また、

SO３
－→３Gal�１→３GalNAc合成に特異的に関わるGal : →３硫酸転移酵素を新た

にクローニングした。目下、特許出願準備中である。このGal : →３SulT（GP３

ST-２）は４８６アミノ酸からなり、一ケ所のN- 結合型糖鎖の付加部位を有してい

る。N末端側に膜結合ドメインをもつ２型膜タンパク質である。GP３ST-２はセ

レブロシド合成酵素（CST）と３３％、GP３STと３９％のアミノ酸配列の一致が見
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られた。

３）糖鎖シグナルを介した糖タンパク質の細胞内輸送機構に関する研究

　当グループでは輸送小胞の膜タンパク質、VIP３６がマンノース残基７個以上

を含む高マンノース型糖鎖を認識する細胞内レクチンであることを明らかにし

ている。VIP３６に対するポリクローナル抗体を作製し、電子顕微鏡でVIP36が

ERから細胞表面まで広く分布していることを確認した。さらにMDCK細胞よ

りVIP36の高発現株および糖結合能欠損株を単離し、MDCK細胞の主要分泌糖

蛋白であるクラスタリンの糖鎖および分泌機構を解析した。また、MDCK細胞

分泌糖蛋白質及び膜糖蛋白質の糖鎖構造解析の結果、GalNAc�1→４GlcNAc残

基結合N- グリカンが分泌糖蛋白質に特異的に存在することを見出した。

＜無脊椎動物の生体防御グループ＞

１）カブトガニToll-like receptorの構造機能解析

　LPS認識に関与するToll類似受容体がカブトガニ顆粒細胞にも存在するもの

と考え、既知のToll類似受容体cDNAに関する情報をもとにそのスクリーニン

グを行った結果、約３．２ kbのORFを含むクローンが得られた。全長１０５８アミノ

酸残基からなるこのタンパク質は、Tollと同様にN末端側にロイシンリッチリ

ピートとシステインリッチ、そして膜貫通領域、さらにC末端側にToll相同領域

を含んでいた。

２）ヘモシアニンの自然免疫系における役割の解明

　甲殻類や昆虫のフェノールオキシダーゼ（PO）系やカブトガニの体液凝固系

は、リポ多糖やbeta-１, ３- グルカンに存在する特有の分子パタンを認識して生体

防御反応を起動させる。甲殻類や昆虫のPO前駆体（proPO）は、proPO活性化

酵素と呼ばれるセリンプロテアーゼによって限定分解を受け、活性化する。今

回、カブトガニのヘモシアニンが、その体液凝固プロテアーゼの一つである凝

固酵素と反応して、PO活性を発現することを見い出した。

３）カブトガニ顆粒細胞の脱顆粒反応の解析とLPS受容体のクローニング

　種々のカブトガニ生体防御因子群に対するポリクローナルおよびモノクロー

ナル抗体を用いて、フローサイトメトリーにより顆粒細胞の表面抗原を検索し

た結果、体液凝固カスケードの開始因子であり、LPSと特異的に結合してプロ

テアーゼ活性を発現するFactor Cが細胞表面にも存在していることが判明し

た。Factor Cと固定化したリピドAとの解離定数をBIAcoreにより解析した結

果、２７nMと非常に高い親和性を示し、Factor Cが顆粒細胞のLPS認識の初期過

程で機能していることが推定された。

４）アセチル基を認識する血漿レクチンの構造機能解析

　表面プラズモン共鳴センサーにGlcNAc-BSA（１５-２５ mol GlcNAc/mol） を固
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定化し、TLs-５の親和性を速度論的に解析した。TL-５A、TL-５BはGlcNAc-BSA

に対してそれぞれ異なる結合パターンを示し、TL-５AはTL-５Bに比べて約８倍

速いリガンドへの結合を、TL-５BはTL-５Aに比べて約３倍遅いリガンドからの

解離を示した。また、カブトガニ顆粒細胞由来のGlc/GalNAcに結合特異性をも

つTL-２と比較したところ、TL-５Aのリガンドに対する結合速度はTL-２と同程度

であったが、リガンドからの解離速度はTL-２の約５倍、TL-５Bの解離速度はTL-

２の約１４倍遅い値を示した。
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