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§１ 研究実施の概要 

 

本研究は、B リンパ球に発現するシグナル制御機能をもつ膜型レクチン分子

CD22/Siglec-2 および CD72 とその糖鎖リガンドに焦点を合わせ、獲得免疫応答における

これらの分子の役割を明らかにすることにより、獲得免疫応答における糖鎖シグナルと

そのレセプターの重要性を明らかにし、さらに、改変糖鎖リガンドを用いた免疫制御法

の開発を行うことを目的として行った。その結果、CD22/Siglec-2 および CD72 分子やそ

のリガンドが、抗体の産生制御や自己免疫の発症制御などで重要な役割を果たすことを

明らかにした。さらに、CD22/Siglec-2 の合成改変糖鎖リガンドにより B 細胞機能を制

御し、感染防御が可能になることを示し、これら改変糖鎖リガンドによりワクチンや抗

菌／抗ウイルス薬とは別の画期的な感染防御薬の開発が可能であることを実証した。以

下にその概要を示す。 

 

１． CD22/Siglec-2 の機能解明 

 CD22/Siglec-2 欠損ナイーブ B 細胞が免疫応答の際に記憶細胞のように迅速に活

性化し、抗体産生を行うことを明らかにした。この知見は、CD22/Siglec2 機能阻害

によりナイーブ B細胞が記憶 B細胞様の反応性を獲得することを示唆する。 

２． CD22/Siglec-2 に高親和性に結合する合成改変糖鎖リガンドの合成 

 岐阜大学木曽教授らの研究グループと共同で CD22/Siglec-2 に数十ないし 100nM

で結合する優れた化合物の開発に成功した。 

3. CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドの機能解明 

Neu5Gc 合成に必要な CMP-N-アセチルノイラミン酸水酸化酵素(CMAH)欠損マウス

を解析することにより、マウス CD22/Siglec2 がもっぱら認識する Neu5Gc が B 細胞

機能に抑制的に働くことを明らかにした。また、合成糖鎖リガンドで CD22/Siglec-2

と内因性の糖鎖リガンドとの反応を阻害すると、CD22/Siglec-2 が B 細胞抗原受容

体と共局在しなくなるなど、CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドが CD22/Siglec-2 の機

能を正に制御して B細胞機能を阻害することが示唆された。 

4. CD22/Siglec-2 糖鎖リガンド代謝の解明 

CD22/Siglec-2 リガンドの発現は、主要なシアル酸分子種を Neu5Gc から Neu5Ac

に変換することで活性化 B細胞、特に胚中心 B細胞において抑制されることを明ら

かにした。また、βセクレターゼ欠損マウスを樹立し、βセクレターゼが

CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドの発現制御を行っていることを明らかにした。なお、

細胞表面での糖鎖発現制御に関わる責任酵素遺伝子のDNAマイクロアレイプロファ

イル解析を通した新たなスクリーニング法の確立も行った。 

5. CD72 の糖鎖結合活性 

CD72 の C タイプレクチンドメインの可溶化タンパクを作成し、糖鎖結合能がある

ことを明らかにした。 

6. CD72 の機能解明 

CD72 ハプロタイプコンジェニックマウス、CD72 欠損マウスの樹立により、マウ

スCD72が自己抗体産生や自己免疫疾患の発症を制御していることを明らかにした。

また、ヒト CD72 が B 細胞の機能を制御し、自己免疫発症に関連することを明らか

にした。 
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7. Siglec7 の機能解明 

Siglec7 はヒトの NK 細胞や単球に発現され、ガン関連糖鎖に強く結合することが

示されている。Siglec7 に ITIM に依存しない新規のシグナル系を持つことを示した。 

 

 

§２．研究構想 

 

（１）当初の研究構想 

1.   免疫応答におけるCD22/Siglec-2の機能解明 

CD22/Siglec-2変異マウスやこれらの変異マウスと抗体トランスジェニックマウ

スを交配したマウスを用いて、免疫応答の際の生体内でのCD22/Siglec-2の機能を

解明し、これまでのB細胞株などを用いて得られた、CD22/Siglec-2が抗原と反応し

たリンパ球の運命を決める分子シグナルであるかどうか、また、CD22/Siglec-2の

シグナル抑制機能解除による記憶応答の際のような迅速・大量の抗体産生がおこる

かを明らかにする。 

 

2. CD22/Siglec-2の糖鎖リガンドの機能解明 

CMP-N-アセチルノイラミン酸水酸化酵素(CMAH)欠損マウスや CMAH と

CD22/Siglec-2 ダブル欠損マウスの免疫応答やＢリンパ球機能などを解析し、生

体内での CD22/Siglec-2 によるＢリンパ球活性化抑制やその他の機能に糖鎖リガ

ンドが必要か、また、リガンドが CD22/Siglec-2 のシグナル機能をどのように制

御するのか明らかにする。 

 

3.    CD22/Siglec-2と糖鎖リガンドの反応様態の解明 

CD22/Siglec-2 が糖鎖リガンドによる制御を受ける際に、同じ細胞上のリガン

ドおよび他の細胞とのリガンドの役割を明らかにするため、Ｂ細胞欠損マウスを

ホストとして細胞移入を行うことにより、Ｂリンパ球は糖鎖リガンドを持たない

が、その他の細胞はすべて糖鎖リガンドを持つマウスを作成し、このようなマウ

スでの B 細胞機能を明らかにする。また、Ｂリンパ球上で CD22/Siglec-2 と

co-modulate する分子や共沈降する分子を同定することにより、同一細胞膜上で、

CD22/Siglec-2 がどのような分子上のリガンドに反応するのかを明らかにする。

このような解析により、CD22/Siglec-2 がどの細胞のどの分子上のリガンドを認

識することにより、抗原受容体シグナルを特異的に制御するのか解明する。 

 

 

4.    CD22/Siglec-2の糖鎖リガンド発現制御機構の解明 

Siglec ファミリー分子のリガンド発現制御に関与する糖鎖生合成及び分解酵

素の探索、同定を行う。Siglec ファミリーの糖鎖認識部位とヒトの IgGFc 部位と

の融合タンパクを作成し、これをプローブとしてリガンドの発現を検索し、リガ

ンドの発現の異なる細胞について糖鎖関連遺伝子マイクロアレイを用いて解析を

行い、Siglec 認識糖鎖の生合成経路内での鍵遺伝子を同定するとともに、この遺
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伝子の同一経路内での協同的発現の調節の有無などの調節機構を解明してゆくこ

とで、Siglec リガンド糖鎖の免疫系での発現調節機構を明らかにする。また、β

セクレターゼ・ノックアウトマウスあるいはトランスジェニックマウスを解析す

ることによりβセクレターゼが CD22/Siglec-2 糖鎖リガンドの発現制御に関わる

か明らかにする。さらに、糖鎖リガンドの発現や糖鎖リガンド合成に関わる鍵酵

素およびβセクレターゼの産生の変化をＢ細胞の活性化段階や種々の細胞で検索

し、その変化が免疫応答の制御に関わるか解析を行う。 

 

 

5.    CD33ファミリーSiglecsとCD72の機能の解明 

CD33ファミリーSiglecのうちリンパ球に発現するヒトSiglec7のトランスフェ

クタントなどを樹立し、シグナル機能を解明する。また、C 型レクチン様ドメイ

ンを持つCD72はCD22/Siglec-2と同様にB細胞抗原受容体シグナルを制御するこ

とが明らかになっているので、CD72 遺伝子変異マウスの解析を行うことにより、

その生体内での抗体応答制御機能を明らかにする。また、CD72 が糖鎖リガンドに

反応するか可溶性 CD72 分子を作成して検討する。 

 

6.    改変糖鎖リガンドによる CD22/Siglec-2 の機能制御法の開発 

改変糖鎖リガンドを多数合成し、CD22/Siglec-2 の機能を効率よく阻害する化

合物を同定する。そして、この改変糖鎖リガンドを動物に投与することにより、

初回感染時においても迅速・大量の抗体産生をおこし、感染抵抗性が増強するか

明らかにする。 

 

（２）新たに追加・修正などした研究構想 

 

1.    ヒト CD72 ハプロタイプの解析 

我々の研究で、マウスの CD72 ハプロタイプが自己免疫疾患制御で重要であるこ

とが明らかとなったので、ヒト CD72 のハプロタイプと Bリンパ球機能や自己免疫

疾患との関連についての解析をおこなった。 

 

2.     DNA マイクロアレイ解析法の一般性の解析 

我々の研究で CD22/Siglec-2 リガンドの発現抑制をプローブすることが明ら

かとなった、単クローン抗体 GL7 の認識するエピトープの解析を行った際、糖鎖

関連遺伝子マイクロアレイ解析を用いて、そのエピトープの発現を制御する責任

酵素遺伝子の同定を行うことができた。この方法は、糖鎖結合性プローブの解析

手法としてはもちろん、DNA マイクロアレイ解析法としても例を見ない新規な方

法論であったため、その一般性に関して調べる必然性が生じた。そこで、エピト

ープ既知の植物レクチンを多数用いて、同様の実験系の一般性を調べることで、

新たな研究手法の開発を行うこととした。 

 

