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序論  

 

 糖鎖修飾は翻訳後修飾の代表的なものであり、全タンパク質の 50%以上が糖鎖修飾を受け

ていると考えられている。DNAやペプチド鎖が単純な構造を持ち、動物種を超えて普遍的な

ものであるのに対し、糖鎖の構造は非常に多様性に富んでおり、細胞の顔であるとも言われ

る。細胞種特異的な糖鎖構造が見られることも多く、免疫系においても古くから糖鎖に結合

するタンパク質である植物レクチンが細胞の分類に使われてきた。これら多様な糖鎖は、単

に飾りとしてタンパク質に付加されているわけではなく、糖鎖修飾を受けたタンパク質自身

の機能を制御したり、糖鎖を認識するタンパク質であるレクチンのリガンドとして働くこと

でシグナル伝達に関与したりすることが知られている。近年、糖鎖が発生・分化(19, 40, 42)、

タンパク質の品質管理(17)、免疫機能の制御(15)など様々な生命現象において重要な役割を担

っていることが明らかにされつつあり、また糖鎖異常がもたらす疾患も多く報告されている

(38, 76)。 

 シアル酸（Sia）は N-結合型糖鎖、O-結合型糖鎖および糖脂質の非還元末端、つまり糖鎖

部分の一番外側に存在する炭素 9 個からなる酸性糖である(58)。シアル酸の生合成の初期段

階に関わる酵素、UDP-GlcNAc 2-epimerase のノックアウトマウスが胎生 9 日頃に致死と

なることが明らかにされるなど(61)、シアル酸は生体にとって不可欠な成分であることが知

られている。シアル酸は細胞表面に負電荷を与えているばかりでなく、その存在位置が糖鎖

の末端であることからレクチンをはじめとする糖鎖結合分子の標的となり、細胞間および同

一細胞上の様々な分子間認識において重要な役割を果たしていることが明らかにされてきた

(70)。生体内にはリンパ球のホーミングなどに関わる C 型レクチンのセレクチンファミリー

(28, 69)や、細胞内シグナル伝達などに関わる I 型レクチンのシグレック（Siglec）ファミリ

ー(71)などのシアル酸認識レクチンが存在する。一方、インフルエンザウイルスをはじめと

する病原体による宿主認識にもシアル酸は利用されてきた(64)。シアル酸がこれらの分子間

認識に利用されるには、糖鎖の末端に存在するというだけでなく、シアロ糖鎖（シアル酸を

含む糖鎖）のもつ多様性が重要な意味をなしていると考えられる。シアロ糖鎖は、シアル酸

とその還元末端側の糖鎖との間に複数の結合様式が存在することに加え、シアル酸自身がア

セチル化や硫酸化、メチル化、ラクチル化などの修飾を受け、50 種を超える分子種が存在す

ることにより、類いまれな多様性をもつ(1, 67)。このような多様性は他の単糖には見られず、

シアル酸の特徴の一つである。 

 このように多様性に富むシアル酸であるが、その多くの分子種が N-アセチルノイラミン酸

（Neu5Ac）を前駆体として生合成される。生体内における主要シアル酸分子種は、Neu5Ac 
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とその 5 位の N-アセチル基が N-グリコリル基に置換された N-グリコリルノイラミン酸

（Neu5Gc）である（Figure 0-1）。Neu5Gc もやはり Neu5Ac を生合成前駆体としており、

Neu5Ac から Neu5Gc への変換は、糖供与体である CMP（cytidine monophosphate）-シ

アル酸の段階で CMP-Neu5Ac 水酸化酵素（CMP-N-acetylneuraminic acid hydroxylase, 

Cmah）が電子伝達系のシトクロム b5から電子を供与され、分子状の酸素を CMP-Neu5Ac

に付加するモノオキシゲナーゼ反応により行われる(30, 31)。この反応は細胞質において行わ 
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れ、各 CMP-シアル酸はシアル酸トランスポーターを介してゴルジ体へと運ばれ、そこでシ

アル酸転移酵素により糖鎖の末端に付加されて細胞表面へと移動する（Figure 0-2）。 

 本研究では、マウスの胚中心B細胞において、主なシアル酸分子種がNeu5GcからNeu5Ac

へとダイナミックに変化することを明らかにした。胚中心は、T 細胞依存性抗原による免疫

後に脾臓やリンパ節などの二次リンパ器官内に生じる組織構造であり、ラット由来モノクロ

ーナル抗体、GL7(39)とピーナッツ（Arachis hypogaea）レクチン、PNA(56)が胚中心を特

異的に染色するマーカーとして広く用いられてきた。また、GL7 強陽性細胞は抗体産生能や

抗原提示能が高く、GL7 エピトープの発現が B細胞の機能と深く結びついている可能性が示

唆されていた(7)。しかし、GL7 のエピトープに関しては、GL7 による抗原認識がシアリダ

ーゼ感受性であるという報告があるが詳細な実験方法や結果は示されておらず(23)、シアル

酸の関与が示唆されるものの、そのエピトープは同定されていなかった。筆者は、まず、シ

アル酸に注目してGL7 のエピトープの同定を行った。 

 第一章、第二章では、GL7 エピトープの同定について述べる。まず第一章では、ヒト B細

胞株を用いて GL7 エピトープの同定を行った。GL7 はもともとマウスの B 細胞上の抗原で

あるが、筆者は GL7 がヒト B 細胞株に結合することを見出し、ヒト B 細胞株を用いてエピ

トープの性質を調べ、GL7がシアル酸を含む糖鎖と、シアル酸の結合様式依存的に結合する

ことを明らかにした。次に第二章では、マウスの胚中心でGL7 エピトープが出現する機構に

ついて検討を行った。ヒトとマウスにおける主要シアル酸分子種の違いから、GL7 の結合が

シアル酸分子種特異的であることを明らかにし、GL7 がα2-6 結合の Neu5Ac を含む N-結合

型糖鎖を認識する抗糖鎖抗体であることを明らかにした。また、B 細胞の活性化の場である

胚中心において、Cmah の発現が抑制されることにより、主要シアル酸分子種がNeu5Gc か

ら Neu5Ac へと大きく変化すること、そして GL7 が胚中心におけるこのシアル酸分子種の

変化を検出する抗体であることを明らかにした。 

 さらに、第三章では、胚中心で Neu5Gc が減少する生理的意義を明らかにするため、

Neu5Gc を欠失する Cmahノックアウト（Cmah-/-）マウスの解析を行い、Neu5Gc を含む

糖鎖が B細胞の活性化に対し抑制的に働いていることを明らかにした。 

 以下、これらの結果について詳述する。 
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 なお、本研究ではレクチン分子を糖鎖プローブとして使用しているが、それらの糖鎖認識

における特異性は下の表に示すとおりである。 

 

レクチン 糖鎖構造 

植物レクチン  

 SSA (Sambucus sieboldiana agglutinin) Neu5Ac/Neu5Gcα2-6Gal/GalNAc 

 Con A (Concanavalin A;Canavalia ensiformis lectin) αMan 

 WFA (Wisteria floribunda agglutinin) Terminal GalNAc 

 PNA (Arachis hypogaea agglutinin) Galβ1-3GalNAcα-Thr/Ser 

キメラタンパク質  

 mSn-Fc Neu5Acα2-3Gal 

 mCD22-Fc Neu5Gcα2-6Gal 

 hCD22-Fc Neu5Ac/Neu5Gcα2-6Gal 

 

 

 

 遺伝子名およびタンパク質名の表記については、GenBank の表記法に従い、下記のとおり

とした。 

 ヒト  遺伝子：すべて大文字/イタリック体（例 ST6GAL1） 

  タンパク質：すべて大文字（例 ST6GAL1） 

 マウス  遺伝子：最初の文字のみ大文字、残りは小文字/イタリック体（例 St6gal1） 

  タンパク質：最初の文字のみ大文字、残りは小文字（例 St6gal1） 

 ラット  遺伝子名がヒトやマウスと大きく異なることがあるので、混乱を避けるため、本 

  論文ではマウスの表記法に従った。 

 また、酵素名として表記する際は、必要に応じて慣用的な表記法を用いた。 

 

 

 

略語  

Sia, Sialic acid; Neu5Ac, N-acetylneuraminic acid; Neu5Gc, N-glycolylneuraminic 

acid; CMP, cytidine monophosphate; Cmah, CMP-N-acetylneuraminic acid 

hydroxylase; Gal, Galactose; Glc, Glucose; GlcNAc, N-acetylglucosamine; GalNAc, 

N-acetylgalactosamine; LacNAc, N-acetyllactosamine; Man, Mannose. 
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第一章  GL7 エピトープの同定  

 

 GL7 は、マウスの活性化 B細胞を免疫原として作られたラット由来モノクローナル抗体で

あり(35)、in vitro で活性化させた B 細胞、T 細胞、そして胸腺の T 細胞の一部(23)を染め

ることが知られている。また、マウス B細胞ではその分化段階に応じてGL7 エピトープの発

現が変化することが明らかにされており、骨髄の大型プレ B細胞の段階ではGL7 エピトープ

を発現しているが、その後分化、成熟が進み IgD を発現するようになると GL7 エピトープ

を失う(7, 43)。そして、活性化すると再びGL7 エピトープを発現するようになる。 

 このように GL7 がどのような細胞集団を染めるかについてはかなり調べられているもの

の、そのエピトープについてはほとんど解明されていない。In vitroで活性化させた B細胞

を用いてタンパク質の代謝標識を行いGL7 による免疫沈降を行うと、35 kDa の膜タンパク

質が沈降されてくることから、Laszlo らはこのタンパク質がGL7 の認識抗原である可能性を

示唆している(35)。また、実験に関する詳細な記述はないものの、GL7 による染色がシアリ

ダーゼ感受性であるという報告があるが(23)、これら以外にエピトープに関する報告はなく、

GL7のエピトープはいまだ同定されていなかった。 

 GL7 による染色がシアリダーゼ感受性であるということから、GL7 はシアル酸を含む分子

を認識していると考えられる。糖鎖の末端に付加されるシアル酸は、生体内、外の様々な分

子のリガンドとして働き、細胞間接着や細胞内・細胞間シグナル伝達を制御することが知ら

れている(70)。さらに、GL7 強陽性細胞は高い抗体産生能や抗原提示能を有することから、

GL7 エピトープの発現が B 細胞の機能と深く結びついている可能性が示唆されている (7)。

したがって、GL7 により認識される分子を明らかにすることは、活性化 B細胞のシグナル伝

達や機能の解明につながることが期待される。そこで、筆者はシアル酸の存在に注目してGL7

エピトープの同定を行った。 

 

 

第一節  GL7はヒトB細胞株にも結合する 

 

 GL7 のエピトープを同定するため、まず様々な細胞におけるエピトープの発現をフローサ

イトメトリーにより調べた。マウスの脾臓 B細胞は非活性化時にはGL7 で染まらないが、リ

ポ多糖（LPS）で刺激すると GL7 陽性となる(35)（Figure 1-1A）。一方、マウス B 細胞株

としてプレ B 細胞株 70Z/3、未成熟 B 細胞株 WEHI231、成熟 B 細胞株 X16c8.5（IgM 陽

性）、A20（IgG 陽性）の染色を行ったが、これらの細胞株は分化段階に関わらず GL7 でほ
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とんど染まらなかった（Figure 1-1B）。これに対し、ヒト B細胞株 KMS-12 BM、KMS-12 

PE、Daudi、Ramos はいずれも GL7 陽性であった。また、T 細胞株など他のヒト血球系細

胞株の染色も行ったが、B細胞株が最も強く染色された。 

 これらの結果から、GL7 のエピトープはマウスに特異的な分子ではないが、B 細胞に多く

発現が見られる分子である可能性が示唆された。 
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第二節  GL7のエピトープはシアル酸を含むN-結合型糖鎖である 

 

 ヒト B細胞株で発現しているGL7 エピトープがマウスの活性化 B細胞で発現するGL7 エ

ピトープと同じものであれば、発現量の多いヒト B 細胞株を用いることで、エピトープの同

定が容易になると考えられる。そこで、GL7で強く染色されたヒト B細胞株、Daudi 細胞を

用いて GL7の結合特性を調べることにした。 

 GL7 エピトープに関する数少ない情報の中に、GL7による染色がシアリダーゼ感受性であ

るという報告がある(23)。シアリダーゼは、シアロ糖鎖からシアル酸を遊離させる酵素であ

る。まず、Daudi 細胞上のエピトープへのGL7 の結合にシアル酸が関与しているか調べるた

め、Daudi 細胞を基質特異性の異なる 2 種類のシアリダーゼで処理し、その後GL7 による染

色を行った。また、シアリダーゼ処理のコントロールとして、α2-3 結合のシアル酸を特異的

に検出するプローブ、mSn-Fc およびα2-6 結合のシアル酸を特異的に検出するプローブ、

hCD22-Fc による染色も行った(6)。その結果、α2-3, 6, 8 結合のシアル酸を外す

Arthrobacter ureafaciens由来シアリダーゼで処理した Daudi 細胞では、GL7 による染色

が著しく低下した（Figure 1-2）。一方、α2-3 結合のシアル酸を特異的に外す Salmonella 

enterica serovar Typhimurium 由来シアリダーゼを用いた場合は、GL7 による染色に変化

が見られなかった。この結果から、GL7 が Daudi 細胞においてもシアル酸を含む分子を認識

しており、さらにシアル酸とその還元末端側の糖との結合様式の違いも区別し、α2-6 もしく

はα2-8 結合のシアル酸を認識することが示唆された。 
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 そこで、GL7 の結合がシアル酸依存的であるかさらに詳しく調べるため、シアル酸および

