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１．研究実施の概要 

 

本研究においては、種々の遺伝子改変マウスを用いて糖鎖シグナルによる獲得免疫応答の制

御機構を解明し、その制御法の開発を行う。本年度は、昨年度までに確立した種々の遺伝子改変

マウスのコロニーを用いて B 細胞に発現する膜型レクチン分子 Siglec2/CD22 とその糖鎖リガンド

の液性免疫応答における機能解明を行った。その結果、Siglec2/CD22 が B リンパ球の細胞分裂

の速度を制御することにより、液性免疫応答のタイムコースを制御することを明らかにし、感染免疫

の増強や免疫疾患の制御を行う際の重要な標的となることを明らかにした。また、Neu5Ac を

Neu5Gcに変換することによりSiglec2/CD22 の糖鎖リガンド産生に必須の酵素 CMP-Neu5Ac 水酸

化酵素を欠損するマウスで B 細胞の抗原受容体シグナル伝達が抗原によっては減弱することから、

糖鎖リガンドがシグナル制御に重要であることを示した。また、B 細胞活性化時に転写レベルの制

御により Siglec2/CD22 の糖鎖リガンドの発現が低下し、また、Siglec2/CD22 糖鎖リガンドの発現が

βセクレターゼにより制御されるなど、リガンド発現がダイナミックに制御されていることを明らかに

した。次いで、Siglec2/CD22 に高親和性で結合する改変糖鎖リガンドや Siglec2/CD22 の機能を

制御することにより B リンパ球のシグナル伝達を制御する低分子化合物を同定し、実際に改変糖

鎖リガンド等により Siglec2/CD22 の機能制御が可能であることを示した。さらに、Siglec2/CD22 と

機能重複のある CD72 の C 型レクチンドメインがレクチン活性を持つことを明らかにし、CD72 コン

ジェニックマウスや遺伝子改変マウスを樹立した。今後は、Siglec2/CD22 や CD72 とその糖鎖リガ

ンドの生体内での機能解明をさらに進めることにより、免疫応答におけるこれらの分子の役割をさ

らに明らかにし、改変糖鎖リガンドなどを用いた Siglec2/CD22 および CD72 を標的とした免疫制御

法の開発を行っていく。 
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２．研究実施内容 

 

1. 免疫応答における Siglec2/CD22 の機能解明 

我々は、細胞株などを用いた in vitro の研究により Siglec2/CD22 が抗原と反応した B リンパ球

（B 細胞）が活性化するかアポトーシスをおこす分子スイッチとして機能することを明らかにし、また、

Siglec2/CD22 の活性が B リンパ球の産生する免疫グロブリンのクラスによって異なることを明らか

にしてきた。生体内での免疫応答における Siglec2/CD22 の機能を解明するため、Siglec2/CD22

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を交配し、すべての B 細胞が特定の抗原に反

応する Siglec2/CD22 欠損マウスを樹立した。このマウスから B 細胞を単離し、正常マウスにトラン

スファーした後に抗原刺激を行ったところ、Siglec2/CD22 欠損 B 細胞は正常 B 細胞に比べ細胞

分裂が亢進し、その結果、早期に抗体産生をおこすことが明らかとなった。また、クラススイッチや、

高親和性抗体の産生など、抗体の質的な向上も平行して早期に見られた。この知見は、

Siglec2/CD22 が液性免疫応答の迅速さを規定し、Siglec2/CD22 を制御することによりワクチン接

種と同様に免疫応答を早期化し、感染抵抗性を誘導することが可能であることを強く示唆する。 

 

