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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、昨年度に引き続きこれまでに

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。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たので、Sigle2/CD22 の機能制御により感染免疫を増強で

きるか明らかにするために、マウスを用いたインフルエンザウイルス感染の系を樹立した。

さらにこの系を用いて B リンパ球および抗体産生がインフルエンザ感染防御で重要な役割

を果たす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 水酸化酵素が、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 BACE1 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ていたが、その意義を解明するために、CMAH を B リンパ球で構成的

に発現するマウスや、BACE1 コンディショナルノックアウトマウスを樹立した。また、

Siglec2/CD22 および CMAH ダブル欠損マウスを樹立した。次いで、Siglec2/CD22 に高親和

性で結合する改変糖鎖リガンドの同定を進め、改変糖鎖リガンド等により Siglec2/CD22

の機能制御の基盤形成を行った。さらに、Siglec2/CD22 と機能重複のある CD72 の C 型レ

クチンドメインがオリゴマンノースに結合するなどレクチン活性を持つことを明らかにし

た。さらに、CD72 コンジェニックマウスや遺伝子改変マウスを樹立し、CD72 が 1 型糖尿病

の発症を制御することを示唆する知見を得るなど、免疫応答における CD72 の重要性を明ら

かにした。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（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

1. 免疫応答における Siglec2/CD22 の機能解明 

我々は Siglec2/CD22 を欠損し、ハプテンニトロフェノールに反応する免疫グロブリン

を産生する B 細胞をレシピエントマウスに移入したのちにニトロフェノールで免疫し、移

入した B 細胞の増殖、分化をモニターする系をもちいて免疫応答の際の Siglec2/CD22 の機

能解明を行った。その結果、Siglec2/CD22 欠損 B 細胞では免疫応答の際に細胞分裂が亢進

し、その結果抗体産生細胞等への分化が早期化するなど、記憶 B 細胞様の反応を示すこと

を明らかにした（２）。そこで、Siglec2/CD22 の機能制御によりウイルス等への感染防御

を増強できるかを明らかにするために、今年度はインフルエンザウイルス感染の実験系を

確立した。インフルエンザウイルスは発現する HA や NA 抗原により複数のサブタイプが存

在するが、我々は、H1N1 の PR8 株と H3N2 の X３１株を導入し、ウイルスの精製やタイター

測定、さらに、正常マウスへの接種、感染樹立の系を確立した。免疫グロブリンμ鎖の膜

エクソンを欠失するために B リンパ球を欠損するマウスでは、インフルエンザウイルスへ

の感染抵抗性が減弱していたことから抗体応答がインフルエンザウイルス感染抵抗で重要

な役割を果たすことが確認できた。また、ウイルスへの抗体産生測定を ELISA で行うため

に、ウイルス抗原の精製を行った。なお、CD22 の細胞内領域の解析により新たなシグナル

抑制モチーフを同定した（３）。今後は、この系を用いてインフルエンザウイルスへの免疫

応答における Siglec2/CD22 の役割を明らかにするとともに、Siglec2/CD22 の機能抑制に

よりインフルエンザウイルスへの感染抵抗性が増強するかを明らかにしていく。 

 

2. Siglec2/CD22 の糖鎖リガンド発現制御機構の解明 

BACE1 は、α2,6 シアル酸転移酵素のプロセッシング酵素である（１３）ことから、転

移酵素の産物である CD22 リガンドエピトープ（α2,6 シアロ糖鎖）の発現を調節すること

が期待された。事実、２０年度に培養細胞と動物実験モデルを用いて BACE1 が CD22 リガン

ドの発現調節を行っていることを明らかにした（１１，１２）。培養細胞で観察された BACE1

依存性の CD22 リガンド発現の調節機構を in vivo でさらに詳細に明らかにする為に BACE1

ノックアウトマウスの作製を行った。当初は全身性ノックアウトマウスを作製したが、こ

の系統は生まれてくるマウス個体数が尐なく、繁殖力が悪い為に実験に使用できる個体数

を得ることが困難であった。そこで、新たにコンディショナル BACE1 ノックアウトマウス

を作製した。ゲノム構造上は予想した構造を持っていたが、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 を発現するマウスとの交配を行った。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。事実、神経特異的なノックアウトマウ

スでは大脳や海馬において BACE1 タンパク質の発現が著しく低下していた 

 