その他の単糖による GL7 結合阻害実験を行った。GL7 による染色時に各単糖を加え、フロ

ーサイトメトリーで GL7 の結合を調べたところ、ヒトにおける主要シアル酸分子種である

Neu5Ac が特異的な結合阻害を示した（Figure1-3A）。また、Neu5Ac による GL7 の結合阻

害はNeu5Ac の濃度依存的であった（Figure1-3B）。 

 GL7 がシアル酸を含む糖鎖を認識していることが示唆されたので、次にウエスタンブロッ

ティングを行い、GL7 のエピトープとされている 35 kDaのタンパク質が検出されるか調べ

た。denature された分子上の糖鎖をメンブレン上で検出することは困難なことが多いが、

GL7を用いたウエスタンブロッティングでは、様々な分子量をもつ数多くのバンドが検出さ

れた（Figure1-4）。これらのバンドはGL7 との反応時にNeu5Ac を添加することにより消 
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失したことから、全てシアル酸を介した結合であると考えられ、この結果から、GL7 がある

特定のタンパク質を認識しているのではなく、様々なタンパク質上に発現しているシアロ糖

鎖を認識している可能性が示された。 

 タンパク質上に糖鎖が結合する様式には大きく分けて 2 種類ある。Asn-X-Ser/Thr 配列

中の Asn の NH2基に GlcNAc を還元末端とする糖鎖が結合する N-結合型糖鎖と、Ser また

は Thr に GalNAc が結合して作られる O-結合型糖鎖である。GL7 が認識する糖鎖がどちら

のタイプの糖鎖であるか明らかにするため、それぞれの糖鎖の生合成を阻害したDaudi 細胞

に対する GL7 の結合を調べた。N-結合型糖鎖による糖タンパク質の修飾は、脂質であるド

リコールに単糖が 14 個付加されて形成された糖結合ドリコール中間体（脂質中間体）が一つ

の塊として Asn に転移されることから始まり、続く ER 内でのプロセッシングへと進んでい

く。tunicamycin は、糖結合ドリコール中間体形成の第一段階であるドリコールピロリン酸

N-アセチルグルコサミン形成過程を阻害するため、N-結合型糖鎖の合成を阻害する。また、

benzyl-GalNAc は、pp-GalNAc トランスフェラーゼによる Ser/Thr への GalNAc の転移

を阻害することにより、O-結合型糖鎖の生合成を阻害する。Daudi 細胞に tunicamycin ま

たは benzyl-GalNAc を加えて 24 時間処理したあと、GL7で染色し、フローサイトメトリー

を行った。また、tunicamycin、benzyl-GalNAc ともに細胞毒性を示すことから弱い条件で

処理を行っているので、それぞれの処理による糖鎖の生合成阻害を確認するため、

Concanavalin A（Con A）およびWFA レクチンによる染色も併せて行った。Con A はマ

ンノースを 2 残基以上含む構造に対し親和性を示し、高マンノース型、混成型、2 本鎖複合 
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型の N-結合型糖鎖に結合する。一方、WFAは糖鎖の末端に存在するGalNAc を認識するの

で、O-結合型糖鎖を検出することができる。フローサイトメトリーの結果、O-結合型糖鎖生

合成阻害剤である benzyl-GalNAc で処理した細胞では、コントロールであるWFA による染

色は低下したが、GL7 による染色には非処理の細胞と比較して変化が見られなかった

（Figure 1-5）。これに対し、tunicamycin により N-結合型糖鎖の生合成を阻害剤すると

GL7 の結合が減少したことから、GL7 は N-結合型糖鎖上のシアル酸を認識していると考え

られた。 

 

 

第三節  GL7はα2-6 結合のシアル酸を含む糖鎖を認識する 

 

 第一節でも示したとおり、ヒト B細胞株は GL7 陽性であるが、その結合の程度は細胞株に

よって異なる（Figure 1-6）。GL7 エピトープにはシアル酸が含まれることが明らかになり、

また、GL7によるウエスタンブロッティングで分子量の異なる多くのバンドが検出されたこ

とから、GL7 が特定のタンパク質というよりも糖鎖のみを認識している可能性が示唆された。

このことから、各細胞株で GL7 の結合の強さを決めているのは、GL7 に認識される糖鎖が

付加されるタンパク質の発現量ではなく、GL7 の認識する糖鎖の発現量、つまり糖鎖の生合

成に関わる酵素の活性であると考えられた。糖鎖の生合成に関わる酵素は、リン酸化などの

翻訳後修飾ではなく、酵素の発現量そのものによってその活性の調節がなされていることが

知られている。実際、シアル酸転移酵素遺伝子の発現と細胞表面糖鎖へのレクチンの結合に

相関があるという報告もある(5)。そこで、Figure 1-6 に示した 6 種類のヒト B細胞株間で、 
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GL7 エピトープの発現量と糖鎖関連遺伝子の発現量とを比較し、GL7 エピトープの生合成に

関わる糖転移酵素遺伝子を同定することにより、エピトープとなる糖鎖の構造を推定するこ

とを試みた。 

 まず、フローサイトメトリーの結果から、GL7 で染色を行ったサンプルの平均蛍光強度を

非染色（ネガティブコントロール）サンプルの平均蛍光強度で割ることにより、GL7 エピト

ープの発現量を数値化した（Figure 1-6）。この GL7エピトープの発現量を、発現が強いほ

ど外側に位置するように六角形のグラフにプロットすると、これら 6 つの B細胞株における

GL7エピトープの発現の相対的な強さを、一つの図形、つまり「パターン」としてとらえる

ことができる（Figure 1-7）。次に、cDNA マイクロアレイを用い、フローサイトメトリー

に用いたのと同じ組み合わせの B 細胞株における遺伝子の発現量を求めた。6 細胞間での遺

伝子の発現量を比較するため、これらの細胞から得た RNA と様々な臓器由来の RNA の混合

物である「universal reference RNA」(47)とで競合ハイブリダイゼーションを行い、各細胞

の RNA サンプルの値を「universal reference RNA」の値で割ることにより、「universal 

reference RNA」に対する相対値として遺伝子の発現量を算出した。cDNA マイクロアレイ

は、我々の研究室で新たに作製した、糖鎖関連遺伝子 888 個を中心に約 1100 個の遺伝子を
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のせたcDNAマイクロアレイを用いた。このようにして得られた各遺伝子の相対的発現量を、

GL7エピトープの発現量と同様に六角形のグラフ上にプロットすると、遺伝子ごとの発現パ

ターンとして表すことができる（Figure 1-7）。それらの遺伝子の発現パターンのうち、GL7

エピトープの発現パターンにより近い（＝形が似ている）もの、つまり相関が高いものがエ

ピトープの生合成に大きく寄与する遺伝子である可能性が高い、と考えられた。実際の発現

パターンの比較方法としては、統計の分野で一般的に用いられているピアソンの相関係数を

算出するという方法を用いた。相関係数は 1 から-1 の範囲で表され、両者が完全に相関すれ

ば 1、全く相関がなければ 0、そして逆相関を示せば-1 となる。 

 

Table 1.  P earson's correlation index analysis of Sialic acid (Sia)-related genes
a
 1 

Index P value Gene name Encoded enzyme 

0.937 5.87E-03 ST6GAL1 ST6Gal I 

0.806 5.30E-02 ST3GAL3 ST3Gal III 

0.551 2.57E-01 CMAH Pseudogene for CMP-Neu5Ac hydroxylase 

0.473 3.44E-01 ST3GAL2 ST3Gal II 

0.215 6.82E-01 SLC35A1 CMP-Sia transporter 

0.173 7.43E-01 ST8SIA1 ST8Sia I 

0.142 7.89E-01 ST3GAL6 ST3Gal VI 

0.137 7.96E-01 PGM3 GlcNAc-6-P mutase 

0.096 8.56E-01 GMPPB GDP-Man pyrophosphorylase 

0.052 9.22E-01 ST6GALNAC2 ST6GalNAc II 

-0.103 8.47E-01 ST8SIA3 ST8Sia III 

-0.196 7.10E-01 ST8SIA4 ST8Sia IV / PST 

-0.210 6.89E-01 GNE UDP-GlcNAc-2-epimerase/ManNAc kinase 

-0.283 5.87E-01 ST6GALNAC6 ST6GalNAc VI 

-0.442 3.80E-01 ST3GAL5 ST3Gal V 

-0.448 3.72E-01 ST6GALNAC1 ST6GalNAc I 

-0.452 3.68E-01 ST8SIA5 ST8Sia V 

-0.508 3.04E-01 SAS Neu5Ac-9-P synthase 

-0.639 1.72E-01 ST6GALNAC4 ST6GalNAc IV 

-0.678 1.39E-01 NEU3 Membrane sialidase 

-0.696 1.25E-01 NEU1 Lysosomal sialidase 

-0.739 9.30E-02 ST8SIA2 ST8Sia II / STX 

-0.742 9.12E-02 ST3GAL4 ST3Gal IV 

-0.898 1.52E-02 ST3GAL1 ST3Gal I 

-0.938 5.62E-03 SIAE Sia-9-O-acetylesterase 

a 
Pearson's correlation coefficient (index) values of relative gene expression in the microarray 2 

against relative GL7 staining mean fluorescence intensity among six B -cell lines were 3 

calculated for sialyltransferase genes and Sia metabolism-related genes. A positive value 4 

indicates the presence of a correlation between gene expression and staining. A negative 5 

value indicates the presence of a negative correlation. Index values are also expressed as P 6 

values. 7 
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 GL7 がシアル酸を含む分子をエピトープとして認識すると考えられることから、シアル酸

転移酵素およびシアル酸の代謝に関わる酵素に関して相関係数を算出したところ、ST6GAL1

の発現が非常に高い相関を示した（Table1）。ST6Gal I はシアル酸をα2-6 結合で LacNAc

（Galβ1-4GlcNAc）に付加するシアル酸転移酵素である。この相関係数の結果から、これら

のヒト B細胞株においてGL7 エピトープの発現量を決めているのは、糖転移酵素の基質とな

る糖供与体の生合成反応ではなく、糖鎖生合成の最終段階である末端のシアル酸転移反応に

関わる酵素、ST6GAL1 の発現量であることが示唆された。つまり、ST6GAL1 によるシアル

酸の付加が GL7 エピトープの合成の律速反応であり、この反応により生合成されるα2-6 結

合のシアル酸を GL7 が認識する可能性が示唆された。 

 この相関係数の計算から導かれた可能性を検証するため、α2-6 結合のシアル酸の発現を欠

いている CHO-K1 細胞(36)にラット由来 St6gal1（rSt6gal1）を強制発現させ、GL7 陽性

となるか調べた。空ベクターをトランスフェクトした細胞は、予想通り親株と同様GL7 陰性 
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であり、Siaα2-6Gal/GalNAc を認識する植物レクチン SSA（Sambucus sieboldiana 

agglutinin）でも染まらなかった（Figure 1-8A）。一方、rSt6gal1を発現させた細胞は、SSA

による染色の増加に伴い、GL7 で染まるようになった。また、ヒト B細胞株と同様に、GL7

を用いたウエスタンブロッティングにより複数のバンドが検出された（Figure 1-8B）。

rSt6gal1を発現させることにより、CHO-K1 細胞のような非免疫系由来の細胞もGL7 陽性

となったことから、GL7 は様々な細胞に広く発現しているタンパク質上のα2-6 結合のシア

ル酸を有する糖鎖を認識していると考えられた。 

 

 

第四節  GL7は Siaα2-6LacNAcを認識する 

 

 GL7 がα2-6 結合のシアル酸を含む糖鎖を認識する抗糖鎖抗体であることを確認するとと

もに、GL7 の認識する糖鎖構造をさらに詳しく決定するため、ELISA 法により GL7 と種々

の糖鎖プローブとの結合を調べた。GL7を固相化したプレートに、シアル酸を含む各種糖鎖

プローブを加えてその結合を測定したところ、α2-6 結合のシアル酸を含む LSTc

（Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc）のみが GL7 と結合し、LSTc の構造異性

体でありα2-3結合のシアル酸を含むLSTa（Neu5Acα2-3Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc）

は結合しなかった（Figure 1-9）。また、興味深いことに、Neu5Acα2-6Galβ1-4Glc（シア

リルラクトース）は、α2-6 結合のシアル酸を有するにも関わらず、GL7 と結合しなかった。

各糖鎖プローブの還元末端のグルコースは、プローブの作製時にストレプトアビジンとの結

合のため開環しているので、GL7 は三糖以上の糖鎖を認識しているか、LAcNAc

（Galβ1-4GlcNAc）構造中の GlcNAc を含めた構造を認識していると思われる。 

 以上の結果より、GL7 は N-結合型糖鎖上の Siaα2-6LacNAc をエピトープとして認識し 
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ていることが明らかになった。 