3.     CMAH の過剰発現による CD22/Siglec-2 糖鎖リガンドの機能解明 

  



 - 5 -

CD22/Siglec-2 のリガンドは、胚中心の活性化Ｂ細胞においてダイナミックに

その発現が抑制されていることが明らかとなった。当初、このような発現制御は

想定していなかったため、Cmah 欠損マウスを用いてシアル酸分子種 Neu5Gc の機

能が解析できることを想定していた。しかしながら、液性免疫に関わる場面での

CD22/Sigelc-2 リガンドの機能は、野生型マウスにおいて CMAH の発現抑制によ

りリガンド発現が抑制されることから、Cmah 欠損マウスでは解明できないこと

が明らかとなった。そこで、胚中心反応に及ぼす影響を調べるために、活性化Ｂ

細胞においてもその発現が抑制されないトランスジェニックマウスを用いてこ

れを検証する必要が生じた。そこで、イムノグロブリン可変部プロモーターによ

り CMAH を発現するトランスジェニックマウスを樹立し、このマウスの T 細胞依

存性抗原に対する応答を調べることとした。 

 

 

4.     ITIM に依存しない抑制性シグナルの解析 

Siglec-7 の ITIM は抑制性シグナルを伝えることを示した。一方で、ITIM を含

む細胞内ドメインを欠損する変異体が細胞機能の抑制性シグナルを伝えることが

明らかとなった。そこで、このシグナル伝達に重要な部位の同定を行った。また、

この部位に対する抗体や結合性を示す化合物のスクリーニングを新たな目標とし

た。 

 

§３ 研究実施体制 
（○：研究代表者または主たる共同研究者） 

 

 （１）「免疫シグナル制御」グループ  

① 研究参加者 

 

 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 鍔田武志 東京医科歯科大学 

大学院疾患生命科学研究部 

教授 H16.10～

22.3 

 安達貴弘 東京医科歯科大学 

難治疾患研究所 

准教授 H16.10～

H20.3 

 渡辺幸造 東京医科歯科大学 

難治疾患研究所 

助教 H16.10～

22.3 

 小野寺大志 東京医科歯科大学 

大学院医歯学総合研究科 

特任助教 H16.10～

20.3 

 朱丞華 東京医科歯科大学 

大学院医歯学総合研究科 

特任助教 H16.10～

20.3 

 厳 斌成 東京医科歯科大学 

大学院医歯学総合研究科 

特任助教 H18.4～

20.3 

 岸 祐介 東京医科歯科大学 

大学院医歯学総合研究科 

特任助教 H18.4～

22.3 
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 一場 孝友 東京医科歯科大学 

大学院医歯学総合研究科 

大学院生 H18.4～

H19.3 

 満 栄勇 東京医科歯科大学 

大学院医歯学総合研究科 

大学院生 D4 H18.4～

22.3 

 佐藤 元彦 東京医科歯科大学 

難治疾患研究所 

ポスドク H18.10～

H19.3 

 築地 信 東京医科歯科大学 

難治疾患研究所 

特任講師 H19.1〜

22.3 

 江藤 朋憲 東京医科歯科大学 

難治疾患研究所 

学術振興会特

別研究員 

H18.4〜

20.3 

 于 潔 東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 

大学院特別研

究学生 

H18.4～

19.9 

 Chinthika 

Gunasekara 

東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 

大学院生 D1 H20.10～

22.3 

 小西 真紀子 東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 
大学院生 M2 H20.10～

21.3 

 品川 健朗 東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 
大学院生 M2 H20.10～

22.3 

 玉中 大智 東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 
大学院生 M2 H20.10～

21.3 

 翁 東 東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 
大学院生 D1 H20.11～

22.3 

 徐 米多 東京医科歯科大学大学院生

命情報科学教育部 
大学院生 M1 Ｈ21.3～

22.3 

 林崎 浩史 難治疾患研究所 
免疫疾患分野 

技術補佐員 H21.2～
22.3 

 高橋 博子 東京医科歯科大学大学院疾

患生命科学研究部 
事務補佐員 H16.10～

22.3 

 
②研究項目 
免疫応答における CD22/Siglec-2 の機能解明 
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CD22/Siglec-2 と糖鎖リガンドの反応様態の解明 
ＣＤ３３ファミリーSiglecs とＣＤ７２の機能の解明 
改変糖鎖リガンドによる CD22/Siglec-2 の機能制御法の開発 
 
（２）「糖鎖リガンド」グループ  
① 研究参加者 

 氏名 所属 役職 参加時期 
○ 小堤 保則 京都大学 教授 H16.10～H22.3 

   竹松 弘 京都大学 准教授 H16.10～H22.3 
 金沢 崇之 京都大学 特任助教 H18.10～H20.3 
 内藤 裕子 京都大学 D1〜D4、助教 H16.10～H22.3 
 山銅 ゆかり 京都大学 教務職員 H16.10～H22.3 
 山本 寛 京都大学 M1〜D3 H16.10～H21.3 
 藤原 奈穂子 京都大学 M1〜2 H16.10～H18.3 
 大野 宏幸 京都大学 M1〜2 H17.4～H19.3 
 山本 敦子 京都大学 M1〜2 H17.4～H19.3 
 槙野 彰人 京都大学 M1〜2 H17.4～H19.3 
 安藤 祐実 京都大学 M1〜2 H17.4～H19.3 
 下林 貢 京都大学 M1〜D3 H17.4～H22.3 
 大西 功一 京都大学 M1〜2 H18.4～H20.3 

 村田 恵祐 京都大学 M1〜2 H18.4～H20.3 
 野中 淑恵 京都大学 M1〜2 H18.4～H20.3 
 今井 未希 京都大学 M1〜2 H19.4～H21.3 
 瀬野 裕子 京都大学 M1〜2 H19.4～H21.3 
 川井 明日香 京都大学 M1〜2 H19.4～H21.3 
 岡野 真歩 京都大学 M1〜2 H20.4〜H22.3 
 清川 真也 京都大学 M1 H20.4～H21.3 
 昼馬 和宏 京都大学 M1 H20.4～H21.3 
 江田 美沙子 京都大学 M1 H21.4〜H22.3 
 岡原 京平 京都大学 M1 H21.4〜H22.3 
 遊川 秀哉 京都大学 M1 H21.4〜H22.3 

  ②研究項目 

１ CD22/Siglec-2 糖鎖リガンドの機能解明 

２ CD22/Siglec-2 糖鎖リガンド発現制御機構の解明 
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（３）「リガンド代謝」グループ  
①研究参加者 
 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 橋本 康弘 独立行政法人理化学研究所／

公立大学法人福島県立医科大

学 

チームリーダ

ー／教授 
H16.10～H22.3

 北爪 しのぶ 独立行政法人理化学研究所 研究員 H16.10～H19.9

 
高島 晶 

独立行政法人理化学研究所／

公立大学法人福島県立医科大

学 

研究員／博士

研究員 
H16.10～H20.3

 中川 和博 独立行政法人理化学研究所 研究員 H16.10～H19.9
 三ツ木 元章 独立行政法人理化学研究所 研究員 H16.10～H19.9
 杉本 一路 独立行政法人理化学研究所 研究員 H16.10～H19.9
 城谷 圭朗 公立大学法人福島県立医科大

学 
准教授 H20.1〜H22.3

 奈良 清光 公立大学法人福島県立医科大

学 
講師 H19.5〜H22.3

 二川 了次 独立行政法人理化学研究所／

公立大学法人福島県立医科大

学 

テクニカルス

タッフ／博士

研究員-助教 

H18.6〜H22.3

 亀高 愛 公立大学法人福島県立医科大

学 
博士研究員 H19.10〜H21.3
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２  CD33 ファミリーSiglecs とＣＤ７２の機能の解明 



 - 9 -

 
§４ 研究実施内容及び成果 
 
[１] 免疫シグナル制御グループ（東京医科歯科大学 鍔田グループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 
 