3. Siglec2/CD22 の糖鎖リガンドの機能解明 

我々は、Siglec-2/CD22による糖鎖リガンド認識がB細胞においてどのように制御され、

どのような役割をはたしているかについて、研究を行ってきている。これまでに、in vivo



では遺伝子欠損マウス（８）の実験系を、in vitro では糖鎖の変化に対応したマイクロア

レイ実験系（９）および細胞におけるレクチンリガンド（１０）の研究を発展させてきた。

CMP-Neu5Ac 水酸化酵素(Cmah)は Siglec-2 の高親和性のリガンドエピトープであるシアル

酸分子種の N-グリコリルノイラミン酸(Neu5Gc)の生合成に関わる。Cmah 欠損マウスでは

Neu5Gc の発現はみられず、B 細胞においては Siglec-2 の高親和性リガンドが消失してい

た。一方、Cmah 欠損マウスにおいては B 細胞活性化の亢進を示唆する表現型がみられた。

このことから、B細胞の活性化においては、Cmah の制御を介したネガティブフィードバッ

ク的な機構が働いていることが考えられた。 

Cmah の活性化依存的な抑制の生理的意義を明らかにするため、活性化しても発現抑制の

おこらないマウスモデルとして Cmah トランスジェニックマウスを作成した。現在までの解

析の結果、実際に B 細胞において Cmah 及び、その産物である Neu5Gc を含む Siglec-2/CD22

糖鎖リガンドを発現する系統が複数得られた。 これまで、Neu5Gc と Siglec-2/CD22 が機

能的にどのように関わっているかに関しては不明であった。そこで、Cmah と Siglec-2/CD22

を共に欠損するダブルノックアウトマウスを作成し、その機能重複に関し明らかにするこ

とを試みた。現在までの解析の結果、Siglec-2/CD22 欠損と Cmah 欠損で、B 細胞抗原受容

体刺激時のカルシウム流入に関しては、個々の欠損とダブルノックアウトマウスで表現型

が異なり、機能重複があることが明らかとなった。 

 

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、 B リンパ球での FRET による細胞内カルシウムシグナル計測法を開発

する（４）とともに、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。このマウスの解析を行った結果、トランス

リガンドが B 細胞分化を制御する証拠が得られた。なお、外因性の糖鎖リガンドにより辺

縁帯 B細胞に影響があることも明らかにした（６）。 

 

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。この系を利用して岐阜大学木曽教授の研究室と

共同で約４０の合成 Neu5Gc a2-6Gal 誘導体をスクリーニングし、Neu5Gc a2-6Gal よりも

数百倍高い親和性で Siglec2/CD22 に結合する誘導体を同定した（５）。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。しかしながら、これらの化合物は、すでに Siglec2/CD22 と高親和性で結合する

ことが報告されている化合物 BPA-Neu5Gc および BPC-Neu5Gc に比べて顕著に親和性が高い



訳ではなかった。そこで、さらに、化合物の設計と合成を行い、さらに１０倍以上

Siglec2/CD22 に親和性の高い化合物を得ることができた。 

 

６．CD33 ファミリーSiglecs と CD72 の機能の解明 

CD72 は Siglec2/CD22 と同様に B 細胞シグナルを負に制御するが、Siglec2/CD22 とは異

なる C型レクチン様ドメインを持つが、CD72 にはカルシウムイオン結合に関わる保存され

たアミノ酸配列がなく、また、これまでレクチン活性を持つかは不明であった。我々はマ

ウスミエローマ細胞あるいは大腸菌の系を用いて可溶性 CD７２タンパクを多量に産生す

ることに成功した。さらに、この CD７２タンパクを用いてカラムを作成し、結合分子の解

析を行ったところ、CD72 がオリゴマンノースに結合することが明らかとなり、さらに、こ

の結合をビアコアを用いて確認することができた。これらの結果は CD72 がレクチン活性を

持つことを明確に示すものである。 

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。１型

糖尿病自然発症モデル NOD マウスは CD72c ハプロタイプを持つので、CD72b を持つ

C57BL/6マウスをNODに繰り返し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。このマウスでは、ラ氏島炎や糖尿病の発症が顕著に亢進していた

（７）。この結果は、CD72 が自己免疫反応を制御することにより１型糖尿病の発症を制御

していることが明らかとなった。NOD マウスは１型糖尿病のモデルとして広く用いられ

ているが、発症の頻度や程度は決して高くなく、しばしば薬剤により発症を増強させて用

いられている。NOD.CD72b マウスは薬剤処理を行わなくても糖尿病の発症が亢進してい

るために、１型糖尿病研究のより材料になると考えられる。また、我々の結果から、CD72

が１型糖尿病の治療薬開発のより標的になると期待される。なお、CD72 のコンジェニッ

クマウス以外にも、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。さらに、B リンパ球アポトーシスに小胞体ストレスが関与し（１）、

小胞体ストレスを介したヒト CD72 がアポトーシス制御に関わることを明らかにした。 

我々は、シグレック７の ITIM モチーフは、SHP-1 ホスファターゼに対するリクルート

能が非常に低いにもかかわらず、活性化に伴いある種の細胞機能の抑制をすることを見い

だした。２０年度は、シグレック７が活性化されるとある種の細胞活性が抑制されること

を見いだした。予備的な実験からこの抑制機能は ITIM に依存しておらず、新規のシグナ

ル伝達系であることが示唆された。 
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