 

 

第五節  考察と総括 

 

 本章では、マウス活性化 B細胞のマーカーであるGL7 のエピトープが、α2-6 結合のシア

ル酸を含む N-結合型糖鎖であることを明らかにした。 

 第一節では、マウス以外の哺乳動物細胞の B細胞株も含めた様々な細胞株をGL7 で染色す

ることにより、ヒト B 細胞株が GL7 で強く染色されることを見出した。これまで GL7 はマ

ウスの特定の分化段階、または活性化状態の Bおよび T細胞を染める抗体としてしか用いら

れていなかったが、ヒト B 細胞株が GL7 陽性であることが明らかになったことで、GL7 の

エピトープの同定を優位に進めることができた。 

 第二~四節では、様々な実験手法を用いて多角的に GL7 の結合特性を調べることにより、

GL7エピトープの同定を行った。Hathcock らの論文に GL7の結合がシアリダーゼ感受性で

あるという記述があったことから、GL7 がシアル酸を含む分子を認識している可能性が示唆

されていたが、実際の結果や実験に用いたシアリダーゼの種類が記述されていないなど、詳

細は不明であった。そこで、第二節では基質特異性の異なる２種類のシアリダーゼによる処

理や、各種単糖の添加が GL7 の結合に与える影響を調べ、GL7 によるエピトープの認識に

はシアル酸が非常に重要であることを明らかにした。さらに in vitroで糖鎖プローブとの結

合を測定し、GL7 のエピトープが N-結合型糖鎖上の Siaα2-6LacNAc という構造であるこ

とを明らかにした。また、GL7 ブロットで複数のタンパク質が検出されたこと、そして ELISA

を用いた糖鎖プローブとの結合実験で GL7 が糖鎖のみと結合したことから、GL7 がある特

定の糖鎖修飾タンパク質を抗原として認識するのではなく、糖鎖のみをエピトープとして認

識しており、様々なタンパク質と結合する可能性を持つことが明らかとなった。 

 本章では、GL7 エピトープの同定のため、糖鎖の生合成に関わる酵素の発現とその産物で

ある糖鎖の発現を比較し、目的の糖鎖の生合成に寄与している酵素遺伝子を同定することで、

糖鎖の構造を推測するという革新的な方法を用いた。また、この比較のため、マイクロアレ

イで得られた遺伝子の発現の強弱および、抗糖鎖抗体による染色の強さ、つまり最終産物で

ある糖鎖の発現の強弱を数値化したものを、「パターン」としてとらえた。さらに、通常マイ

クロアレイは異なる 2 種類の細胞間での遺伝子の発現の違いを比較するために用いられるが、

筆者は様々な臓器由来の RNA を混合した「Universal Reference RNA」を用いることによ

り、多サンプル間での比較を行った。複数の細胞における遺伝子の発現と、それらの遺伝子

由来の産物の発現を「パターン」としてとらえて比較し、最終産物の発現量に最も寄与して
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いる酵素を見つけ出そうというこの方法は、酵素遺伝子の発現量とその酵素反応による産物

の量が比例し、かつ少数の酵素が律速酵素として働いている場合には非常に有効な方法であ

ると考えられる。糖転移酵素が触媒する反応は、リン酸化などの修飾ではなく酵素の発現量

により制御が行われているため、この方法が有用であると考えられた。実際、フローサイト

メトリーで得られた GL7 エピトープの発現量とマイクロアレイから得られたシアル酸関連

酵素遺伝子の発現量の比較により、GL7 のエピトープとなる糖鎖の生合成に関わる酵素の候

補として ST6GAL1 が得られた。そして、その後の検証実験により、GL7 のエピトープが

ST6GAL1 の産物であるα2-6 結合のシアル酸を含む糖鎖であることが確認された。この方法

の最大の利点の一つとして、マイクロアレイを一度行えば、各遺伝子の発現量の相対値をデ

ータとして保存しておき繰り返し利用できる点が挙げられる。つまり、あとは興味のある事

象（ここでは糖鎖の発現）を数値化したものさえ用意すれば、すぐに相関を計算することが

できる。この方法はあくまでもスクリーニングであり、高い相関係数が得られたものが必ず

しもその事象に寄与しているとは限らず、その後様々な検証実験を行う必要がある。しかし、

一度に多数の遺伝子を解析できること、そして網羅的に解析するため想定していなかった遺

伝子の関連も見つけ出すことが可能であることなど、利点は非常に多く、今後、糖鎖に限ら

ず様々な分野に応用されることが期待される。 

 

 

第六節  実験方法 

 

試薬、細胞 

ほとんどの試薬類はWako Chemical（Japan）および Nacalai Tesque（Japan）から購入し

た。 

各種細胞株は、American Type Culture CollectionおよびJapanese Collection of Research 

Bioresources より購入した。 

 

抗体およびレクチン 

FITC-conjugated GL7 および purified GL7 は BD PharMingen（USA）から、

FITC-conjugated streptavidin は CALTAG Laboratories（USA）から、HRP-conjugated 

goat anti-rat IgM は Southern Biotechnology Associates（USA）から購入した。

FITC-conjugated Concanavalin A（Con A）、FITC-conjugated Sambucus sieboldiana 

agglutinin (SSA) は生化学工業（Japan）より購入した。Biotinylated Wisteria floribunda 

agglutinin（WFA）は Sigma（USA）より購入した。 
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sialoadhesin-Fc および CD22-Fc プローブの作製 

マウス sialoadhesin (Sn)/Siglec-1、マウス CD22/Siglec-2 およびヒト CD22/Siglec-2 の

N末ドメイン 1̃3（リガンド結合部位）にヒト IgG1 の Fc 領域を結合させたキメラタンパク

質、mSn-Fc、mCD22-Fc、hCD22-Fc の発現コンストラクトを作製し、シアル酸を付加す

ることができない変異細胞株である Lec2 細胞にトランスフェクトして、それぞれの安定発

現細胞株を得た。mSn-Fc の安定発現細胞株は OPTI-MEM（Invitrogen, USA）で、その

他の安定発現細胞株は CHO 細胞用無血清培地、CHO-S-SFM II（Invitrogen）で培養し、

これらの培養上清から Protein A-Sepharose column（Pierce, USA）を用いて各キメラタ

ンパク質を精製した。 

ヒト IgG1-Fc コンストラクトはダンディー大学のPaul Crocker 博士、カリフォルニア大学

サンディエゴ校の Ajit Varki 博士より恵与された。また、Lec2 細胞はアルバートアインシュ

タイン大学のPamela Stanley 博士より恵与された。 

 

フローサイトメトリー 

細胞の染色はFACS buffer（1% BSA, 0.1% NaN3 in phosphate-buffered saline [PBS]）中

で行った。染色した細胞は、PBS で洗浄後 FACS buffer もしくは Fix buffer（1% 

formaldehyde in PBS）に再懸濁させ、FACScan（Becton Dickinson, USA）を用いて蛍

光強度を測定した。得られたデータの解析には、FlowJo ソフトウェア（Tree Star, USA）

を用いた。 

mSn-Fc、hCD22-Fc による染色では、あらかじめこれらの Fc 融合プローブと R-PE 標識

された抗ヒト IgG 抗体を 4℃でインキュベートすることにより複合体を形成させておき、こ

の複合体を染色に用いた。 

マイクロアレイとの比較用のデータの採取は、以下のように行った。染色条件は、最も強く

染色されるサンプルにおいても抗体（GL7）の結合が飽和しないように検討し、1 x 105個の

B細胞株を、100 倍希釈した FITC 標識 GL7 で室温にて 1 時間染色した。染色時に抗体を加

えていないコントロール細胞の FL-1 シグナルの値が 5 付近になるように FACScan のパラ

メーターを設定して、これらのサンプルのデータを取り込み、得られた各サンプルの FL-1

シグナルの平均値をコントロール細胞の FL-1 シグナルの平均値で割り、この値を各細胞株

におけるGL7 エピトープの相対的発現量とした。 

 

シアリダーゼ処理 

Daudi 細胞を 100 mM sodium acetate（pH 5.2）に懸濁し、Arthrobacter ureafaciens

（Calbiochem, USA）または Salmonella enterica serovar Typhimurium（Takara, Japan）
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由来のシアリダーゼを加えて、室温で 30 分間処理を行った。その後 FACS buffer（前述）

で洗浄し、前述の方法に従って、細胞染色およびフローサイトメトリーを行った。 

 

糖鎖生合成阻害 

Daudi 細胞に tunicamycin (10 µg/ml)または benzyl-GalNAc（5 mM）を加えて 24時間培

養し、前述の方法に従い、細胞染色およびフローサイトメトリーを行った。 

 

GL7 によるウエスタンブロッティング 

細胞を detergent–free lysis buffer (25 mM Tris-HCl [pH 7.6], 1 mM dithiohreitol, 

protease inhibitor cocktail [Nacalai Tesque, Japan]) に溶解させ、超遠心（約 142,000 x g, 

30 分, 4℃）を行い、ペレットを膜画分として回収した。得られた膜画分をNP-40 lysis buffer 

(1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 25 mM HEPES [pH 7.4], protease inhibitor cocktail) 

に溶解させたものをサンプルとして SDS-PAGE を行い、ニトロセルロース膜に転写後、GL7

を一次抗体として用いてウエスタンブロッティングを行った。バンド検出の基質には化学発

光基質である SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate（Pierce, USA）を用

い、X線フィルムに感光させてシグナルを検出した。 

 

糖鎖関連遺伝子 cDNA マイクロアレイの作製 

「RIKEN frontier Human Glyco-gene cDNA Microarray」は、糖転移酵素遺伝子および

糖代謝、糖鎖修飾、糖鎖認識、脂質代謝に関わる遺伝子 888 個をのせた cDNA マイクロアレ

イであり、タカラバイオに依頼して作製した。マイクロアレイの結果については、GEO 

platform（GPL3465）および GEO series (GSE4407)として Gene Expression Omnibus 

database に登録した。 

 

cDNA マイクロアレイによる遺伝子発現解析およびフローサイトメトリーの結果との相関係

数の計算 

Poly(A)+ RNA の調製はmTRAP system（Activemotif, USA）を用いて行い、バイオアナ

ライザー2100（Agilent Technologies, USA）でクオリティーチェックを行った。リボソー

ム RNA の混入分を差し引いた B 細胞株由来 poly(A)+ RNA 1 µg と universal reference 

RNA（Clontech, USA） 1 µg を CyScribe first-strand cDNA labeling kit（Amersham, 

UK）を用いてラベルし、マイクロアレイ上で競合ハイブリダイゼーションを行った。細胞間

の比較を公平に行うため、universal reference RNA のラベルは Cy3 に、B細胞株由来 RNA

のラベルは Cy5 に固定した。マイクロアレイの結果は、Affymetrix 428 array scanner を
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用いて検出し、Edward 法によるバックグラウンド補正後、Linear Models for Microarray 

Data に従い、Lowess ノーマライズを行った(16)。そして、B細胞株のデータである Cy5の

シグナルを、universal reference RNA のデータである Cy3 のシグナルで割り、6 種類の B

細胞株における各遺伝子の発現を universal reference RNA に対する相対値として算出した。

この遺伝子発現の相対強度とフローサイトメトリーにより得られた GL7 染色の相対強度と

を比較し、相関係数（Pearson’s correlation coefficient）、および P値（probability value）

を計算した。6 サンプルの場合、相関係数が 0.81 を超えると 5%優位となる。 

 

St6gal1の強制発現 

ラット St6Gal1の cDNA を pIRESベクター（Clontech, USA）に組み込み、Lipofectamine

（Invitrogen, USA）を用いて CHO-K1細胞にトランスフェクトした。トランスフェクトし

た細胞をG418（1 mg/ml）で選択し、複数クローンの安定発現株を得た。 

ラット St6Gal1 cDNA は理化学研究所の北爪しのぶ博士より恵与された。 

 

ELISA 

100 mM sodium-carbonate buffer（pH 9）に希釈した抗ラット IgM 抗体で 96 穴プレート

をコートし、blocking buffer（1% BSA, 0.1% NaN3 in PBS）による処理後、GL7抗体を加

えて 4℃で一晩インキュベートし、GL7 をプレートに固相化した。これにストレプトアビジ

ン標識した各糖鎖プローブ（50 µM）を反応させ、さらにビオチン標識したアルカリフォス

ファターゼ（Vector Laboratories, USA）を加えてインキュベートした。よく洗浄を行った

後、アルカリフォスファターゼの基質として p-nitrophenyl phosphate を加え、405 nmの

吸光度を 1420 ARVO luminometer（Wallac, Finland）で測定することにより、糖鎖プロー

ブの結合を検出した。 

ストレプトアビジン標識糖鎖プローブは、理化学研究所の山地俊之博士、橋本康弘博士より

恵与された。 



 20 

第二章  胚中心 B 細胞におけるシアル酸分子種の変化  

 