１．CD22 欠損 B細胞の機能解析 
 
CD22/Siglec-2 は B 細胞抗原受容体シグナルの負の制御因子であるが、これまで

CD22/Siglec-2 欠損マウスを免疫しても必ずしも高い抗体産生は観察されず、抗原によ

っては免疫応答の低下が報告されている。そこで、我々は、CD22/Siglec-2 欠損マウス

の抗体産生応答について詳細な検討を行った。 
 
抗原刺激の際の B 細胞の増殖やプラズマ細胞（抗体産生細胞）への分化を詳細に解析す

るために、我々は、CD22/Siglec-2 欠損マウスと、免疫グロブリントランスジェニック

マウスである QM マウスを交配した。QM マウスは免疫グロブリン H 鎖遺伝子座に再構成

ずみの VH17.2.25 遺伝子断片がノックインされたマウスを免疫グロブリンκ鎖欠損マウ

スと交配したもので、すべての B 細胞が VH17.2.25 を含む H 鎖とλL 鎖からなるニトロ

フェノール(NP)に特異的な免疫グロブリンを発現する。次いで、CD22+/+QM マウスおよび

CD22-/-QM マウスの脾臓から B 細胞を精製し、あらかじめトリγグロブリン(CGG)で免疫

し T 細胞を誘導した C57BL/6.Ly5.1 コンジェニックマウスに移入した。QM マウス、

CD22/Siglec-2 欠損マウスおよび C57BL/6.Ly5.1 マウスはいずれも C57BL/6 系統のマウ

スであるが、C57BL/6 マウスが Ly5.2 ハプロタイプであるのに対し、B6.Ly5.1 マウスで

は Ly5.1 ハプロタイプを持つ。Ly5(CD45)分子は B細胞を含む血液細胞表面に広く発現す

るので、Ly5.1 および Ly5.2 に特異的な抗体を用いれば、ドナー由来の B 細胞とレシピ

エント由来の B細胞が区別できる。また、QM マウスは IgHaハプロタイプの免疫グロブリ

ンを産生するが、C57BL/6 マウスは IgHbハプロタイプの免疫グロブリンを産生し、ハプ

ロタイプ特異的な抗体により区別できる。 
 

 
CD22+/+QM および CD22-/-QMB 細胞を C57BL/6.Ly5.1 コンジェニックマウスに移入後、レシ

ピエントマウスを NP-CGG/Alum で免疫し、経時的に免疫応答の解析を行った。まず、脾

臓の組織学的解析を行った。CD22+/+QMB 細胞は免疫後、３、５、７日と徐々に増加し、

若干のプラズマ細胞の出現も見られた。一方、CD22-/-QMB 細胞は、免疫後３日目で
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bridging channel を中心に多量の IgM+プラズマブラストが出現し、５日後には赤脾髄を

中心に多量の IgG 産生プラズマ細胞が出現した。このような多量のプラズマブラストお

よびプラズマ細胞の出現は記憶応答の際にのみ見られる現象で、この結果は、CD22 欠損

によりナイーブ B細胞が記憶 B細胞様の反応性を獲得したことを示すものである。 
 

 
 
さらに、脾臓での移入した B細胞の増殖や抗 NP 抗体産生細胞の出現についてフローサイ

トメトリーおよび ELISPOT 法により解析を行ったところ、CD22-/-QMB 細胞は CD22+/+QMB

細胞に比べて免疫後３−５日にかけて、顕著に増加していた。また、CD22-/-QMB 細胞に由

来する抗体産生細胞数も CD22+/+QMB 細胞に由来するものに比べて顕著に増加していた。

さらに、CD22-/-QMB 細胞移入マウスでは CD22+/+QMB 細胞移入マウスに比べて血清中の抗

NP 抗体レベルが顕著に増加していた。しかし、免疫７日目には、CD22-/-QMB 細胞数や

CD22-/-QMB 細胞に由来する抗体産生細胞数は CD22+/+QMB 細胞の場合とほぼ同じレベルに

まで減少していた。したがって、CD22 欠損により B細胞の増殖やプラズマ細胞への分化

が顕著に亢進し、ごく初期から多量の抗体産生がおこるが、このような亢進した B 細胞

応答は免疫後７日目には収束することが明らかとなった。 
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以上の結果から、CD22 は B 細胞応答のタイムコースの制御に重要な役割を果たし、CD22

欠損によりナイーブB細胞が記憶B細胞様の迅速な応答をおこすことが明らかとなった。

しかしながら、CD22 欠損により B細胞応答は早く収束するようになる。これまで、CD22

欠損マウスの解析で抗体応答の増強が示されなかったのは、これまでの解析では免疫応

答のごく初期での解析はなく、B 細胞応答が収束してから解析をしていたためかもしれ

ない。 
 
２．CD22/Siglec-2 制御化合物の開発 
 
CD22/Siglec-2 機能抑制により感染防御が可能であることが明らかとなってきたので、

CD22/Siglec-2 機能制御化合物の開発行った。CD22/Siglec-2 はα2,6 シアル酸に結合す

ることが知られている。また、シアル酸の９位をビフェニール基などで修飾することに

より、CD22/Siglec-2 への親和性を上昇できること、また、このような化合物を用いる

ことで、B 細胞の抗原受容体架橋の際のカルシウムイオン濃度上昇を増強することが報

告されていた。しかしながら、この報告での実験系は通常用いられるものとは若干こと

なる条件でおこなっており、我々が行った限りでは、同様の化合物は B 細胞抗原受容体

架橋の際のカルシウムイオン濃度を制御しなかった。そこで、我々は、岐阜大学木曽教

授、石田教授らと共同で CD22/Siglec-2 機能制御化合物の開発を行った。 
 
まず、CD22/Siglec-2 に特異的に結合する化合物を同定する系を樹立した。ミエローマ

細胞 J558L 細胞はα2,6 シアル酸の合成に必要なシアリルトランスフェラーゼ ST6GalI

の発現を欠損する。このため、ヒトおよびマウス CD22/Siglec-2 とヒト IgG の Fc 部分と

の融合タンパク（それぞれ hCD22Fc および mCD22Fc）は J558L に反応しない。しかし、

J558L 細胞に ST6GalI 発現プラスミドを導入すると(J558LST6)、α2,6 シアル酸を発現す

るために、CD22Fc との反応をフローサイトメトリーで観察することができるようになる。

α2,6シアル酸として Neu5Gcα2,6Gal と Neu5Acα2,6Gal を合成し、mCD22Fc の J558LST6

細胞への反応を阻害するか調べたところ、1mM の Neu5Gcα2,6Gal で mCD22Fc の結合を約

５０％阻害していた。これは、CD22 のα2,6 シアル酸への結合定数が mM オーダーである

こととよく合致する。一方、Neu5Acα2,6Gal は mCD22Fc の J558LST6 への反応を阻害し

なかった。これは、マウス CD22 が Neu5Gcα2,6Gal に優先的に結合し Neu5Acα2,6Gal

にはごく弱くしか反応しないためと考えられる。 
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次いで、Neu5Gcα2,6Gal のマウス B 細胞機能への影響を調べた。まず、B 細胞株などを

用いて抗原受容体架橋の際のカルシウムイオン濃度上昇への影響を調べたが、1mM まで

の Neu5Gcα2,6Gal ではカルシウムイオン濃度の変化は見られなかった。 
 
マウス B 細胞の抗原受容体を架橋すると、キャッピングと呼ばれる抗原受容体が細胞の

一極に集まる現象がおこる。QM マウス B 細胞を精製し、抗原である NP-BSA で架橋した

のちに抗原受容体と CD22/Siglec-2 の局在を共焦点顕微鏡で観察したところ、

CD22/Siglec-2 もキャッピンングをおこし、抗原受容体とともに共局在した。一方、1mM

の Neu5Gcα2,6Gal の存在下で抗原で処理をすると、抗原受容体はキャッピングをおこし

たが、CD22/Siglec-2 はキャッピングをおこさなかった。CD22/Siglec-2 は同じ細胞上の

IgM を含む糖タンパクや糖脂質が発現する糖鎖リガンド（シスリガンド）ともっぱら反

応するとされているが、このシスリガンド、とりわけ IgM 上のリガンドとの反応を合成

糖鎖リガンドで阻害することにより、抗原受容体 CD22/Siglec-2 との会合がおこらなく

なったものと考えられる。したがって、Neu5Gcα2,6Gal によってカルシウムシグナルを

制御できなかったものの、CD22/Siglec-2 の機能を阻害できる可能性が示唆された。 
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CD22/Siglec-2 の機能を効率よく制御する化合物を開発するために、Neu5Gcα2,6Gal の

シアル酸の９位を修飾した種々の化合物を合成し、すでに報告されている最も CD22 に親

和性の高い化合物（ヒト CD22 で BPC-NeuGc-Gal, マウス CD22 では BPA-NeuGc-Gal）より

も、マウス CD22 に約４倍強く結合する化合物（GSC-660）とヒト CD22 に約５倍強く結合

する化合物を得た。また、ビオチン化 GSC-660 合成することにより、高感度に CD22 に結

合する化合物の親和性を測定する ELISA を開発した。 
 

 
 