2. Siglec2/CD22 の糖鎖リガンド発現制御機構の解明 

GL7 はマウスの活性化 B 細胞、とりわけ胚中心 B 細胞を染色する単クローン抗体であるが、そ

のエピトープは未知であった。我々は糖鎖関連遺伝子を搭載した cDNA マイクロアレイを用いて複

数の細胞での各遺伝子の発現を相対化することで、複数細胞における糖鎖関連遺伝子発現プロ

ファイルを作成した。そこで、遺伝子発現プロファイルを作成する際に用いた複数細胞を GL7 で染

色し FCM 解析することにより、GL7 エピトープ糖鎖の発現プロファイルを作成した。マイクロアレイ

に搭載された約 1000 の糖鎖関連遺伝子のうち、GL7 エピトープ発現のプロファイルに一番近いプ

ロファイルを持つ遺伝子を同定するため、プロファイル間の相関係数を統計処理によりもとめたとこ

ろ、シアル酸転移酵素をコードする ST6GAL1 遺伝子の発現プロファイルが GL7 エピトープ発現と

強い相関性を示すことが明らかとなった。ここで得られた相関は、α2-6 型シアル酸を持たず、

GL7 で染色されない CHO 細胞が ST6GAL1 を導入することで GL7 反応性になること、また、各種

シアロ糖鎖プローブを固相化した ELISA で GL7 が Neu5Ac2-6Gal1-4GlcNAc1-3Gal1-4GlcNAc

と特異的に結合したことから検証された(Naito Y, et al. 2007)。 この発見は、これまでマウス胚中

心 B 細胞を特異的に染色するマーカーとして用いられてきた単クローン抗体 GL7 が、胚中心 B 細

胞活性化特異的におこる CD22 リガンドの発現抑制を認識する抗体であることを明らかとしたもの

であり、このことから B 細胞活性化時に非常に特異的で機能的な糖鎖の変化機構があることがわ

かった。また、ここで用いた相関係数を利用した方法は、多数の植物レクチンを糖鎖結合プローブ

として、方法論としての検証を行い、糖鎖結合性プローブのエピトープ糖鎖の発現を制御するため

の Correlation index-based responsible enzyme gene screening (CIRES)として報告した(Yamamoto 

H, et al. 2007)。 

また、培養細胞肝細胞を用いたモデル実験により、βセクレターゼによるα2,6 シアル酸転移酵



素のプロセッシングを介した Siglec2/CD22 糖鎖リガンドの発現制御を解析した。βセクレターゼの

高発現によりα2,6 シアル酸化がアップレギュレーションされ、βセクレターゼ siRNA 処理によりα

2,6 シアル酸化がダウンレギュレーションされた。すなわち、βセクレターゼはα2,6 シアル酸転移

酵素のプロセッシングを介して糖鎖リガンド発現を制御していることが示された。Iv vivo でのβセク

レターゼによる糖鎖リガンド発現制御を調べるために、C57BL/6系統由来のES細胞を使用したβ

セクレターゼ(BACE1)欠損マウスを作成した。また、βセクレターゼと類縁のプロテアーゼである

BACE2 ノックアウトマウスの作製を行った。今後、βセクレターゼ欠損マウスの B 細胞における糖

鎖リガンドの発現を解析する予定である。また、B 細胞機能に及ぼすβセクレターゼ欠損の影響を

調べる予定である。 

 

3. Siglec2/CD22 の糖鎖リガンドの機能解明 

Siglec2/CD22 糖鎖リガンドの機能を解明するために、糖鎖リガンドを欠損する CMP-Neu5Ac 水

酸化酵素遺伝子欠損マウスを解析し B 細胞の活性化が亢進していることを示唆する知見が得られ

た。この点をさらに詳細に検討するために、Siglec2/CD22 欠損免疫グロブリントランスジェニックマ

ウスを樹立し、B 細胞を種々の抗原で刺激したところ、抗原の種類によって BCR シグナル伝達に

異常があり、また、むしろシグナル伝達が低下する傾向にあることが明らかとなった。しかしながら、

シグナル伝達の低下は軽度であり、これは、CMP-Neu5Ac 水酸化酵素遺伝子欠損マウスで発現

する Neu5Aca2-6Gal が Siglec2/CD22 の低親和性リガンドとし機能するためであるかもしれない。

そこで、この可能性について、今後α2-6 シアル酸を完全に欠損する ST6GalI 遺伝子欠損マウス

を用いて検討する。 

 

4. Siglec2/CD22 の糖鎖リガンドの反応様態の解明 

Siglec2/CD22 がどのようなリガンドとの反応により特異的な機能を発揮するのかを明らかにする

ために、Siglec2/CD22 糖鎖リガンド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を交配し、