 GL7 は、活性化 B細胞マーカーとしてフローサイトメトリーなどで用いられるばかりでな

く、免疫組織染色において、マウスの胚中心を染めるマーカーとしてもよく使われている(7, 

39)。 

 胚中心は、T 細胞依存性抗原による免疫後に、脾臓などの二次リンパ器官内に形成される

組織構造である。B 細胞は、非活性化時には濾胞とよばれる領域に存在するが、抗原に反応

すると T細胞領域（脾臓では periarteriolar lymphoid sheath [PALS]）に移動する（Figure 

2-1）。そこで同一抗原により活性化した T細胞と出会うと、B細胞は活性化されて活発に増

殖し、抗体産生細胞へと分化する。この B細胞の増殖・分化が起こるのがPALS と胚中心で

ある。PALS で増殖した B 細胞が主に短寿命抗体産生細胞へと分化するのに対し、胚中心で

増殖したB細胞は長寿命抗体産生細胞や記憶B細胞へと分化する。さらに胚中心B細胞では、

活発な細胞分裂に伴い、抗体のクラススイッチが起こるとともに、抗体（イムノグロブリン）

遺伝子に多数の体細胞突然変異が生じ抗体の親和性上昇が起こる。つまり、胚中心は B 細胞

活性化の場と言える。 

 第一章で、マウスの活性化 B細胞マーカーであるGL7 が Siaα2-6LacNAc という糖鎖構造

を認識すること、そしてヒト B細胞株では非活性化時においてもGL7 エピトープを発現して

おり、この GL7 エピトープの発現量を決めているのは Siaα2-6 結合を作る ST6GAL1 の発

現量であることを明らかにした。しかし、マウスの B細胞は非活性化状態においても St6gal1 
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を発現しており、α2-6 結合のシアル酸を含む糖鎖を多く発現している(24, 74)。それにも関

わらず、非活性化 B 細胞が GL7 陰性であり、胚中心が特異的にGL7 で染色されるのは大き

な謎である。マウスにおいて活性化 B細胞特異的な GL7 エピトープの発現を可能にする機構

は何であろうか？ 

 ヒト B 細胞株が GL7 で強く染色されたことから、ヒトとマウスでのシアロ糖鎖の違いが、

マウスにおける活性化B細胞特異的なGL7エピトープの発現パターンをもたらす機構の解明

の手がかりとなると考えられた。シアロ糖鎖に関してヒトとマウスで大きな違いが見られる

のは、シアル酸の5位の炭素の修飾である。生体内に存在する主要シアル酸分子種は、Neu5Ac

とその 5 位の修飾基中のアセチル基に酸素原子が一つ付加された Neu5Gc であり（Figure 

0-1）、 Neu5Ac が CMP-シアル酸の段階で Cmah という酵素により水酸化されることで、

Neu5Gc の生合成が起こる(30)。ヒトでは CMAH 遺伝子の変異により Neu5Gc の発現が見

られないが(9, 26)、マウスでは脳神経系を除く全身で Cmah が発現しており、臓器によって

比率は異なるものの、Neu5Gc が主要シアル酸となっている（Figure 2-2）。そこで、非活

性化時と活性化時（胚中心）の B細胞に対する GL7 結合性の違いをもたらす要因は、シアル

酸分子種の違いにあるのではないかと考え、マウス胚中心におけるGL7 エピトープ発現の機

構を検討した。 
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第一節 胚中心B細胞では主要シアル酸分子種がNeu5GcからNeu5Ac へと変化す

る 

 

 胚中心において主要シアル酸分子種が変化しているか調べるため、まず GL7 とマウス

CD22 のレクチンドメインを用いて胚中心の染色を行った。CD22 は生体内に存在するレク

チンの一つであり、GL7 と同様にα2-6 結合のシアル酸に結合するが、マウスの CD22 は

Neu5Gc を特異的に認識し、Neu5Ac との親和性は低いことが知られている(6)。そこで、マ

ウス CD22 のレクチンドメイン（糖鎖結合ドメイン）にヒト IgG1 の Fc 領域を結合させたキ

メラ分子、mCD22-Fc を作製し、これをα2-6 結合の Neu5Gc を検出するプローブとして用

いた。マウスを T細胞依存性抗原であるヒツジ赤血球（SRBC）で免疫すると、4~5 日目頃

から二次リンパ器官である脾臓内の B 細胞領域に胚中心の形成が認められるようになり、約

10 日で最大となる(54)。そこで、SRBC による免疫 10 日後のマウスの脾臓凍結切片を作製

し、GL7およびmCD22-Fcで共染色したところ、GL7で強く染色される領域（主にdark zone

と考えられる(7)）は mCD22-Fc で染まらず、胚中心においてα2-6 結合の Neu5Gc が大き

く減少していることが分かった（Figure 2-3A）。mCD22-Fc による染色の著しい減少が、

胚中心におけるシアル酸分子種の変化を示しているのか明らかにするため、次に胚中心 B 細

胞での Neu5Gc-Neu5Ac 比を調べた。SRBC で免疫したマウスから脾臓 B 細胞を調製し、

さらにGL7陽性細胞（胚中心 B細胞）と GL7 陰性細胞（胚中心以外の B細胞）を分取した。

これらの細胞の膜画分におけるNeu5Gc、Neu5Ac の存在比を、DMB法を用いたHPLCに 
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より測定したところ、胚中心ではNeu5Gc の割合が大きく減少していた（Figure 2-3B）。一

方、免疫後においても、GL7 陰性の非胚中心 B細胞では、コントロールである免疫を行って

いないマウスの B 細胞と比較して Neu5Gc-Neu5Ac 比に変化は見られなかった。そこで、

胚中心におけるNeu5Gc の発現抑制機構を明らかにするため、Neu5Gc の生合成を担う酵素

Cmah の発現をウエスタンブロッティングで調べたところ、胚中心において Cmah の発現量

が大きく減少していることが明らかになった（Figure 2-3B）。また、免疫をしていないコン

トロールマウスの B 細胞と比較して Neu5Gc-Neu5Ac 比に変化が見られなかった非胚中心

B 細胞では、Cmah の発現に関しても、やはりコントロールと同程度の発現が見られた。こ

れらの結果から、マウスの胚中心 B細胞では Cmah の発現抑制により、主要シアル酸分子種

が Neu5Gc から Neu5Ac へと変化していることが明らかになった。GL7 が、主要シアル酸

が Neu5Gc から Neu5Ac へと変化した胚中心を特異的に染めること、そして Neu5Ac のみ

を持つヒト B 細胞株を強く染めることから、GL7 は Neu5Gc と Neu5Ac との酸素原子一個

の違いを見分け、Neu5Ac に特異的に結合することが示唆された。 

 

 

第二節  Cmahの発現はLPS blast においてmRNAレベルで減少する 

 

 Cmah の発現抑制によるシアル酸分子種の変化が胚中心の活性化 B 細胞における GL7 エ

ピトープの発現をもたらしていることが示唆され、ここまでの結果から、GL7 エピトープの

生合成に関わる酵素として、シアル酸の分子種の変換に関わる酵素 Cmah と糖鎖の末端にシ

アル酸を付加する酵素 St6gal1 の２つが同定された。そこで、マウスの活性化 B細胞ではど

ちらの酵素の発現変化が GL7 エピトープの発現に大きく寄与しているか明らかにするため、

次に、活性化 B細胞における Cmahと St6gal1のmRNAの発現の変化を調べた。 

 LPS を用いて in vitroで刺激した場合にも、B 細胞は GL7陽性となるので（Figure 1-1）、

この系を用いてリアルタイムPCR を行い、両酵素のmRNAの定量を行った。その結果、LPS

で刺激した B細胞では、刺激 48 時間後には、刺激をしていない B細胞と比較して Cmahの

発現が約 80%減少していた（Figure 2-4A）。Cmah の mRNA 減少は、LPS刺激 3 時間後に

すでに見られた。一方、St6gal1のmRNAの発現は、LPS で 48 時間刺激するとわずかに減

少していたが（Figure 2-4A）、Siaα2-6Gal/GalNAc を認識するレクチン、SSA で細胞を染

色し、細胞表面のα2-6 結合シアル酸の発現量を測定するとむしろわずかに増加していた

（Figure 2-4B）。これらの結果から、活性化 B 細胞における GL7 エピトープの発現には、

シアル酸のα2-6 結合の生成に関わる St6gal1の発現調節よりも、シアル酸の分子種の変換に

関わる Cmahの発現調節の方が優位に働いていることが示唆された。LPS で活性化させた細 



 24 

 

胞は、フローサイトメトリーの結果に示されているとおり、GL7 陽性（GL7high+GL7low）細

胞と GL7 陰性細胞が混在した細胞集団である。したがって、実際に胚中心に存在する GL7

強陽性の B 細胞では、ここで見られた Cmah mRNA の減少よりもはるかに顕著な減少が起

きていると考えられる。さらに、GL7 エピトープの発現における Cmah の重要性を確かめる

ため、LPS で活性化した B 細胞にレトロウイルスを用いて Cmahを強制発現させたところ、

GL7エピトープの発現が低下した（Figure 2-5）。また、LPS で 48 時間刺激するとグリセロ

アルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（Gapdh）の発現量の増加が見られたが（Figure 

2-4A）、これは LPS 刺激により細胞がブラスト化して大きくなり細胞質の容量が増えるのに

加え、細胞の増殖が始まり物質代謝が盛んになるためと思われる。 

 第二章第一節で述べたように、マウスのCD22はα2-6結合のNeu5Gcをリガンドとする。 
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CD22 の発現量は、mRNA レベルでは 48 時間後には 40%近く減少していたが、タンパク質

としての CD22 の細胞表面における発現量は、刺激していない細胞に比べてむしろ増加して

いた（Figure 2-4A, B）。 

 

 

第三節  考察と総括 

 

 本章では、活性化 B細胞特異的な GL7 エピトープの発現が生じる機構を検討した。第一章

で、GL7がα2-6 結合のシアル酸を認識することを明らかにしたが、さらに第二章では、GL7

がシアル酸分子種を識別し、Neu5Ac を特異的に認識することを明らかにした。そして、第

一章および第二章の結果から、GL7の結合がシアル酸分子種依存的かつシアル酸の結合様式

依存的であり、そのエピトープが N-結合型糖鎖上の Neu5Acα2-6LacNAc という構造であ

ることが明らかとなった。 

 第一章でGL7 がヒト B細胞株と強く結合したことから、本章では、ヒトとマウスにおける

主要シアル酸分子種の違いに注目して、胚中心特異的なGL7エピトープの発現機構の解明を

試みた。その結果、胚中心 B 細胞において主要シアル酸分子種が Neu5Gc から Neu5Ac へ

とダイナミックに変化すること、そしてこのシアル酸分子種の変化をGL7が認識し、胚中心

B細胞特異的な結合を示すことを明らかにした。Neu5Gc から Neu5Ac へという細胞質内で

のシアル酸分子種の変化を細胞表面に反映させるためには、新規合成タンパク質上に

Neu5Ac を含む糖鎖を付加し、細胞表面へと送り出す必要がある。シアリルトランスフェラ

ーゼはNeu5Ac と Neu5Gc を同様に基質として用いると考えられているので、細胞質内のシ

アル酸プール中の Neu5Ac/Neu5Gc 比が、新規合成糖タンパク質上の糖鎖に含まれる
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Neu5Ac/Neu5Gc 比を決めることになる。Neu5Ac からの一方向の反応で生合成される

Neu5Gc は、一般的に細胞内に蓄積しやすいと考えられている。しかし、リンパ球は細胞質

の容量が小さくもともと細胞内のシアル酸のプールが少ないことに加え、胚中心では 6~7

時間という非常に速い速度で細胞周期がまわることから(22, 77)、すでに存在しているシアル

酸のプールは比較的速く希釈されると思われる。さらに、活性化に伴い新規タンパク質の生

合成も盛んに行われる(62)。Cmah の発現抑制に加え、これらの胚中心特有の性質がNeu5Gc

から Neu5Ac への効率的な変換を可能にしたと考えられる。 

 本研究により、GL7 が糖鎖構造のみをエピトープとして認識することが明らかになったが、

モノクローナル抗体として GL7 の樹立を行った Laszlo らの論文では、GL7 が細胞表面に存

在する分子量 35 kDa のタンパク質を抗原として認識すると考えられた(35)。Laszlo らは、

代謝標識を行った B細胞由来タンパク質を用いた免疫沈降法により、この 35 kDaのタンパ

ク質を GL7の認識抗原と推定したことから、このタンパク質は、B細胞の活性化時に活発に

生合成され、急激に細胞表面上での発現量が増えるタンパク質である可能性が高い。たとえ

ば、MHC class II 分子は B細胞活性化時に細胞表面における発現が増えることが知られてお

り、マウス B細胞株を LPS で活性化させるとMHC class II 分子（I-A）の発現が転写レベル

で増加することも明らかにされている(3)。MHC class II 分子には N-結合型糖鎖が付加され

ており(27, 29)、分子量としても 30 kDa 付近と比較的近いことから、これがGL7 の認識抗

原とされた 35 kDa のタンパク質である可能性もある。 

 さらに、本章では、胚中心における GL7 エピトープの発現が、Neu5Ac から Neu5Gc へ

の変換を担う酵素 Cmah の発現抑制によることを明らかにした。胚中心における Cmah の発

現抑制機構はまだ明らかにされていないものの、LPS を用いて in vitroで活性化させた B細

胞では、定量PCR 法によりmRNA レベルでの Cmahの発現抑制が見られたことから、転写

レベルでの発現制御が行われている可能性が示唆される。胚中心は B 細胞が抗体産生細胞や

記憶 B 細胞へと分化する場であり、細胞表面に発現するタンパク質の種類などが大きく変化

することから、胚中心で特異的に発現する転写因子も多い。Cmah の発現制御に関わるプロ

モーター領域などは未知であり、活性化B細胞特異的なCmahの発現抑制機構の解明に向け、

さらなる研究が必要である。非常に興味深いことに、脳神経系では、動物種の壁を越えて

Neu5Gc の発現が抑制されている(58)。B細胞における Cmah の発現制御機構の研究が、神

経系におけるNeu5Gc 発現抑制機構の解明につながることが期待される。また、活性化 B細

胞と同様、活性化 T細胞も GL7 で染色されることが報告されている。T細胞でも活性化に伴

って Cmah の発現が抑制され、Neu5Gc の発現が減少しているのか興味が持たれる。 

 マウスにおいてGL7 と並んで胚中心のマーカーとして用いられてきたものに、ピーナッツ

レクチン、PNA がある(56)。PNA は O-結合型糖鎖上のβ-ガラクトースを認識する。PNA
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は、マウスのみならず様々な動物種の胚中心を染めることが知られており、ヒトの胚中心も