さらに、より高親和性の化合物を開発するために、シアル酸の２位に結合するガラクト

ースに代えて、フェノール基やビフェニール基で修飾したところ、ヒトCD22にはGSC-664

の７倍程度(GSC-720)、マウス CD22 については GSC-660 に比べ約４０倍親和性の高い化

合物(GSC-718)を得た。このようにして、すでに報告されている化合物に比べ、ヒト CD22

に対して約３５倍、マウス CD22 に対して約２００倍親和性の高い化合物を開発すること
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に成功した。 
 

 
 
 
３．CD22 の糖鎖リガンドの機能についての解析 
前述のように合成高親和性糖鎖リガンドにより CD22/Siglec-2 と内因性糖鎖リガンドと

の反応を阻害すると、B リンパ球の活性化が増強することから、内因性糖鎖リガンドと

CD22/Siglec-2 との反応が CD22/Siglec-2 のシグナル抑制能を正に制御し、その反応を

阻害することによりシグナル抑制が解除されて B リンパ球の活性化が増強するものと考

えられる。しかし、Paulson らはα2,6 シアル酸合成に必要なシアリルトランスフェラー

ゼ ST6GalI を欠損するマウスの解析により、CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドが、

CD22/Siglec-2 のシグナル抑制機能の負の制御因子であることを示している。そこで、

我々は、ST6GalI 欠損マウスおよび Neu5Gc 合成に必要な CMAH を欠損することにより

CD22/Siglec-2の高親和性リガンドを欠損するCMAH欠損マウスのB細胞機能について検

討した。その結果、これまでの研究者がおこなっていたように抗 IgM 抗体で抗原受容体

を架橋した際には、これら糖鎖リガンド欠損 B 細胞ではシグナル伝達は顕著に阻害され

るが、抗原により刺激した場合にはシグナル伝達の抑制はおこらず、また、B 細胞の増

殖反応等で抗原受容体シグナル伝達を評価した際には、ST6GalI 欠損 B細胞や CMAH 欠損

B 細胞では抗原受容体シグナル伝達がむしろ増強していた。これらの結果から、

CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドはかならずしも CD22/Siglec-2 の負の制御因子ではない

ことが明らかとなった。 
 
４．CD72 の機能解析 
CD72 には CD72a, CD72b , CD72c, CD72dのハプロタイプがあり、CD72cはスプライスサイ

トでの変異により C 型レクチンドメインに７アミノ酸の欠失があるなど、他のハプロタ

イプとはタンパクの１次構造が異なる。また、CD72cは SLE 様の自己免疫疾患を自然発症

する MRL/lpr マウスや１型糖尿病を自然発症する NOD マウスで見られる。そこで、CD72c

の機能解析を行った。 
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NOD マウスを C57BL/6 マウスに１０回バッククロスすることにより、NOD.CD72bコンジェ

ニックマウスを樹立した。マイクロサテライトマーカーで C57BL/6 マウス由来の染色体

領域を検出したところ、第４染色体の CD72 遺伝子座の周囲約 30cM の領域が C57BL/6 マ

ウス由来であった。経時的に NOD マウスと NOD.CD72bコンジェニックマウスの血糖値を

測定したところ、NOD.CD72bコンジェニックマウスのメスで糖尿病の発症が顕著に促進し

ていた。また、10-12 週令のメスマウスの膵臓の組織学的解析を行ったところ、ラ氏島

炎の発症も NOD.CD72bコンジェニックマウスで有意に増強していた。なお、C57BL/6 由来

の染色体領域には、CD72 以外にも B 細胞機能に関わる Pax5 遺伝子や外分泌機能に関わ

る Munc13-2 遺伝子が存在するが、その発現は NOD マウスと NOD.CD72bマウスで違いはな

かった。したがって、CD72bが糖尿病の発症を増強することが示唆される。NOD マウスは

モデル動物としては糖尿病の発症頻度がそれほど高くないために、薬剤処理等で糖尿病

発症を誘導することもある。NOD.CD72bマウスは糖尿病発症の頻度が非常に高いため、１

型糖尿病の病態解析や治療法の開発に有用なモデルである。また、T 細胞の IFN-γや

IL-17 などのサイトカイン産生を調べたが、NOD マウスと NOD.CD72bマウスで違いはなか

った。したがって、CD72cは NOD マウスでの糖尿病の発症を負に制御しているが、そのメ

カニズムはまだ不明である。 
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( 2 ) 研究成果の今後期待される効果 
 
１． CD22/Siglec-2阻害剤をもととした画期的感染防御薬の開発 

 
感染症は今日でも大きな問題であり、とりわけマラリア、結核、HIV では毎年世界中で

それぞれ約５００万人が死亡し、とりわけこれらの疾患は若年者の死亡が多く、社会的

にも大きな問題である。また、インフルエンザなど新たな変異ウイルスが世界的な脅威

となっている。また、既知のウイルスについても薬剤耐性株の出現など解決すべき問題

が多い。 
 
本研究では、CD22/Siglec-2 の機能を阻害することにより、ナイーブ B 細胞の機能を記

憶 B 細胞様に変換してワクチンと同様の感染防御効果を発揮することを、実際のマウス

感染系を用いて実証した。さらに、CD22/Siglec-2 の有効な阻害薬を改変糖鎖リガンド

合成により開発し、これまでの抗菌剤／抗ウイルス薬と全く作用機序が異なる糖鎖医薬

が開発できることを示した。この医薬は、ホストの免疫系を標的とするため耐性菌／耐

性ウイルスの出現の心配はなく、さらに、抗原性を変異させる微生物にも有効と考えら

れる。また、病原微生物を同定する必要がないために新興感染症などの対策に有用であ

る。したがって、CD22/Siglec-2 阻害作用を持つ薬剤を開発することにより画期的な感

染防御薬を開発できると期待される。また、今回実証した微生物以外の微生物にも有効

性が期待できるので、マラリアや HIV など種々の感染症への効果を検討することにより、

世界的な課題となっている感染症への有効な医薬品を開発でき、人類の保健に貢献する

ことが期待できる。 
 
また、ワクチンの開発の際には、微生物によっては抗原性等の問題で有効な免疫反応を

誘導できないものがある。また、乳児や高齢者など免疫応答の弱いものに有効な免疫応

答を誘導することが困難な場合が多い。このような場合に有効な免疫応答を誘導するに

はよりよいアジュバントの開発が必要である。CD22/Siglec-2 阻害剤を利用した、より

優れたアジュバントの開発についても期待できる。 
 
２．獲得免疫応答におけるレクチンと糖鎖シグナルの役割 
 
本研究では、CD72 が自己免疫の制御や多糖抗原への免疫応答に関わることを明らかにし、

その糖鎖リガンドの同定を進めた。多糖抗原は、インフルエンザ菌や髄膜炎菌、肺炎双

球菌などの微生物への感染防御で中心的な役割を果たす。今回の我々の成果から、今後

自己免疫の病態の解明や多糖抗原への免疫応答のしくみの解明が進むととともに、改変

糖鎖リガンド等を用いて多糖抗原への免疫応答の制御による感染防御法の開発や自己免

疫の制御法の開発が可能となる。 
 
また、CD22/Siglec-2 のトランス糖鎖リガンドが B 細胞の分化に何らかの役割を果たす

ことを示すことができるなど、CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドの機能について新たな知

見が得られた。本研究の成果は、糖鎖リガンドによる獲得免疫応答の制御の仕組みの理

解を進め、今後、糖鎖リガンドがどのように獲得免疫応答を制御するかの全貌の解明が

促進されると考えられる。 
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[ 2 ] 糖鎖リガンドグループ （京都大学 小堤グループ） 

 

(1) 研究実施内容及び成果 

 

背景 

CD22/Siglec-2 は B 細胞に発現する B 細胞抗原受容体の共受容体分子であり、その糖鎖リガ

ンドとして末端に α2,6 結合でシアル酸を持つ糖鎖と細胞外領域で結合する活性を有する。一

方で、CD22/Siglec-2 はその細胞内領域に Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 

(ITIM)をもち、ここがリン酸化されることで、細胞内シグナル伝達を負に調節する活性を持つと

考えられているチロシンフォスファターゼ SHP-1 をリクルートする活性を持つ。このことから、

CD22/Siglec-2 は細胞外の糖鎖情報を細胞内のシグナル伝達に直接変換する活性を持つ分

子として注目を集めていた。しかしながら、そのレクチン活性がどのように細胞内シグナルに変

換されるかに関しては分かっておらず、また、CD22/Siglec-2 糖鎖リガンドが B 細胞抗原受容体

からのシグナルにどう関わるかについても不明であった。さらに、CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンド

はその後の我々の研究で明らかとなるまで、これの発現制御が B 細胞の活性化に応じて行わ

れているかについても、特に注目されていなかった。一方、マウスのCD22/Siglec-2はシアル酸

分子種のうち N-グリコリルノイラミン酸 (Neu5Gc)を含む糖鎖に特異性を示すことが報告されて

おり、B 細胞上の Neu5Gcα2,6 Gal-末端を持つ糖鎖が CD22/Siglec-2 に高親和性リガンドとし

て認識されることが考えられていた。 

 