すべての B 細胞が特定の抗原に反応する Siglec2/CD22 糖鎖リガンド欠損マウスを樹立した。さら

に、免疫グロブリントランスジェニックマウスまたは Siglec2/CD22 糖鎖リガンド欠損免疫グロブリント

ランスジェニックマウスの骨髄細胞を放射線照射した正常マウスまたは Siglec2/CD22 糖鎖リガンド

欠損マウスに移入し、血液細胞でのみ Siglec2/CD22 糖鎖リガンドを発現するマウスや血液細胞で

のみ Siglec2/CD22 糖鎖リガンド発現を欠損するマウスを作成した。今後、このようなマウスを用い

て、シスまたはトランスの糖鎖リガンドの機能解明を行なう。 

 

5. 改変糖鎖リガンドによる Siglec2/CD22 の機能制御法の開発 

α2,6シアル酸転移酵素欠損ミエローマ細胞を利用して、Siglec2/CD22 とその糖鎖リガンドの反

応阻害を計測する系を樹立した。この系を利用して約 40 の合成 Neu5Gc α2-6Gal 誘導体をスク

リーニングし、Neu5Gc α2-6Galよりも数千倍高い親和性でSiglec2/CD22に結合する誘導体を同

定した。さらに、ヒト Siglec2/CD22 とマウス Siglec2/CD22 では高親和性で結合する誘導体が異な



ることを明らかにした。また、同様の系を用いて低分子化合物ライブラリーのスクリーニングを行な

い、Siglec2/CD22 に結合する低分子化合物を同定した。次いで、Neu5Gc α2-6Gal が、

Siglec2/CD22 と BCR の共局在を阻害できることを明らかにした。また、Siglec2/CD22 に結合する

低分子化合物が実際に BCR シグナル伝達を増強することを明らかにした。今後は、これらの化合

物が B リンパ球の応答を増強するかを検討する。 

 

6. CD33 ファミリーSiglecs と CD72 の機能の解明 

ヒト CD33 ファミリーに属する Siglec7 が細胞機能に対して抑制的に働くことを見出した。一方、

Siglec7 と高いホモロジーを示す Siglec9 はこの抑制効果を示さなかった。Siglec7 は Siglec9 と 80％

以上のホモロジーを示すことから、両者の間で機能的な差が見出された場合には両者の間でキメ

ラ変異体を作製することによって表現形に対して重要なアミノ酸配列部分をマッピングすることが

可能である。見出された Siglec7 と Siglec9 の間における抑制効果の差に関してキメラ作製を行い、

抑制効果に重要な部分のマッピングを開始した。また、この抑制効果は Siglec7 に対する F(ab)2

抗体による架橋によっているが、これによって細胞内シグナルの活性化が予想される。このシグナ

ルについても解析を行っている。 

ヒトおよびマウスCD72には多型があり、ヒトCD72はSLE の発症を制御することが知られている。

また、マウス CD72 の多型は C 型レクチンドメインに集積している。我々は、可溶性 CD72 融合タン

パクを作成し、このタンパクを用いた解析により CD72 がその C 型レクチンドメインを介して糖鎖に

結合することを明らかにした。さらに、マウス CD72 のコンジェニックマウス、CD72 の欠損マウスおよ

び、CD72 の ITIM に変異を導入したノックインマウスを樹立した。今後は、これらのマウスを用いて、

液性免疫応答制御における CD72 の機能を解明する。 

 

 

３．研究実施体制 

 

（１）「免疫シグナル制御グループ」 

① 研究者名：鍔田 武志（東京医科歯科大学 大学院疾患生命科学研究部） 

② 研究項目 

・免疫応答における Siglec2/CD22 の機能解明 

・Siglec2/CD22 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 Siglec2/CD22 の機能制御法の開発 

 

（２）「糖鎖リガンド」グループ 

① 研究者名：小堤 保則（京都大学） 



② 研究項目 

・Siglec2/CD22 の糖鎖リガンドの機能解明 

・Siglec2/CD22 の糖鎖リガンド発現制御機構の解明 

・CD33 ファミリーSiglecs の機能の解明 

 

（３）「リガンド代謝」グループ 

① 研究者名：橋本 康弘（福島県立医科大学） 

② 研究実施項目 

・Siglec2/CD22 の糖鎖リガンド発現制御機構の解明 

・CD33 ファミリーSiglecs の機能の解明 
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