PNA 陽性である。ヒトの胚中心が GL7 で染色されるかどうかは不明であるが、今回同定さ

れた GL7 エピトープと同様に N-アセチルラクトサミン（CD75）にα2-6 結合でシアル酸

（Neu5Ac または Neu5Gc）が付加された糖鎖構造（CD75s；旧名 CDw75 および CDw76）

(4, 33)を認識するモノクローナル抗体の一つ（LN-1）が、ヒトの扁桃の胚中心を染めること

が知られている(18)。また、糖脂質のグロボ系列に属する CD77 もヒトの胚中心 B 細胞に特

異的に発現する(25, 60)。ここに挙げたような糖鎖認識抗体による活性化 B 細胞特異的な染

色は、ヒトにおいても B 細胞の活性化時に糖鎖修飾の変化が起こっていることを示すもので

ある。マウスではNeu5Gc が主要シアル酸であるのに対し、ヒトでは全身でNeu5Gc の発現

が見られないなど、ヒトとマウスでは糖鎖の構造や発現分布において異なる部分も多い。ま

た、動物種による糖鎖の変化に合わせ、生体内レクチン分子が認識する糖鎖構造も動物種に

よって異なることが知られている。しかし、マウスだけではなくヒトにおいても B 細胞の活

性化に伴い細胞表面の糖鎖が大きく変化するということから、B 細胞の機能における糖鎖の

重要性が示唆される。 

 

 

第四節  実験方法 

 

試薬 

ほとんどの試薬類はWako Chemical（Japan）および Nacalai Tesque（Japan）から購入し

た。 

 

抗体 

R-phycoerythrin (R-PE)-conjugated anti-mouse B220 (RA3-6B2)、R-PE-conjugated 

goat F(ab’)2 anti-human IgG Fc 、 R-PE-conjugated streptavidin は CALTAG 

Laboratories（USA）から、FITC-conjugated GL7、biotin-conjugated anti-CD22 (Cy34.1) 

は BD PharMingen（USA）から、goat anti-actin polyclonal IgG は Santa Cruz 

Biotechnology（USA）から、HRP-conjugated rabbit anti-goat IgG は ZYMED Lab 

（USA）から、HRP-conjugated donkey F(ab’) 2 anti-rabbit IgG は Amersham Life 

Science（UK）から購入した。FITC-conjugated Sambucus sieboldiana agglutinin (SSA) 

は生化学工業（Japan）より購入した。 

 

 



 28 

マウス 

SPF（specific pathogen-free）環境下で飼育した C57BL/6J マウスを用いた。 

 

凍結切片の作製と免疫組織染色 

10̃12 週齢のマウスに生理食塩水 100 µl に懸濁したヒツジ赤血球（緬羊保存血、日本生物材

料センター）3 x 108 個を腹腔内注射し、免疫を行った。免疫 10 日後に脾臓を摘出し、

Tissue-Tek OCT (22-oxyacalcitriol) compound（SAKURA Finetechnical, Japan）に包

埋してドライアイス/エタノール中で凍結させた。Cryostat microtome（Leica Geosystems, 

Switzerland）を用いて厚さ 6 µm の切片を作製し、MAS コートスライドグラス

（MATSUNAMI, Japan）に貼り付けてアセトンで固定し、-80℃で保存した。この凍結切片

を Tris-buffered saline（TBS）中で水和させた後、5% BSA buffer（5% BSA, 0.05% Tween 

20 in TBS）でブロッキングを行い、FITC 標識 GL7 および、R-PE 標識抗ヒト IgG 抗体と

あらかじめ複合体を形成させた mCD22-Fc で染色した。染色した切片の観察には、共焦点

レーザー顕微鏡（OLYMPUS, Japan）を用いた。 

 

胚中心 B細胞の単離 

前述の方法に従い SRBCで免疫したマウス（免疫 12日後）から脾臓細胞を調製し、まず CD90 

(Thy1.2) MicroBeads（Miltenyi Biotec, Germany）と反応させ、MACS depletion column

（Miltenyi Biotec）を用いて Thy1.2 陽性細胞を除くことにより、B細胞を得た。得られた

B細胞を、FITC 標識 GL7 抗体および anti-FITC MicroBeads（Miltenyi Biotec）と反応さ

せ、MACS LS column（Miltenyi Biotec）を用いて GL7 陽性細胞と陰性細胞に分けた。こ

れらの GL7 陽性 B 細胞（胚中心 B 細胞）、GL7 陰性 B 細胞、そしてコントロール用の非免

疫マウス由来B細胞をdetergent-free lysis buffer（25 mM Tris-HCl [pH 7.6], 1 mM DTT, 

protease inhibitor cocktail [Nacalai Tesque]）に溶解させ、超遠心（約 142,000 x g, 30 分, 

4℃）を行った。超遠心後の上清（サイトゾル画分）は Cmah のウエスタンブロッティング

に、ペレット（膜画分）はHPLCによるシアル酸分子種の解析に用いた。 

 

ウエスタンブロッティングによる Cmah の検出 

還元条件下で SDS-PAGE を行い、ニトロセルロース膜に転写後、5% BSA でブロッキング

を行った。Cmah の検出には、一次抗体として抗マウス Cmah 抗体（anti-N8 rabbit serum）

を使用した(34)。シグナルの検出は、SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate

（Pierce, USA）を基質に用い、X線フィルムに感光させて行った。 
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HPLC 

胚中心 B細胞の解析では、超遠心後のペレット（膜画分）を 2 M 酢酸に懸濁させ、80℃で 2

時間インキュベートし、シアル酸を遊離させた。マウスの各臓器におけるシアル酸分子種の

解析では、細かく切断した臓器を 2M 酢酸に懸濁させ、80℃で 3 時間インキュベート後、

さらに 0.1 M の水酸化ナトリウムで処理し、シアル酸の O-アセチル化修飾を壊した。これ

らのシアル酸サンプルをMicrocon YM-3（Millipore, USA）を用いてフィルトレーションし、

1,2-diamino-4,5-methylenedioxybenzene (DMB; Dojindo, Japan）で蛍光誘導化した。

蛍光誘導体化されたシアル酸は、逆相カラム（TSK-GEL ODS-80TM; TOSOH, Japan）に

より分離し、LC10 HPLC システム（Shimadzu, Japan）を用いて測定した。 

 

リアルタイムPCR 

未刺激、およびLPS で刺激したマウス脾臓 B細胞より調製した total RNA 2 µg から逆転写

反応を行い、cDNA を得た。この cDNA を鋳型として QuantiTect SYBR Green PCR kit

（QIAGEN Japan, Japan）を用いて PCRを行い、ABI 7700 sequence detection system

（Applied Biosystems Japan, Japan）で検出した。 

リアルタイムPCR のサイクルは次のとおりである。 

   95℃, 15 分 

   94℃, 15 秒, 

   58/50℃, 30 秒 40 サイクル 

   72℃, 30 秒 

また、PCRに用いたプライマーは以下のとおりである。 

   Cmah ; ZP-5, 5'-AGATTTACAAGGATTCC-3' 

 ZP-E, 5'-CTTAAATCCAGCCCA-3' 

   CD22 ; PS-mCD22-6, 5'-CCTCCACTCCTCAGGCCAGA-3' 

  PS-mCD22-E, 5'-GCCTATCCCATTGGTCCCT-3' 

   St6gal1 ; PS-ST6Gal-1, 5'-TCTTCGAGAAGAATATGGTG-3' 

  PS-ST6Gal-A, 5'-GACTTATGGAGAAGGATGAG-3' 

   Gapdh ; PS-GAPDH-1, 5'-GTGGAGATTGTTGCCATCAACG-3 

  PS-GAPDH-A, 5'-TCTCGTGGTTCACACCCATCAC-3’ 

   Actb ; PS-BACTIN-1, 5'-ACGATATCGCTGCGCTGGTC-3’ 

  PS-BACTIN-A, 5'-CATGAGGTAGTCTGTCAGGTC-3’ 
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フローサイトメトリー 

第一章に記載した方法に準じて行った。 

 

レトロウイルスの作製と感染 

マウスの Cmah cDNA をmouse stem cell virus（MSCV）プラスミドベクターに組み込み、

パッケージング細胞であるPlat-E細胞(41)にトランスフェクションしてウイルスを含む培養

上清を回収した。ここで用いた MSCV ベクターには、Cmah の後ろに internal ribosome 

entry site（IRES）をはさんでヒト CD4（hCD4）の細胞外ドメインを組み込んでおり、ウ

イルス感染細胞は hCD4 陽性となる。LPS で 12~14 時間刺激したマウス脾臓 B 細胞を、

DOTAP（Roche Diagnostics, Germany）を加えたウイルス液に懸濁し、32℃で 90分間遠

心してレトロウイルスを感染させ、LPS（30 µg/ml）を加えて 2~2.5 日培養した。その後、

MACSelect 4 Micro Beads（Miltenyi Biotec, Germany）とMACS LS カラム（Miltenyi 

Biotec）を用いてレトロウイルスに感染した細胞を選択的に回収し、前述の方法に従いフロ

ーサイトメトリーを行った。 

Plat-E 細胞は、東京大学医科学研究所の北村俊雄博士より恵与された。 
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第三章  N-グリコリルノイラミン酸欠損マウスの解析  

 

 胚中心におけるNeu5Gcの発現抑制が生理的にどのような意義を持つかを明らかにするに

は、B細胞におけるNeu5Gc の機能を in vivoで明らかにすることが必要である。 

 筆者らの研究室では、Neu5Gc の欠失を目的として、Neu5Ac から Neu5Gc への変換を担

う酵素、Cmah のノックアウトマウスを、neomycin 耐性遺伝子の挿入によるジーンターゲ

ッティング法を用いて作製した。Cmah が担う水酸化反応は、シアル酸がゴルジ体に取り込

まれる前に行われる。CMP-シアル酸をゴルジ体に取り込むトランスポーターや、シアル酸

を糖鎖に付加するシアリルトランスフェラーゼは、Neu5Ac、Neu5Gc に対し目立った特異

性を持たず、両者を同様に基質として用いると考えられている(66)。Cmah による水酸化反

応以外にNeu5Gc を生合成する経路は知られておらず、また細胞外からのシアル酸の取り込

みもわずかであると考えられる。したがって、Cmah ノックアウトマウスは、シアル酸の発

現量や糖鎖へのシアル酸の結合様式を変化させることなく、シアル酸の分子種のみを変化さ

せることができると期待された。 

 ヘテロの F1 マウスどうしの掛け合わせによりノックアウトマウスを作製すると、若干ヘテ

ロおよびノックアウトマウスの数が少ないものの（野生型：ヘテロ：ノックアウト＝

508:881:449）、ノックアウトマウスの誕生は正常であった。また、SPF（specific 

pathogen-free）環境下で飼育する限り、その成長にも異常は見られなかった。これまでの

研究により、Cmahノックアウトマウスは全身でNeu5Gc の発現を欠いていることが確認さ

れ、Cmah が Neu5Gc の生合成を一手に担っていることが個体レベルで明らかにされた。こ

の結果は、ヒトのみで生じている CMAH遺伝子の変異により、活性を持つ CMAHタンパク

質を失ったことが、ヒトにおけるNeu5Gcの欠損の原因であることを証明するものであった。 

 第二章で、胚中心 B 細胞において Cmah の発現が抑制され Neu5Gc が減少することが明

らかになったことから、まず B細胞に注目してノックアウトマウスの表現系の解析を行った。 

 

 

第一節  Cmahノックアウトマウスにおけるリンパ球の発達は正常である 

 

 免疫系に注目して血液学的検査やリンパ器官内の細胞のフローサイトメトリーによる解析

を行ったところ、B 細胞、T 細胞の分化、成熟など免疫系の発達は、Cmah ノックアウトマ

ウスにおいて正常であった（data not shown）。 

 また、B細胞表面上の IgM、MHC class II、CD22 の発現も調べたが、野生型マウスと Cmah 
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ノックアウトマウスで特に変化は認められなかった（Figure 3-1A）。さらに B細胞の活性化