 

CD22/Siglec-2 糖鎖リガンド改変のためのストラテジー 

細胞表面の末端部に位置する糖鎖非還元末端には、通常酸性の９単糖であるシアル酸が糖

鎖生合成系により付加されていることが多い。このシアル酸は、その結合様式として内側の糖で

あるガラクトースの３位または６位に結合するか、それともシアル酸の８位に結合するかで構造

多様性を持つと共に、シアル酸分子種の修飾の変化によっても多様性を発揮する。哺乳動物

細胞においては、シアル酸分子の５位の炭素分子に注目すると、シアル酸は Neu5Ac と

Neu5Gc に分類される。CMP-Neu5Ac 水酸化酵素(Cmah)は、細胞内で N-アセチルノイラミン酸 

(Neu5Ac)より糖供与体である CMP-Neu5Ac を基質として Neu5Gc を合成する酵素であるが、こ

の反応を制御することで、CD22/Siglec-2 のリガンド発現を人為的に改変できることが考えられ

た（図１）。シアロ糖鎖を豊富に発現する B 細胞においては、α2,6 結合を残しシアル酸分子種

のみを改変することは、シ

アル酸分子種多様性を残

してシアル酸転移酵素で

ある ST6Gal1 を欠損させ、

B 細胞表面の α2,6 結合

様式をすべて欠損させるよ

りも、厳密な意味での特異

的な糖鎖改変となることが

当然のことながら予想され、

これを目指し、Cmah をマウ

ス個体レベルで欠損する

マウスを作製することとし

た。 

 



 - 18 -

Cmah 遺伝子欠損マウスの作製 

遺伝子欠損には Cmah 遺

伝子のうち開始コドンの

含まれるエキソンの次の

エキソンにネオマイシン

耐性遺伝子を挿入したタ

ーゲットコンストラクトを作

製し、これを ES 細胞に導

入し、相同的組み換えを

起こしたクローンを選択

後、胚盤胞に導入して、

生殖細胞に分化した系統

からヘテロ接合体を作製

し、これを組み換えること

により遺伝子欠損ホモ接

合体マウスを作製した。

Cmah はヒトでは欠損して

いることが知られており、

ヒトにおいては発現する

主要シアル酸分子種が

Neu5Ac であるものの、低

レベルでの Neu5Gc の発

現も検出される。そこで、

まず、Cmah 欠損マウスに

おける Neu5Gc の発現を

調べた。すると、Cmah 欠損マウスの各組織における Neu5Gc の発現は検出限界以下であり、こ

のことから、Neu5Gc の発現は Cmah に完全に依存していることを世界に先駆けて明らかとした

（図２）(Naito et al. Mol Cell Biol 2007)。また、この件に関して、共同研究により、Cmah 欠損マウ

スに Neu5Gc を経口投与しても、マウス体内への取り込みは非常に低いこと(Hedland et al. Mol 

Cell Biol 2007)、また、ヒトでみられるガン細胞での Neu5Gc の発現が、ガン細胞が組織中で低

酸素濃度に応じて細胞でのシアル酸取り込みを亢進しているために起こること(Yin et al. 

Cancer Res 2006) な ど を 明 ら か に し て き て い る 。 Neu5Gc を 含 む 糖 鎖 は 、 古 く か ら

Hanganutziu-Delcher 抗原と呼ばれ、ヒトに対して抗原性を持ち、血清病などで抗体が誘導され

ることが知られている。その一方で、ヒトにおいてはガン胎生の発現を示し、自己抗原としても発

現する。この一見矛盾する発現形態が、ヒトに特異的な Cmah の欠損と、ガン細胞でのシアル酸

取り込み機構の亢進が組み合わさることで起こっていることを明らかにした。 

 

Cmah 欠損マウスの B 細胞の解析 

Cmah 欠損により、Neu5Gc の発現は完全に抑制された。このマウスから B 細胞を調製し、分子

内にシアル酸を持たないように調製され、高感度に CD22 リガンドを検出できる CD22-Fc 融合

プローブを用いてフローサイトメトリーを行ったところ、CD22/Siglec-2 の糖鎖リガンドは野生型

の約２０分の１の発現強度を示した。このことから、Cmah 欠損マウスは CD22/Siglec-2 の高親和

性リガンド欠損モデルマウスとして位置づけられることが考えられた。Neu5Gc 含有糖鎖の B 細

胞機能における役割を明らかにするため、Cmah 欠損マウスの B 細胞における表現型を検証し

た。Cmah 欠損 B 細胞は C57Black/6 背景に７回以上戻し交配したものを用いた。Cmah 欠損マ

ウスは非免疫時の血清中の IgG1 が増加しており、T 細胞非依存性抗原である、DNP-Ficoll に

対する免疫応答が亢進していた。Cmah 欠損 B 細胞は、コントロールである野生型 B 細胞と比

べて、B 細胞の細胞増殖が亢進しており、この B 細胞の反応性の違いが、個体レベルでの反応

性亢進の原因と考えられた。一方で、T 細胞依存性抗原である DNP-KLH に対しては、コントロ
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ールと同等の反応を示した（図３）。この

ことは、後述する胚中心での Neu5Gc の

特異的な発現抑制からも整合性のとれ

る結果であると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

体液性免疫に関わる胚中心反応における CD22/Siglec-2 糖鎖リガンドの発現抑制 

個体が液性免疫を獲得する際に、脾臓、リンパ節などの二次免疫器官では、胚中心が形成さ

れ、ここでは成熟 B 細胞の急激な増殖、抗体の親和性の上昇やサブクラスの変換という重要な

細胞反応がおこる。こ

の胚中心反応を起こす

中心となるシグナルは、

B 細 胞 抗 原 受 容 体

(BCR)からの抗原刺激

であり、適正な BCR シ

グナル調節が正常な

免疫反応を起こすため

に必須である。 

胚中心Ｂ細胞はその細

胞表面の糖鎖を大きく

変化させることが知ら

れている。そのような胚

中心特異的な糖鎖の

変化は、組織染色等に

おいて歴史的にマーカ

ーとして利用されてお

り、現在でも、ピーナツ

由 来 レ ク チ ン で あ る

PNA が胚中心 B 細胞

のマーカーとして使用

されている。また、ヒトに

おいてはスフィンゴ糖

脂質の CD77/Gb3Cer

発現が誘導され、マウ
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スの胚中心は単クローン抗体 GL7 により染色される。GL7 はエピトープ未知のラット由来 IgM 抗

体であり、マウス胚中心細胞を特異的に染色するため、マーカーとして汎用されていた。そこで

GL7 のエピトープに興味を持ち、様々な培養細胞の染色を行った。すると、GL7 はヒトＢ細胞株

をそれぞれ異なる特定の強度で染色することが明らかとなった。GL7 染色はシアリダーゼ感受

性であり、染色時にNeu5Acを添加することで用量依存的にGL7の結合が阻害されたことから、

GL7 のエピトープにはシアル酸が関わっていることが予想された。また、N-結合型糖鎖生合成

阻害剤でも GL7 エピトープの発現が阻害されたこと、さらに、ウエスタンブロッティング解析によ

り複数のバンドが検出されたことから、GL7 は抗糖鎖抗体であることが予想された。そこで、異な

るＢ細胞株上のGL7エピトープの量をフローサイトメトリーの結果を用い相対化することで、複数

細胞株間における相対的 GL7 エピトープ発現強度プロファイルを作製した。ここで、仮説として、

細胞上での糖鎖エピトープの発現強度は特定の糖転移酵素などを含む糖鎖関連遺伝子の発

現強度により制御されていることを想定した。GL7 エピトープ発現強度プロファイルを、同じ細胞

株間での cDNA マイクロアレイ解析で得られたシアル酸関連遺伝子の相対化発現プロファイル

と比較するため、Pearson の相関係数を用いた統計解析を行った。すると、GL7 エピトープ糖鎖

発現強度はシアル酸転移酵素の ST6GAL1 遺伝子の発現プロファイルと正の相関を示した。

ST6GAL1 陰性細胞に ST6GAL1 遺伝子を導入すると GL7 エピトープの発現が誘導されたこと、

ELISA による結合実験から、GL7 は Neu5Acα2,6 Galβ1-4 GlcNAc を末端に持つ糖鎖構造を

エピトープとすることが明らかとなった（図４）。 

 