マーカーについても検討したところ、野生型マウスと違いが見られたのはGL7 のみであった

（Figure 3-1B）。GL7 は、第二章により Neu5Ac を特異的に認識することが明らかになっ

たことから、ノックアウトマウスにおけるシアル酸分子種の変化を検出しているものと考え

られた。 

 

 

第二節  Cmahノックアウトマウスでの胚中心の形成は正常である 

 

 胚中心では Cmah の発現抑制によりNeu5Gc の発現が低下し、このシアル酸の変化が胚中

心のマーカーとして用いられてきたGL7 で検出されることが明らかとなった。Cmahノック

アウトマウスでは常に Neu5Gc の発現を欠いており、GL7 エピトープを強く発現している

（Figure 3-1B）。一方、野生型マウスでは、GL7 陰性の成熟細胞が胚中心でGL7 陽性とな

り、CD79b 陽性記憶 B細胞となると再びGL7陰性となる(63)。そこで、活性化前からGL7

エピトープを発現している Cmahノックアウトマウスにおいて、胚中心の形成が正常に起こ

るのかどうか調べた。 

 マウスにおいて、GL7 以外に胚中心のマーカーとして広く用いられているものに、ピーナ
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ッツ（Arachis hypogaea）由来レクチン、PNA がある(56)。PNA は、O-結合型糖鎖のコア

1 糖鎖末端に存在するβ-ガラクトースを認識して結合する。Cmah ノックアウトマウスでは

免疫の有無に関わらずGL7 エピトープを発現していると考えられるため、これら２つの胚中

心マーカー、GL7 および PNA による脾臓凍結切片の染色を比較することにした。まず、非

免疫時の脾臓の凍結切片を染色したところ、野生型マウスではPNA により辺縁帯（marginal 

zone）がわずかに染まるものの、GL7 による染色は全く見られなかった（Figure 3-2A）。

これに対し、Cmahノックアウトマウスでは、フローサイトメトリーの結果（Figure 3-1B）

から予想されるとおり、B細胞領域（濾胞）全体がGL7 で染まった。次にマウスを T細胞依

存性抗原であるヒツジ赤血球（SRBC）で免疫し、胚中心の形成を調べたところ、野生型マ

ウスではGL7 で染まる胚中心の形成が見られた（Figure 3-2B）。また、PNAによる染色で

は、辺縁帯の弱い染色に加え、胚中心と思われる領域が強く染まった。GL7 と PNA による

染色結果を重ね合わせると、両者はほぼ重なる領域を染めものの、染まる細胞集団は完全に

は一致していないことが明らかとなった。一方、Cmah ノックアウトマウスでは、非免疫時

と変化はなく B細胞領域全体が GL7 で染まった。これに対し、PNA 陽性領域は、Cmahノ

ックアウトマウスでも野生型マウスと同様に観察された。この結果から、Cmah ノックアウ

トマウスでは、Neu5Gc を欠損することにより B 細胞が常に GL7 陽性となっているため、

GL7 を胚中心のマーカーとして用いて組織染色を行うと胚中心の形成が異常であるように見 
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えるが、胚中心の形成は正常に起こっていると考えられた。 

 

 

第三節 CmahノックアウトマウスではT細胞非依存性抗原による免疫時の抗体産生

が亢進している 

 

 Cmahノックアウトマウスにおける B細胞の分化は正常であったが、血清中の抗体量をサ

ンドイッチ ELISA 法により測定したところ、ノックアウトマウスで IgG1 抗体の増加が見ら

れた（Table 2）。そこで、Neu5Gc 欠損のもたらす影響を個体レベルで解析するため、次に

マウスを免疫した時の抗体産生を測定した。 

 第二章で、胚中心において Neu5Gc の発現が抑制されることが明らかになったことから、

まず胚中心の形成が起こる T 細胞依存性抗原に対する応答を調べた。フロインド完全アジュ

バントを用いて T細胞依存性抗原DNP-KLH でマウスを免疫し、血清中の抗DNP 抗体量を

ELISA法で測定したところ、野生型マウスとノックアウトマウスとで抗体産生量に差は見ら

れなかった（Figure 3-3A）。T細胞依存性抗原による免疫時には胚中心が形成され、この胚

中心において B細胞が活発に増殖し、抗体産生細胞へと分化する。Cmahノックアウトマウ

スにおいても胚中心が形成されること、そして胚中心の B 細胞においては、野生型マウスで

も Cmah の発現抑制によりNeu5Gc の発現が抑制され、シアル酸分子種の違いという Cmah

ノックアウトマウスと野生型マウスの差がなくなることから、T細胞依存性抗原に対する応 

Table 2. Serum Ig isotype levels of nonimmunized Cmah
-/-

 mice 1 

Serum Ig level ( g/ml)
 a
 2 

Isotype Wild-type Heterozygote Cmah
-/-

 

IgM 169.6 ± 24.7 205.3 ± 38.9 190.0 ± 33.3 

IgG1
b
 115.5 ± 14.9 151.3 ± 19.5 197.4 ± 41.2 

IgG3 20.4 ± 2.3 23.9 ± 3.1 19.6 ± 3.8 

IgA 242.7 ± 9.7 280.0 ± 29.2 260.2 ± 10.6 

 3 

a
 Serum Ig levels were measured in nonimmunized mice at 7-13 week of age (at least 20 per 4 

genotype). Values are expressed as the mean ± standard errors of the means. 5 

b
 The serum IgG1 level was slightly increased in Cmah

-/-
 mice (Student's t-test; P = 0.074 for 6 

wild-type vs. Cmah
-/-

).  7 
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答に差が見られなかったと考えられた。 

 一方、T 細胞非依存性抗原（T-II 抗原）である DNP-Ficoll で免疫を行った場合には、野

生型マウスと比較し Cmahノックアウトマウスで抗体産生の亢進が見られ（Figure 3-3B）、

ノックアウトマウスでは B細胞の活性化が亢進している可能性が示唆された。 

 

 

第四節  CmahノックアウトマウスではB細胞の増殖が亢進している 

 

 B 細胞は、活性化すると素早く大量に増殖して抗体を産生し、免疫応答に関わる。Cmah

ノックアウトマウスで T 細胞非依存性抗原に対する抗体産生の亢進が見られたことから、次

に、脾臓から単離した B細胞を in vitro で刺激し、ブロモデオキシウリジンの取り込みを指

標にその増殖を測定した。 

 抗 IgM抗体により B細胞受容体（BCR）を刺激すると、ノックアウトマウスでは、野生型

マウスと比較して増殖の亢進が見られた（Figure 3-4A）。抗 IgM 抗体による刺激は B 細胞

をポリクローナルに活性化するため、T 細胞非依存性抗原による B 細胞活性化に近い状態を

見ていると考えられる。一方、T 細胞依存性抗原による活性化を模倣していると考えられる

抗 CD40 抗体を用いて同様に脾臓 B細胞を刺激したところ、ノックアウトマウスと野生型マ

ウスの B細胞の増殖の差はほとんど見られなくなった（Figure 3-4B）。これらの結果から、

Neu5Gc を介した B細胞活性化の負の制御は、刺激の種類に依存しており、とくに T細胞非

依存性抗原に対する応答に関わることが示唆された。 

 Cmahノックアウトマウスで見られた増殖の亢進がCmahの欠失の結果であることを確認 

するため、次にノックアウトマウスの B細胞に Cmahを強制発現させ、増殖の変化を測定し 
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た。脾臓 B 細胞などの初代培養細胞では、通常のトランスフェクション法により外来遺伝子

を発現させることは困難であるが、増殖中の細胞であればレトロウイルスを用いて比較的高

い効率で外来遺伝子を導入することが可能である。T細胞非依存性抗原である LPS で B細胞

を刺激すると、多くの細胞で細胞周期がまわり、増殖が誘導される。LPS で脾臓 B細胞を活

性化した場合にもノックアウトマウスで増殖の亢進が見られたことから（Figure 3-5A）、LPS

で活性化させた Cmah ノックアウトマウスの脾臓 B 細胞にレトロウイルスの系を用いて

Cmah を強制発現させ、その増殖を測定した。その結果、空ベクターを導入したコントロー

ルと比較して、Cmahを導入した B細胞では増殖の低下が見られた（Figure 3-5B）。この結

果から、Cmahノックアウトマウスで見られた B 細胞増殖の亢進は、Cmah の発現を失った

ことによるものであること、つまりNeu5Gc を失ったことが増殖の亢進をもたらしているこ

とが確認された。また、この系では、LPS により活性化させた B細胞の同一プールを、レト

ロウイルス感染時に 2つに分け、片方にコントロール、もう一方に Cmahを発現させるレト

ロウイルスを導入しているため、両者で B 細胞集団に差が生じない。このことから、野生型

マウスとノックアウトマウスで見られた増殖の差は、B 細胞サンプルに含まれる細胞集団の

差異によるものではないことが確認された。 

 

 

第五節  CmahノックアウトマウスではSiglec リガンドの発現量が変化している 

 

 Neu5Gc 含有糖鎖による B細胞活性化の制御には、Neu5Gc の発現を失うことによりリガ

ンドとの相互作用などにおいて影響を受ける分子が関わっていると考えられるので、次に、
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Cmah ノックアウトマウスにおけるシアル酸分子種の変化を認識しうる分子の検討を行った。

Neu5Gc がマウスにおける主要シアル酸分子種であることから、Neu5Gc から Neu5Ac へと

いうシアル酸分子種の変化により影響を受ける分子間認識は、数多く存在する可能性がある。

ここまでの実験により、Neu5Gc が B 細胞の増殖に対し負に働いていることが示されたが、

増殖は脾臓から単離した B細胞のみを用いて測定しているので、Neu5Gc をもつ糖鎖を認識

し増殖に抑制的に働く分子として候補になるのは、その分子、およびリガンドとなる糖鎖の

双方が B細胞上に発現している分子である。 

 このような分子の候補としてまず考えられたのが、シアル酸を認識する分子ファミリーの

一つである Siglec（sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin）である(12, 13, 71)。

マウスでは現在 8 種の分子（Siglec-1, 2, 3, 4, E, F, G, H）が同定されており、神経系の細

胞に特異的に発現するMAG（Siglec-4）を除き、主として免疫系の細胞に発現が見られる。 

 それらのうち、B細胞に特異的に発現する CD22（Siglec-2）は、α2-6 結合のシアル酸を

リガンドとして結合することが知られており、マウスにおいてはNeu5Gc に特異性を示す(6, 

32)。また、細胞内に ITIM（immuno-receptor tyrosine-based inhibitory motif）と呼ば

れる抑制性モチーフを持ち、B 細胞の活性化を負に制御する分子と考えられていることから

(45)、Cmah ノックアウトマウスで見られる表現系に関与している可能性が示唆された。ま

た、Siglec-G も B細胞に発現しているという報告がある(11)。そこで、まず B細胞に発現し

ている Siglec 分子を調べるため、マウス成熟 B 細胞株である X16c8.5 細胞から cDNA を調

製し、RT-PCR を行ったところ、すでに B細胞での発現が報告されている CD22 と Siglec-G

の発現が見られた（Figure 3-6A）。 

 そこで、次に、各 Siglec 分子のリガンド認識部位にヒト IgG1 の Fc 部分を結合させたキ

メラ分子を用いて、フローサイトメトリーにより脾臓細胞における Siglec リガンドの発現量

を測定した。Neu5Gc を持たない Cmahノックアウトマウスでは、予想通りmCD22-Fc に

よる染色が大きく減少し、CD22 のリガンドを失っていることが分かった（Figure 3-6B）。

しかし、ノックアウトマウスの B細胞でも、野生型マウスの約 1/40 の蛍光強度ではあるが、

mCD22-Fc の結合が見られた。これは、CD22 が親和性は低いながらも Neu5Ac とも結合

するためと思われる(6)。ここで用いた Siglec-Fc プローブは、Lec2 というシアル酸付加欠

損細胞を用いて作製したものであり、非常に高い感度で Siglec リガンドを検出することがで

きる。実際、Siglec-Fc 自身にもシアル酸が付加される COS7 細胞で mCD22-Fc プローブ

を作製すると、ノックアウトマウスの細胞への結合は見られなかった（data not shown）。

また、SRBCで免疫したマウスの脾臓凍結切片の染色も行ったところ、野生型マウスではGL7

陽性の胚中心を除き B 細胞領域全体が mCD22-Fc で染まったのに対し、ノックアウトマウ

スの脾臓切片は全く染色されなかった（Figure 3-6C）。一方、B細胞上に発現が見られるも 
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う一つの Siglec 分子、Siglec-G については、脾臓細胞上にリガンドの発現が見られなかっ

た（data not shown）。 

 Neu5Ac と Neu5Gc の違いを見分けることが知られている Siglec 分子としては、CD22

の他に sialoadhesin（Siglec-1、CD169）、MAG がある(6)。sialoadhesin はマクロファー

ジ上に発現し、α2-3 結合の Neu5Ac を特異的に認識する。他の Siglec 分子と異なり、細胞

内領域が非常に短くシグナル伝達に関わるドメインを持たない一方で、細胞外領域が非常に

長いことから、他の細胞との接着に関わっていると考えられている。Neu5Ac の発現量が増

加している Cmahノックアウトマウスの脾臓細胞では、予想通り sialoadhesin のリガンド量

が増加しており、マクロファージの接着などに変化が生じる可能性が示された（Figure 

3-6A）。MAG も Neu5Ac に特異性を示すが、MAG が発現する神経系の細胞にはもともと

Neu5Gc が発現していないため、Cmah遺伝子の欠失によるNeu5Gc 欠損の影響はほとんど
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ないと考えられる。 

 以上の結果より、B細胞において Cmah遺伝子欠失の影響を受ける糖鎖リガンド－レセプ

ター結合のうち、Siglec が関与するものは、CD22 のリガンドの消失であることが示唆され

た。 

 

 

第六節 CmahノックアウトマウスのB細胞受容体刺激時のチロシンリン酸化は正常

である 

 

 CD22 は細胞内領域に ITIM と呼ばれるドメインを持っており、B細胞受容体が架橋される

と、Lyn キナーゼにより ITIM 中のチロシンがリン酸化され、チロシンフォスファターゼで

ある SHP-1 をリクルートすることにより、B細胞受容体を介したシグナル伝達を負に制御し

ていると考えられている(14, 45, 50, 59, 65, 72)。 

 Cmahノックアウトマウスでは、野生型マウスと比較して B細胞受容体の発現に差が見ら

れなかったことから（Figure 3-1A）、脾臓 B細胞の B細胞受容体を抗 IgM 抗体により刺激

し、CD22 のリン酸化を調べた。CD22 を免疫沈降し、そのリン酸化状態を抗リン酸化チロ

シン抗体で検出したところ、Cmahノックアウトマウスでも野生型マウスと同様に CD22 の

リン酸化が起こっていた（Figure 3-7A）。ただし、CD22 には複数のチロシンリン酸化部位 
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があり、それぞれの部位のリン酸化は異なるシグナル伝達物質をリクルートすることが知ら

れている(50, 51, 75)。また、最近、CD22 の複数のチロシンリン酸化部位には、糖鎖リガン

ド依存的にリン酸化される部位と非依存的にリン酸化される部位があるという可能性も示唆

されてきており、どのチロシンがリン酸化されているかをより詳細に調べれば、野生型マウ

スとの違いが見られる可能性もある。CD22 の関与の有無に関わらず、Cmah ノックアウト

マウスで野生型マウスと差の見られるシグナル伝達分子を同定するため、抗 IgM 抗体による

B 細胞受容体刺激時の全体的なチロシンのリン酸化も検出したが、リン酸化の程度、経時変

化ともに差は見られなかった（Figure 3-7B）。 

 タンパク質のチロシンリン酸化と並び B 細胞受容体刺激時の即時応答としてよく知られて
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いるのが、細胞内小胞からのカルシウムの放出と、それが引き金となって引き起こされる細

胞外からのカルシウム流入による、細胞内カルシウム濃度の上昇である。そこで、次に抗 IgM

抗体による刺激時の細胞内カルシウム濃度の変化を測定した。すると、増殖の亢進から予想

される結果とは逆に、B 細胞受容体刺激時のカルシウム濃度の上昇は、野生型マウスよりも

Cmahノックアウトマウスの方が低かった（Figure 3-8A）。カルシウム流入の下流で生じる

シグナルとして PKC の活性化が存在し、この PKC の下流の経路の一つに NF-κB 経路があ

る。NF-κB は IKK によりリン酸化された IκB が分解されることにより活性化し、核に移行

して細胞の生存に関わることが知られている(2, 44, 73)。ノックアウトマウスで、野生型マ

ウスに対しカルシウム流入の低下が見られたので、B 細胞受容体刺激時の IκB の分解をウエ

スタンブロッティングにより調べた。すると、カルシウム流入に差があるにもかかわらず、

IκBの分解の速度や程度は野生型マウスと同等であった（Figure 3-8B）。さらに、イオノマ

イシンと TPA（12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate）を用いて脾臓 B 細胞を刺激し、

細胞外からのカルシウム流入と PKC の活性化を強制的に引き起こした際の B 細胞の増殖を

測定したところ、Cmahノックアウトマウスで増殖の亢進が見られた（Figure 3-8C）。この

結果は、カルシウムの流入が同程度であっても増殖の差が生まれることを示している。した

がって、Neu5Gc を失ったことによりその活性化が変化し、ノックアウトマウスの B細胞で

増殖亢進をもたらしている分子は、NF-κB 以外の経路上に存在する、PKC の下流の分子で

ある可能性が示唆された。 

 

 

第七節  考察と総括 

 

 本章では、B細胞におけるNeu5Gc の機能を明らかにするため、Neu5Gc を欠失している

Cmahノックアウトマウスの解析を行った。 

 Cmah ノックアウトマウスでは T 細胞非依存性抗原に対する応答の亢進が見られた。In 

vitro での刺激実験において、ノックアウトマウスの B 細胞は野生型マウスの B 細胞に比べ

て増殖の亢進を示し、また、レトロウイルスによる発現系を用いて Cmahノックアウトマウ

スの B 細胞に Cmah を強制発現させると増殖が低下したことから、Neu5Gc は B 細胞にお

いて、その増殖に対し抑制的に働いていると考えられた。細胞レベルでの増殖亢進という形

での T細胞非依存性抗原に対する B細胞応答の亢進は、抗体産生というマウス個体レベルで

の応答における亢進という結果と一致するものであり、この増殖の差が抗体産生の差を生ん

でいるのではないかと考えられた。 

 第二章で、B 細胞活性化の場である胚中心では、Neu5Gc の発現が抑制されていることを
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明らかにした。また、GL7 の結合が Neu5Ac 特異的であるため、Neu5Gc から Neu5Ac へ

というシアル酸分子種の変化が生じた胚中心を GL7 が特異的に検出することを明らかにし

た。GL7 は、野生型マウスの胚中心の中でも主に dark zone を染めると考えられている(7)。

Dark zone に存在する B細胞（centroblast）は、6~7 時間という速さで細胞分裂すること

が明らかにされている(22)。本章で Neu5Gc を含む糖鎖が B細胞の増殖に対し抑制的に働く

ことが明らかとなったことから、胚中心 B細胞がNeu5Gc の発現を抑えることで高い増殖能

を獲得している可能性が示唆された。さらに、B細胞は、分化の途中でも一時GL7陽性とな

る。骨髄に存在する B 細胞のうち、GL7 陰性細胞では細胞周期の S/G2M 期に属する細胞は

5%以下であるのに対し、GL7陽性細胞（大型プレ B細胞）はその約 45%が S/G2M 期に属す

るという報告がある(43)。大型プレ B細胞はプレ B細胞受容体からのシグナルにより細胞増

殖が誘導されることから、GL7 エピトープの発現と増殖との関係が示唆されていた。プレ B

細胞段階で見られる GL7 エピトープの発現も、やはり Neu5Gc の減少を意味しており、そ

の結果 GL7 陽性である大型プレ B 細胞は高い増殖能を獲得しているのかもしれない。今後、

B 細胞特異的に Cmah を発現するトランスジェニックマウスを用いた研究を行い、Neu5Gc

の減少の阻害がもたらす影響を調べることにより、B細胞におけるNeu5Gc の生理的機能を

さらに詳しく検討することが可能であると思われる。 

 それでは、Cmahノックアウトマウスで B細胞の増殖亢進をもたらす原因となっている分

子は何であろうか？Cmah 遺伝子の欠失により変化が生じるのは、シアル酸の 5 位の修飾基

中の酸素原子一つだけである。シアル酸が付加されなくなるなど、シアル酸の量そのものが

変化すると、シアル酸による修飾を受けるタンパク質の安定化や代謝に影響する可能性があ

るが、Cmah ノックアウトマウスではこれらは変化していないと考えられる。したがって、

Cmah の欠失は、この 5 位の修飾基中の酸素一つの違いを見分け、シアル酸の分子種特異的

にシアロ糖鎖をリガンドとする分子にのみ影響していると思われた。そのような分子の候補

として挙げられたのが、Siglec である。Siglec は、シアル酸のカルボキシル基を認識するア

ルギニンを含む免疫グロブリンVセットドメインを細胞外に持つ分子ファミリーである。脾

臓から単離した B 細胞のみを用いた増殖の実験において、野生型マウスとノックアウトマウ

スで増殖に差が見られたことから、B 細胞上にリガンドとともに発現が見られる分子に注目

したところ、CD22 が候補として考えられた。もちろん、未知のシアル酸結合分子によるリ

ガンド認識に変化が生じている可能性もあるが、その機能の発現に糖鎖リガンドとの結合の

関与が示唆されているCD22のリガンド量がCmahノックアウトマウスで大きく減少してい

たことから、まず CD22 の関与を検討した。 

 CD22 についてはこれまでにノックアウトマウスが 4 系統作製されており(46, 48, 49, 53, 

57)、比較的よく研究がなされているが、ノックアウトマウスの系統により表現型が全く異な
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るなど、CD22 を介した B 細胞内シグナル伝達の制御機構に関しては未知の部分が多い。し

かし、B 細胞受容体刺激時のカルシウム流入の亢進はすべてのノックアウトマウスで共通し

て見られる表現型である。また、CD22 が細胞内から細胞外へのカルシウムの放出を制御し

ているという報告もあり(8)、CD22 は細胞内カルシウム濃度の制御に関わっていると考えら

れている。CD22 の機能における糖鎖リガンドの役割に関しては、これまでにマウスモデル

を用い二つの異なる側面から研究がなされている。一つは St6gal1 遺伝子をノックアウトす

ることによりリガンド側を欠失させたモデルであり(24)、もう一つは CD22 側に変異を導入

し、糖鎖リガンドとの結合を阻害したノックインマウスモデルである(52)。St6gal1ノックア

ウトマウスでは B 細胞活性化の減弱が見られ、カルシウム流入が低下している。また、この

St6gal1欠失によるカルシウム流入の低下はSt6gal1/ CD22ダブルノックアウトマウスで消

失することから、CD22 を介したシグナルの変化によると考えられている(10, 20)。一方、変

異 CD22 のノックインマウスを用いた研究では、リガンドとの結合が消失しても B細胞受容

体刺激時のカルシウム流入やチロシンのリン酸化に差が見られず、CD22 の機能にはリガン

ド依存的なものと非依存的なものがある可能性が示唆されている。Cmah ノックアウトマウ

スで見られた表現型は、一部これらのマウスモデルで見られる表現型と重なる部分があるも

のの、どちらのマウスモデルとも異なっている。したがって、Cmah ノックアウトマウスで

は、CD22-糖鎖リガンド結合に対する影響だけでなく、その他のシアル酸結合分子を介した

シグナルの変化が複雑にからみあった結果を見ているのかもしれない。さらに、CD22 以外

の分子の関与の可能性だけでなく、Cmahノックアウトマウスでは St6gal1ノックアウトマ

ウスと異なりα2-6 結合の Neu5Ac を含む糖鎖は発現しているため、これが CD22 と弱いな

がらも相互作用し、両者での表現型の違いを生んでいる可能性も考えられる。また、St6gal1

のノックアウトマウスではCD22のリガンドは完全に失われているものの、CD22以外の様々

な分子への影響が同時に生じている可能性も十分考えられる。St6gal1 ノックアウトマウス

と変異 CD22 のノックインマウスでも表現系が異なっており、CD22 の機能における糖鎖リ

ガンドの役割はいまだ解明されていない。今後、CD22 をはじめとする関連遺伝子と Cmah

とのダブルノックアウトマウスを作製することにより、Neu5Gc の欠失と CD22 の機能との

関係が明らかにされ、さらに CD22 の機能における糖鎖リガンドの役割が解明されることが

期待される。 

 ノックアウトマウスで見られた表現型に CD22 が関係しているかどうかはまだ分からない

が、本研究により、CD22 リガンドの発現が実際に in vivoで制御されていることが明らかに

なった。B 細胞上には CD22 のリガンドとなりうる糖鎖が多く発現しているため、CD22 は

通常、同一細胞上に存在する糖鎖リガンド（シスリガンド）と結合し（masking）、他の細胞

上のリガンド（トランスリガンド）との結合は阻害されていると考えられている。胚中心 B
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細胞では、Neu5Gc の発現減少によりシスリガンド量が減少し、その結果シスリガンドから