しかしながら、マウスＢ細胞においてはα2,6 結合を持つシアル酸は活性化非依存的に発現し

ていると考えられ、この構造が胚中心Ｂ細胞で制御されているとは考えにくい。そこで、GL7 エ

ピトープがシアル酸分子種の違いを認識している可能性を考えて、Cmah 欠損マウス B 細胞を

GL7 で染色すると、Cmah 欠損 B 細胞では非活性化状態にもかかわらず非常に強い染色がみ

られた。この染色は、Cmah 欠損細胞にレトロウイルスで Cmah を戻すことで阻害されたため、

GL7 は、シアル酸分子種のうち Neu5Gc は認識せず、Neu5Ac 特異性を示すことが明らかとなっ

た。前述のように、CD22/Siglec-2はα2,6結合したシアル酸のうちNeu5Gcにより高い親和性を

示す。つまり GL7 の糖鎖エピトープは CD22/Siglec-2 のエピトープと対照をなす。そこで、マウ

スの胚中心を、CD22/Siglec-2 のリガンド糖鎖を検出できるプローブである CD22-Fc 融合タン

パク質で染色すると、胚

中心 B 細胞において特

異的に染色シグナルが

抑制していることが示さ

れた。また、胚中心 B 細

胞において確かにシア

ル 酸 分 子 種 の う ち

Neu5Gc の含量が低下し

ていた。これらの結果か

ら、胚中心 B 細胞では、

シアル酸のα2,6 結合は

変 化 さ せ ず に

CD22/Siglec-2 のリガン

ドを特異的に抑制する機

構をもって、そのリガンド

発現を制御していること

が明らかとなった。GL7

エピトープは、LPS により

in vitro で活性化した細

胞でも、その発現が誘導

される。そこで、この細胞
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における活性化依存的な遺伝子変化を調べると、活性化細胞では GL7 エピトープの誘導にと

もなって Cmah 遺伝子の発現が 1/10 程度に抑制されると共に、ST6GAL1 の発現は２倍程度誘

導されることが明らかとなった。つまり、Cmah の発現が CD22/Siglec-2 リガンドの発現を活性化

依存的に制御していることが明らかとなった（図５）(Naito et al. Mol Cell Biol 2007)。また、共同

研究により、神奈木らはヒトにおいても胚中心 B 細胞で CD22/Siglec-2 と競合しその糖鎖リガン

ドと結合する活性を持つ抗糖鎖抗体 KN343 での染色が抑制されることを示しており(Kimura et 

al. J Biol Chem 2007)、これらの研究から、CD22/Siglec-2 リガンドの発現は一定しているのでは

なく、動物種を問わず、活性化状態に応じて胚中心Ｂ細胞ではその発現が抑制されていること

が明らかとなった。これは、Siglec リガンド発現が内在性にその細胞の活性化状態に応じて制御

されていること示した初めての研究であり、今後の研究の指針になるものである。また、Neu5Gc

含有糖鎖は、リンパ球において、活性化されると発現が抑えられるが、これは細胞活性化にお

いて抑制的に機能しており、一種のポジティブフィードバック的にリンパ球の活性化に関わるこ

とが考えられ、糖鎖の細胞機能制御において重要な知見を与えた物であると考えられる。 

 

DNA マイクロアレイを用いた新たな責任遺伝子同定法の確立 

cDNA マイクロアレイは、網羅

的に遺伝子発現を検証できる

系として明白なる有用性を有

する。しかしその一方で、特定

の遺伝子に興味がある場合に

は、シグナル強度のダイナミッ

クレンジの広さ、定量性につい

ては Realtime-PCR などの手

法を用いた方が正確性が上が

ると一般的には考えられてい

る。そこで、cDNA マイクロアレ

イを用いるメリットについては、

その網羅性を損なわずに解析

することが指針となると考えら

れる。既述のように、多細胞間

で、スタンダードの RNA に対

するそれぞれの細胞での糖鎖

関連遺伝子発現のプロファイルを構築し、これに対して、それぞれの細胞における糖鎖発現強

度という表現型を統計解析することにより、エピトープ未知であった GL7 のエピトープの生合成

を律速的に制御する遺伝子として、ST6GAL1 を同定することができた。これまでこのような手法

で、遺伝子発現パターンから糖鎖生合成を解析することが可能であるとはあまり考えられてこな

かった。これは、糖鎖生合成が非常に多くの酵素の逐次反応を介しておこるために、必ずしも

その生合成経路中の酵素の発現が産物の量を調節するとは限らない、といった理由からである。

ただ、糖鎖発現は細胞においては酵素遺伝子群の発現を制御することで調節されていることが

考えられ、これまでその検出網羅性に問題があるため、従来法では限界があった可能性も考え

られる。そこで、GL7 エピトープ発現制御を明らかとした手法を用いて、細胞表面糖鎖エピトー

プ発現制御遺伝子がどの程度一般的に同定可能であるかを調べることに意義があると考えた。

植物レクチンは、古くから糖鎖プローブとして利用され、その認識糖鎖構造の生合成に関わる

酵素が同定されているものも多い。そのため、ランダムに選定された植物レクチンを用い、上述

の６種類のヒト由来 B 細胞株を染色することで、それぞれの植物レクチンエピトープ発現強度の

プロファイルを作製した。エピトープ発現プロファイルと相関する糖鎖発現遺伝子は Pearson の

相関係数にて検証した。Pearson の相関係数は、プロファイルが一致する場合に＋１、全く逆相

関する場合に-１をとる連続的な係数で、正の相関から負の相関までを検討することができる。

PHA-L は GnT-V/MGAT5 により分岐した N-結合型糖鎖を認識することが知られているが、
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PHA-L 染 色 強 度 は

GnT-V/MGAT5 遺伝子の発現強

度 と 正 に 相 関 し て い た 。

GnT-V/MGAT5 発現が PHA-L

染色に律速的に働くかどうかを調

べるために、これをレトロウイルス

で Namalwa 細胞に導入すると、期

待通り PHA-L エピトープの誘導

がみられた（図６）。PHA-L のほか

に、同様に、SSA, MAM, WGA, 

LCA, DSA において責任酵素の遺伝子が正に相関する遺伝子として同定された。一方、PNA

に関しては、古くから T 細胞成熟時において O-結合型糖鎖の core-1 鎖のガラクトース上に

ST3GAL1 がシアル酸を付加することで、エピトープの発現を抑制することが明らかにされている。

PNA 染色プロファイルは、ST3GAL1 遺伝子発現プロファイルと逆相関することが明らかとなった。

このことから、プロファイル相関を調べることで、糖鎖エピトープの発現を負に制御する遺伝子も

正に制御する遺伝子と同様に同定可能であることが明らかとなった（図７）。PNA のほか、ABA, 

UEA-I に関しては、同様な負の制御に関わると考えられる遺伝子が逆相関する酵素遺伝子とし

て同定された。糖鎖発現には非常に多岐にわたる酵素を含む生合成系が関わるにもかかわら

ず、本実験手法の検証に用いた１１種類のレクチンのうち９種類についてはエピトープ発現に

関わる遺伝子が同定されたため、プロフ

ァイルの相関計算を用いた本法は、細

胞表面における糖鎖発現制御遺伝子

同定手法として有用性があると考えられ、

Correlation index-based responsible 

enzyme gene screening (CIRES)法として

報告した（図８）(Yamamoto et al. PLoS 

ONE 2007)。本法が一定の成功を収め

た理由としては、多くの植物レクチンエ

ピトープは比較的少数の糖転移酵素の

発現にコントロールされていることが考

えられる。また、プロファイルを統計計算

することで、マイクロアレイ解析の際によ

く問題となるデータの振れに対しても左

右されにくくなることが考えられた。

CIRES 法の特筆すべき点としては、本方

法が糖鎖発現を負に制御する酵素遺伝

子を系統的に検索することができる唯一

の手法として位置づけられることが挙げ

られる。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 

 細胞表面におけるシアル酸分子種を変化させることでリンパ球の活性化が変化することは、こ

れを細胞表面で非侵襲的に人為的に制御できる可能性を示唆している。このため、当初期待

していたように、リンパ球活性化を人為的に制御する研究、技術へと結びつくものである。 

 近年、DNA マイクロアレイをはじめとするトランスクリプトーム解析は、技術進歩のおかげで飛

躍的に容易になってきている。CIRES 法は細胞における遺伝子発現プロファイルを表現型とつ

なぐ非常に基盤的な手法であると位置づけられ、その主要な特長として、他の手法では不可能

に近い、表現型を負に制御する遺伝子の同定が簡便に行える点があげられる。この手法は、多
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岐にわたる酵素反応の組み合わせであるため、まだ未解明な部分も多い糖鎖生合成経路の制

御段階の解析に用いることができる。さらに、糖鎖に限らず、細胞レベルでの表現型を担う遺伝

子の同定法としても威力を発揮することが期待され、その波及効果は大きい。 
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図１

図２ 

[ 3 ] リガンド代謝グループ（公立大学法人福島県立医科大学 橋本グループ ） 
 
(1) 研究実施内容及び成果 
 
 Siglec2/CD22 糖鎖リガンド発現制御機構の解明 

 
1.1βセクレターゼによる in vitro 及び in vivo での糖鎖リガンド発現調節の解析 
 βセクレターゼによる Siglec2/CD22 糖鎖リガンドの発現調節の検証をめざした。具

体的には、培養細胞株である Hep3B 細胞（肝癌由来）にβセクレターゼを過剰発現さ

せたときの分泌糖タンパク質のCD22リガンド（α2,6シアロ糖鎖）の変化を検討した。

この糖鎖エピトープを認識する SSA レクチンによるブロット解析の結果、Hep3B か
ら分泌される糖タンパク質のα2,6 シアロ糖鎖エピトープ量はβセクレターゼ発現に

よって有意に増加することが明らかになった（図 1）(1, 6)。一方、コアタンパク質量

は変化しなかった。93 番目の

アスパラギン酸に変異を加え

たドミナントネガティブ・β

セクレターゼを高発現させる

と分泌糖タンパク質のα2,6-
シアリル化は減少した。さら

に、Hep3B に siRNA を投与し

て βセクレターゼ発現を抑

制した場合においても分泌糖

タンパク質のα2,6-シアリル

化の減少が見出された。従っ

て、本実験系において、βセ

クレターゼが分泌糖タンパク

質のα2,6 シアロ糖鎖を調節

していることが明らかとなった。 
 血清糖タンパク質の多くは肝臓に由来し、α2,6-シアル酸化されているものシアル酸

転移酵素レベルは極めて高いことが知られている肝臓のβセクレターゼ発現が上昇す

る動物モデルでは、血中に分泌される可溶型α2,6-シアル酸転移酵素及びα2,6-シアロ

糖タンパク質が増加することを明らかにした(6, 11)。例えば、LEC ラットはヒトのウ

ィルソン病のモデルであり、成長とともに肝炎を起こし、最終的には肝ガンを発症す

る。この肝障害モデルでは、βセクレターゼのメッセージが 6〜8 週齢で増加するが、

α2,6-シアル酸転移酵素メッセージは変化しない（図２）。また、８週齢では、α2,6-
シアル酸転移酵素及びα2,6-シアロ糖タンパク質が増加する。従って、培養細胞と同様

に、βセクレターゼ高発現がα2,6-シアロ糖タンパク質の増加を誘導することが示され

た。これとは逆に、βセクレターゼを欠損したノックアウトマウス（129Sv 系統と

C57BL/6系統間の交

雑系）においては、

血清中のα2,6-シア

ロ糖タンパク質は

低下していた。即ち、

BACE1 の欠損がα

2,6-シアロ糖タンパ

ク質の減少を誘導

することが in vivo
でも示された。 

1.2 βセクレターゼ・
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図３ βセクレターゼ・ノックアウトマウス 

   （BACE1—KO）の作製 

図４

ノックアウトマウスの作製 
 全身性βセクレターゼ・ノックアウトマウスは既に報告されている。このマウスを清

浄な（SPF）環境から、通常の（conventional）飼育環境に移すと死亡する個体が多いこ

とから、免疫異常が関与すると考えられている(Dominguez et al, J Biol Chem, 280: 30797, 
2005)。しかし、彼らの使用したノックアウトマウスは、129Sv 系統と C57BL/6（B6）
系統間の交雑系であり、遺伝的な背景が不均一なために厳密な免疫学的解析が難しい。

我々はこの問題点を解決するために、129Sv 系統 ES 細胞由来のβセクレターゼ欠損マ

ウスを、C57BL/6 系統に戻し交配し、遺伝的背景の均一化を目指した。この戻し交配で

は 6 世代の戻し交配後に、リッターサイズが小さくなり、得られる個体数が減少した。

そこで、B6 由来の ES 細胞を使って全身性ノックアウトマウスの作製をめざした。期

待どおりのゲノム構造を持つヘテロマウスを得ることができたが、ヘテロマウス同士

の交配によって得られるホモの個体数はメンデル則より少なかった。また、得られた

ホモ個体は体重が少なめであり、成長がよくなかった。成長した一部のマウスについ

て B 細胞上のα2,6-シアロエピトープを SSA レクチンで定量したが、コントロールと

の差は認められなかった。また、年

齢を揃えて多数例の解析を行うこ

とができなかったので結論を得る

に至らなかった。 
 このため、新たにコンディショ

ナル・の作製をめざした。得られ

たノックアウトマウスは期待どお

りのゲノム構造を持っていた。こ

のマウスの floxed BACE1 の切り

出しを確認する為に神経特異的に

Cre リコンビナーゼを発現するマ

ウス（Emx1-Cre）との交配を行っ

た（図 3）。神経特異的なノックア

ウトを行ったのは、内因性の

BACE1 の発現レベルが他臓器に

比べ１０倍以上高く、ノックアウト効果を検出し安い為である。図 3 の赤い四角で囲

った遺伝子型を持つ個体、即ちコンディショナル・βセクレターゼ・ノックアウトマ

ウス（Cre+）とコントロールマウス（Cre-）が、メンデル則に従って得られた。また、

すべてのマウスは異常なく成長した。ノックアウトマウスでは大脳や海馬において

BACE1 タンパク質の発現が殆ど消失していた(未発表データ)。従って、得られた Floxed 
BACE1 マウスの使用により各種臓器でのβセクレターゼ・ノックアウトマウス作製が

可能であることが示された。今後 B 細胞特異的に Cre を発現するマウスと交配するこ

とにより、βセクレターゼ活性を失わ

せた B 細胞の作製を行う予定である。 
 
2. ヒト CD33 ファミリーに属する

Siglec7 の ITIM 依存性シグナルの解析 
 我々は、CREST 研究開始以前に

Siglec-7 がガン関連糖鎖（α2,8-ジシア

ロ糖鎖や分枝型α2,6-シアロ糖鎖など）

に強く結合することを見出していた。が

ん細胞が発現するガン関連糖鎖が

Siglec-7 に結合して抑制シグナルを NK
細胞へ伝えれば、ガンにとって有利な状

況となる。そこで、Siglec-7 の抑制シグ
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図 5 

図６ A 

B 

ナルナルについての解析を行った。なお、 Siglec-7 糖鎖結合特異性は我々が開発したプ

ローブによって解析されたが、このプローブは内藤らによる GL-7 抗体の糖鎖結合特異

性の決定にも利用された(5)。 
 我々は、Siglec-7 高発

現株細胞を用いた実験

により、Siglec-7 がカル

シウム流入シグナルを ITIM 
依存的に抑制することを示

した(12)。この実験は株化細

胞を用いた実験だったので、

生理的条件に近いヒト末梢

NK細胞を使っての検討を行

った(図４)。得られた NK 細

胞の FcgRIIIA レセプター刺

激（抗 FcgRIIIA・F(ab')2 によ

る架橋）によるカルシウム流

入に対する Siglec-7 刺激（抗

Siglec-7・F(ab')2 による架橋）

の抑制効果を調べた。この実験で使用した NK 細胞画分では 84%の細胞が Siglec-7 陽性

であるにもかかわらず、Siglec-7 は部分的な抑制効果しか示さなかった。そこで、この実

験条件下での Siglec-7 のリン酸化と SHP-1 ホスファターゼのリクルートを検討した。ポ

ジティブ・コントロールとして、MHC class I 抗原を認識する抑制性レセプターである

LAIR のリン酸化と SHP-1 ホスファターゼのリクルートも同時に解析した。図５に示さ

れるように、Siglec-7 は LAIR に比べても強いチロシン・リン酸化を受けていることがわ

かる（両者ともに脱リン酸化反応を抑制するための pervanadate 処理でシグナルが観察さ

れている）。しかし、Siglec-7 にリクルートされる SHP-1 ホスファターゼの量はごく僅か

であり、LAIR と比べる

とそのリクルート能が

著しく低いことが示され

た。なお、SHP-2 ホスフ

ァターゼのリクルートも

SHP-1 と同様の傾向を

示した。また、Siglec-9
は Sigelc-7 と高いホモ

ロジー（83%以上）を示

すにもかかわらず、

LAIR と比べて遜色のな

いリクルート効率示す

ことが別の実験から明

らかとなった。ITIM の

チロシン残基の周囲ア

ミノ酸がリクルート効

率に影響することが知

ら れ て い る の で 、

Siglec-7 と Siglec-9 の

ITIM を比較すると、両

者で異なっているのは

３アミノ酸（ Pro-439, 
I-435, N-458）のみであ
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った（図６）。この３アミノ酸の違いのいずれかが Siglec-7 と Siglec-9 のリクルート効率