外れた（unmasking）CD22 が T細胞など他の細胞上の糖鎖（トランスリガンド）を認識で

きるようになり、細胞間の相互作用において大きな役割を担っている可能性も考えられる。

In vitroで活性化させたヒト B 細胞で、CD22 がシスリガンドから外れるという報告もあり

(55)、CD22 リガンドの発現調節が、B細胞の活性化において重要な役割を担っていることが

示唆される。また、第一章、第二章でGL7 がα2-6 結合の Neu5Ac をエピトープとして認識

することを明らかにしたが、活性化 B細胞における GL7 エピトープの発現は、CD22 リガン

ドの減少を意味する。つまり、胚中心でGL7 に認識される細胞表面タンパク質は、B細胞が

活性化していないときにはNeu5Gc を含んでいるため CD22 と結合しているが、活性化時に

はシアル酸の修飾の変化により、CD22 と結合できなくなる分子、つまり、CD22 の機能に

関わる真のリガンド分子である可能性がある。CD22 自身にも糖鎖が付加されており、他の

CD22 分子と結合するなど(21)、CD22 と糖鎖依存的に結合しうる分子は数多く存在する。そ

れらの中から「真」のリガンドを見つけ出す上で、GL7 の結合の変化が大きな鍵となるかも

しれない。 

 興味深いことに、Neu5Gc はヒトと最も近縁の動物種であるチンパンジーにおいても主要

シアル酸分子種であるにも関わらず、ヒトでは CMAH遺伝子に変異が生じているためその発

現が見られない(9, 26, 68)。それどころか、ヒトではNeu5Gc は免疫原性を示す(37)。また、

シアル酸は微生物による宿主細胞の認識に用いられることも多く、進化論的な考え方をする

と、ヒトがNeu5Ac のみを持つようになったのはNeu5Gc を認識する微生物による感染から

逃れるためである、という仮説も考えられる。筆者らの研究室で作製した Cmahノックアウ

トマウスは、シアル酸分子種に関してヒト型の発現を示すものであり、Neu5Gc の持つ免疫

原性やシアル酸を標的分子とする感染症に関する研究において、ヒト型動物モデルとして有

用であると考えられる。 

 

 

第八節  実験方法 

 

試薬 

ほとんどの試薬類はWako Chemical（Japan）および Nacalai Tesque（Japan）から購入し

た。 

 

抗体およびレクチン 

R-phycoerythrin (R-PE)-conjugated anti-mouse B220 (RA3-6B2)、R-PE-conjugated 
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streptavidin 、 R-PE-conjugated goat F(ab’)2 anti-human IgG-Fc は CALTAG 

Laboratories （ USA ） か ら 、  FITC-conjugated anti-mouse B220 (RA3-6B2) 、

R-PE-conjugated anti-mouse I-A/I-E (M5/114.15.2) 、FITC-conjugated GL7 は BD 

PharMingen から、R-PE-conjugated anti-mouse IgM (1B4B1)、 Biotin-conjugated 

anti-CD22 (2D6)、alkaline phosphatase-conjugated isotype-specific goat anti-mouse 

IgA, IgG1, IgG3, IgM、unlabeled isotype-specific goat anti-mouse IgA, IgG3、

anti-CD40 は Southern Biotechnology Associates（USA）から、anti-mouse polyvalent 

Igs、horseradish peroxidase (HRP)-conjugated PT-66（抗リン酸化チロシン抗体）は

Sigma（USA）から、rabbit anti-mouse CD22 serum は Chemicon（USA）から、

HRP-conjugated donkey F(ab’)2 anti-rabbit Ig は Amersham Life Science（UK）から、

anti-IκBα、anti-actin は Santa Cruz Biotechnology（USA）から、HRP-conjugated goat 

anti-mouse IgG、HRP-conjugated rabbit anti-goat IgG は ZYMED（USA）から購入し

た。Anti-CD22 モノクローナル抗体 Cy34.1 は、ハイブリドーマ Cy34.1（ATCC）の培養

上清より精製した。Biotinylated Arachis hypogaea agglutinin（PNA）は HONEN（Japan）

より購入した。 

 

マウス 

Cmahノックアウトマウスは、C57BL6/J に戻し交配を行い使用した。マウスは SPF（specific 

pathogen-free）環境下で飼育した。 

 

フローサイトメトリー 

第一章に記した方法に従って行った。 

 

抗体産生の測定 

8 週齢のマウスに対し、免疫前血清を採取後、免疫を行った。T細胞依存性抗原による免疫で

は、初回免疫にはフロインド完全アジュバントを加えた dinitrophenyl (DNP)-keyhole 

limpet hemocyanin (KLH) 100 µg を、追加免疫には不完全アジュバントを加えた

DNP-KLH を用い、腹腔内注射により免疫した。T細胞非依存性抗原による免疫にはPBS に

懸濁させた DNP-Ficoll 10 µg を抗原として用いた。一週間ごとに採血を行い、得られた血

清サンプルを DNP-BSA でコートした ELISA プレートに加えてインキュベートし、プレー

トに結合した抗 DNP 抗体量を ELISA 法により測定した。プレートに結合した抗 DNP 抗体

の検出には、アルカリフォスファターゼ標識された、マウス免疫グロブリンの各アイソタイ

プ特異的な抗体を用い、p-nitrophenyl phosphate を基質として 1420 ARVO SXc 
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luminometer（Wallac, Finland）により 405 nm の吸光度を測定した。また、DNP-KLH

で免疫したマウスの血清の混合プールをスタンダードとして使用し、このスタンダードの値

をもとに、異なる ELISAプレート間での結果の補正等を行った。 

 

脾臓 B細胞の調製 

マウスから摘出した脾臓をセルストレイナーを用いてすりつぶした後、ACK lysis buffer

（0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM Na2EDTA）で赤血球を溶血させ、脾臓細胞を調

製した。この脾臓細胞の懸濁液に CD90 (Thy 1.2) MicroBeads（Miltenyi Biotec, Germany）

を加えてインキュベートし、MACS depletion column（Miltenyi Biotec）を用いて Thy1.2

陽性細胞を除くことにより、T細胞を除去した。得られた Thy1.2-depleted fraction につい

ては、抗 B220 抗体で染色してフローサイトメトリーを行い、B細胞の割合を確認した。 

B 細胞の調製および培養には、血清、ピルビン酸ナトリウム（Invitrogen, USA）、非必須ア

ミノ酸溶液（Invitrogen）、L-グルタミン、2-メルカプトエタノール、カナマイシンを添加

した RPMI1640 培地（Invitrogen）を用いた。また、血清は基本的にウシ胎児血清（FBS; JRH, 

USA）を用いたが、FBS 中には Neu5Gc が 3%程度存在することから、血清中の Neu5Gc

の影響を排除するため、一部の実験では FBS の代わりに Neu5Gc を含まないトリ血清

（chicken serum; JRH）を用いた。 

 

B 細胞の増殖の測定 

RPMI1640 培地で 1 x 105 cells/ml に調製した脾臓 B細胞を、96 穴プレートに 1 well あた

り 100 µl ずつ入れ、anti-IgM F(ab)2 fragment、anti-CD40、LPS（Salmonella enterica）、

TPA（12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate）、ionomycin などを加えて刺激を行った。

24 時間培養後、bromodeoxyuridine（BrdU）を添加し、さらに一晩培養を続けた。細胞内

に取り込まれた BrdU の量は、chemiluminescent ELISA system（Roche Diagnostic 

GmbH, Germany）により測定した。発光の検出には、1420 ARVO SXc luminoneter（Wallac, 

Finland）を用いた。 

 

レトロウイルスの作製と感染 

レトロウイルスの作製および感染は第二章に記した方法に準じて行った。 

LPS で刺激した脾臓 B細胞にレトロウイルス（MSCV）を用いて Cmahを発現させ、ウイル

ス感染細胞をMACSシステムにより回収し、前述のとおり B細胞増殖を測定した。 
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RT-PCR による Siglec の発現確認 

X16c8.5 細胞から total RNA を調製し、逆転写反応により cDNA を得た。得られた cDNA

を鋳型として、下記のプライマーを用いてPCR を行った。 

   Siglec-1 ; PS-mSn-2, 5'-GCTCAAAGACTTGAAGCCTG-3' 

 PS-mSn-B, 5'-AGGCTGACTTGCTTCTCCTG-3' 

   Siglec-2 ; PS-mCD22-6, 5'-CCTCCACTCCTCAGGCCAGA-3' 

  PG-mCD22-H, 5'-TGGCCACTGGAATTTTCCTG-3' 

   Siglec-3 ; PS-mCD33-1, 5'-GCTGTTCTTGCTGTGTGCAG-3' 

  PS-mCD33-A, 5'-ACTGGAGAGTCTTCATGGAG-3' 

   Siglec-4 ; PS-mMAG-1, 5'-GCACACAAGTGGTCCATGAG-3 

  PS-mMAG-A, 5'-CACAATGTTGGGGGTGTTG-3’ 

   Siglec-E ; PS-mSiglecE-1, 5'-AGAAGAGGTTGACTGACTGG-3’ 

  PS-mSiglecE-A, 5'-GTTACAACCAGAGTCATCTTG-3’ 

   Siglec-F ; PS-mSiglecF-1, 5'-TGGCTACAAATGACCCACAG-3 

  PS-mSiglecF-A, 5'-GGGTAGATGTGACTTGGATG-3’ 

   Siglec-G ; PS-mSiglecG-1, 5'-TACAGGTGCAGAGAATTGTG-3’ 

  PS-mSiglecG-A, 5'-CTCCCCACTGAACATCTTTG-3’ 

   Siglec-H ; PS-m6430-1, 5'-GAACAGGTGGTCAGATGCTG-3’ 

  PS-m6430-A, 5'-GGTCTGTCACATGCACAGAG-3’ 

 

Siglec-Fc プローブの作製 

Siglec-Fc プローブの作製については、第一章に記した。 

 

免疫組織染色 

マウスの免疫および脾臓の凍結切片の作製は、第二章に記した方法に準じて行った。 

 

CD22 のウエスタンブロッティングと免疫沈降 

脾臓B細胞をRPMI1640培地で5 x 105 cells/50 µl に調製し、37℃でプレインキュベート後、

anti-IgM F(ab)2 fragment（10 µg / 5 x 105 cells）を加えて 37℃で刺激した。タンパク質

のチロシンリン酸化の検出では、SDS-PAGE sample buffer（50 mM Tris-HCl [pH 7.6], 2% 

SDS, 0.1% pyronin G, 10% glycerol, 2-mercaptoethanol）に細胞を溶解させ、ウエスタン

ブロッティングのサンプルとした。CD22 の免疫沈降の実験では、細胞をNP-40 lysis buffer

（1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 25 mM HEPES [pH 7.4], 5 mM NaF, 2 mM sodium 
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orthovanadate, protease inhibitor cocktail [Nacalai Tesque, Japan]）に溶解させ、抗

CD22 (Cy34.1)抗体とProtein G Sepharose beads（Amersham Biostudies）を用いてCD22

の免疫沈降を行った。 

これらのサンプルについてウエスタンブロッティングを行い、PT-66 抗体によりタンパク質

のチロシンリン酸化を検出した。CD22 の免疫沈降実験では、リン酸化チロシンの検出後、

抗 CD22 ポリクローナル抗体でリプローブすることにより CD22 を検出した。 

ウエスタンブロッティングによるバンド検出の基質には、SuperSignal West Pico/Femto 

Chemiluminescent substrate（Pierce, USA）を用い、X線フィルムに感光させてシグナル

を検出した。 

 

カルシウム流入の測定 

RPMI1640 培地に懸濁した脾臓 B細胞（1 x 106 cells/ml）を 1 µM Indo 1-AM（Dijindo, 

Japan）で 37℃、30分間標識後、Hanks’ balanced Salt Solution（Invitrogen, USA）に

懸濁させた。この細胞懸濁液 2.5 ml をクオーツキュベットに入れ、37℃で 5分間インキュベ

ートした後、anti-IgM F(ab)2 fragment を加えて刺激を行った。タイムラプス蛍光検出器

RF-1500（Shimadzu, Japan）で励起波長 338 nm、蛍光波長 405 および 485 nmの蛍光を

測定し、ジギトニンで透過化処理を行った時の値と EGTA 処理を行った時の値を用いて、カ

ルシウムパックプログラム（Shimadzu）により細胞内カルシウム濃度の変化の計算を行っ

た。 

 

IκBαの検出 

脾臓 B細胞を RPMI1640 培地で 1 x 106 cells/ml に調製し、タンパク質の新規合成を阻害す

るためシクロヘキシミド（50 µg/ml）で 37℃、30 分間処理した後、anti-IgM F(ab)2 fragment

（10 µg/ml）を加えた。37℃で各時間刺激後細胞を回収し、PBS(-)で洗浄して lysis buffer

（1% Nonidet P-40, 10 mM Tris-HCl [pH 7.4], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA [pH 8.0], 

pretease inhibitor cocktail [Nacalai Tesque, Japan]）に溶解させた。得られたサンプルに

ついてウエスタンブロッティングを行い、Chemi-Lumi One（Nacalai Tesque）を基質とし

て用いて、LAS3000（Fujifilm, Japan）によりシグナルを検出した。 
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結論  

 

本研究により、以下の知見を得た。 

 

 活性化 B、T細胞および胚中心のマーカーであるモノクローナル抗体、GL7 が、N-結合

型糖鎖上の Neu5Acα2-6LacNAc という糖鎖構造をエピトープとして認識することを

明らかにした。 

 

 マウスの胚中心 B 細胞では、Neu5Ac から Neu5Gc への変換を担う酵素、Cmah の発

現抑制により、主要シアル酸分子種が Neu5Gc から Neu5Ac へと変化することを明ら

かにした。 

 

 胚中心における Neu5Gc から Neu5Ac へというシアル酸分子種の変化により、胚中心

では CD22 のリガンドが失われることを明らかにした。 

 

 Neu5Gc 含有糖鎖が B細胞活性化の負の制御に関わることを明らかにした。 
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