に影響すると考えて、アミノ酸の置換実験を行った。すなわち、Siglec-7 の３アミノ酸を

１カ所ずつ Siglec-9 型に置き換えた変異体、２カ所を置換したもの、３カ所全てを置換

したものを作製し、その SHP-1 ホスファターゼに対するリクルート能を検討した。図６

B の最下段のパネルの両端に野生型の Siglec-7 (WT7)と Siglec-9 (WT9)による SHP-1 リク

ルートの結果を示している。Siglec-9 は非常に効率よく SHP-1 をリクルートしているの

に対し、Siglec-7 ではほとんどリクルートが観察されない。Siglec-7 の３アミノ酸をすべ

て Siglec-9 型に変えた変異体（I435L, P439S, N458T）では、予想通り野生型の Siglec-9
と遜色のないリクルート効率を示した。３アミノ酸を１カ所ずつ置換した変異体では、

置換位置に依存したリクルート効率の増強が見られた。P439S 置換体での増強が最も顕

著であり、N458T 置換体がそれに次いでいる。I435L 置換体ではほとんどリクルート効

率の増強が認められない。ちなみに P439S, N458T の２アミノ酸置換体では相加的な効果

が認められた(12)。 
 池原らは Siglec-7 及び最もホモロジーの高い Siglec-9 を Jurkat T cell に発現し、T 細胞

レセプター刺激による nuclear factor of activated T cells (NFAT)の転写活性の促進に対する

抑制機能を示した(J Biol Chem, 279: 43117,2004)。また Avril らは、Siglec-7 と Siglec-9 を

rat basophilic leukemia (RBL)細胞に発現して、Fce レセプターに依存する活性化シグナル

とそれによるセロトニンの放出に対する抑制活性を調べた。彼らは、両 Siglec の持つ２

つの ITIM のうち膜の近位側にあるモチーフの重要性を明らかにしている(Avrilet al, J 
Immunol, 1730: 6841, 2004)。 以上の結果は Siglec-7 の ITIM が機能を持ちうることを示

している。しかし Siglec-7 は、LAIR と比較すると SHP ホスファターゼのリクルート能

が著しく低い。この事実は、生理的条件下で NK 細胞による有害な細胞障害を抑制して

いるのは、LAIR のような MHC class I を認識するレセプターであることを示唆している。

正常細胞のほとんどは MHC class I 抗原を発現しており、その発現を失うと NK 細胞によ

る殺傷を受けやすくなることもこの仮説を支持している。発生過程のような特別な時期

においては MHC class I 依存性の抑制性シグナル系が未発達な可能性があり、このような

場合には、Siglec-7 依存性の抑制性シグナルが重要なのかもしれない。この観点から、

Siglec-7 の強力なリガンドであるジシアル酸構造（例えば GD3 ガングリオシド）が成人

にはまれにしか発現しないにもかかわらず、胎児期には発現が多いことは興味深い現象

である。また、Miyazaki らは Siglec-7 のよいリガンドである分枝型α2,6 シアル酸残基が

正常ヒト腸管上皮細胞に発現されており、この糖鎖が Siglec-7 陽性細胞との接着に関与

することを示唆している(14)。 
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 (2)研究成果の今後期待される効果 

≪成果の今後の展開見込、想定される科学技術や社会への波及効果についても記述

してください。≫ 

１．コンディショナル・βセクレターゼ・ノックアウトマウス作製の意義 

βセクレターゼはアルツハイマー病の原因酵素と考えられている。従ってこの酵素阻害

剤を治療薬として利用する試みがなされている。病気の原因となっている酵素反応、す

なわちアミロイド前駆体タンパク質（APP）の切断を阻害することがアルツハイマー病の

治療面からは重要なターゲットである。しかし、BACE1 はα2,6-シアル酸転移酵素を初

めとして数種類の生理的な基質の切断を行っている。BACE1 阻害剤が APP 切断以外の生

理的プロセッシングも同様に抑制するか否かは副作用を予測する上で極めて重要である。

APP のシアル酸化が病原ペプチド（Abeta）の産生効率に影響することから(21) BACE1

阻害剤のα2,6-シアル酸転移酵素プロセッシングへの影響を調べることは重要である。

ごく最近我々は、BACE1 阻害剤である KMI シリーズ(20)の中に、BACE1 とα2,6-シアル酸

転移酵素の両者を同様に阻害する薬剤と APP の切断のみを選択的に阻害する薬剤の 2 種

類を見出している。すなわち後者の薬剤は、α2,6-シアル酸転移酵素の切断やα2,6-シ

アロ糖鎖の変化を引き起こすことなく、選択的に APP を切断する優れた薬剤になりうる。

全身性のβセクレターゼ ・ノックアウトマウスは繁殖が極めて難しいのに対して、今回

作られたFloxed BACE1マウスの利用により免疫細胞をはじめとする各種の細胞臓器での

選択的 BACE1 ノックアウトマウスを作製することが可能となった。βセクレターゼ阻害

剤（アルツハイマー病治療薬）の副作用を解析する観点から、我々の作出したノックア

ウトマウスの利用が期待される。 
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製品番号 27408 Rat α2,6-sialyltransferase (E41 form) Assay Kit – IBL  96Well 
製品番号 18983 Anti-Rat soluble α2,6-sialyltransferase (rST6Gal I-E41) Rabbit IgG 
Affinity Purify 
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 (６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 
 
②社会還元的な展開活動 
市民向けの科学イベント「免疫ふしぎ未来」でショートトークを行った。（鍔田武志） 
（平成 21 年５月 2 日-3 日 日本科学未来館） 
 

§６ 研究期間中の主な活動 （ワ-クショップ・シンポジウム等） 

年月日  場所 人数 内容 

H17.7.25 Japan-Korea 
Symposium for 
Glycobiology 

理化学研究所 30 人 日韓における糖

鎖生物学者によ

るシンポジウム 
H.18.3.7 フロンティア 

シンポジウム 
理化学研究所 10 人 βセクレターゼ

研究の情報交換 

Ｈ18.10.23 第４回糖鎖科学コ 虎ノ門パストラル 600 人 理化学研究所の
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ンソーシアムシン

ポジウム 
研究活動報告を

中心にシンポジ

ウムを行った 
H18.12.19 レクチンマイクロ

アレイシンポジウ

ム 

理化学研究所 20 人 レクチンアレイ

の原理と応用の

可能性について 
H19.3.9 理研・福島県立医

科大学生体情報伝

達研究所合同シン

ポジウム 

福島県立医科大学 50 人 糖鎖と細胞内シ

グナルについて 

H19.9.20 理研・フロンティ

ア研究システム成

果発表シンポジウ

ム 

虎ノ門パストラル 200 人 理化学研究所で

の研究の全体的

な業績発表と総

括 
H20.7.10 第 31 回日本神経科

学会大会、シンポ

ジウム「糖鎖によ

る神経機能と疾患

東京国際フォーラム 50 人 神経科学会にお

ける糖鎖の重要

性を示す為のシ

ンポジウムをオ

ーガナイズした 
H21.3.23-24 CREST International 

Symposium 
“Acquired Immunity 
and Glycobiology” 

かずさアカデミアホール 100 人 ＣＲＥＳＴ国際シン

ポジウムをオーガ

ナイズした 

 

 

§７ 結び 
 
本研究では、CD22/Siglec-2 とその糖鎖リガンドおよび CD72 が獲得免疫応答で重要な

役割を果たすことが明らかとなり、さらに CD22/Siglec-2 を標的としてその機能を阻害

することにより、ナイーブ B 細胞の機能を記憶 B 細胞様に変換してワクチンと同様の感

染防御効果を発揮することを、実際のマウス感染系を用いて実証した。さらに、

CD22/Siglec-2 の有効な阻害薬を改変糖鎖リガンド合成により開発し、これまでの抗菌

剤／抗ウイルス薬と全く作用機序が異なる糖鎖医薬が開発できることを示した。この医

薬は、ホストの免疫系を標的とするため耐性菌／耐性ウイルスの出現の心配はなく、ま

た、抗原性を変異させる微生物にも有効と考えられる。さらに、病原微生物を同定する

必要がないために新興感染症などの対策に有用である。今後は基礎研究とともにこのよ

うな画期的な医薬品を実用化するための研究を推進していきたい。 
 
さらに、本研究では、糖鎖リガンドの機能やその代謝等についての知見も多く得られた。

種々の変異マウスを何重にも交配して用いる必要があったために解析が終了しなかった

部分も若干あるものの、これまでにあまり研究されてこなかった獲得免疫系での糖鎖シ

グナルの理解が進んだことは今後の糖鎖生物学および免疫学の研究の進展で重要である
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と考えられる。また、本年３月におこなった国際シンポジウム「獲得免疫と糖鎖生物学」

も国際的な情報発信や共同研究推進の場となった。このような多層的でかつ柔軟性の高

いサポートを頂き、おおいに研究が進んだと大変感謝しています。 

 

 

 

 

 

 

 

 
鍔田グループ 
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