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研究成果の概要（和文）： 

我々は、樹状細胞上に発現する C型レクチン DC-SIGN により結腸癌細胞株 COLO205 上の結腸が

ん関連 Le 型糖鎖抗原が認識されることで腫瘍免疫の抑制が導かれることを明らかにし、結合に

関わる癌細胞上の DC-SIGN リガンドを新たに同定した。また C型レクチン MBP が細菌由来ゲノ

ム DNA を始めとする種々の DNA にカルシウム依存的に結合することを発見する等、糖鎖受容体

であるレクチンの免疫系における機能を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We found that C-type lectin DC-SIGN expressed on dendritic cells recognized colorectal 
tumor-associated Lewis glycans expressed on colorectal carcinoma COLO205 cells, which 
contributed to tolerogenic immunity for tumor cells. We identified DC-SIGN ligands which 
were involved in the interaction with DC-SIGN. Moreover, we revealed that mannan binding 
protein interacted with DNA derived from various orignins in a calcium dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）樹状細胞上に発現する C型レクチンは、
現在まで 10 種類余りが同定されており、自
己抗原や外来異物表面上に特異的に存在す

る糖鎖構造を認識することが知られている。
しかし、C 型レクチンの研究は、それらのリ
ガンド認識、取り込み機構、および認識に伴
う免疫応答機構の詳細については不明な点
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が多い。DC-SIGN は樹状細胞上に発現する II
型膜貫通 C型レクチンの一種であり、以前ま
で、ウイルス（HIV、HCV）や細菌などの病原
微生物との結合や細胞内への取り込みに関
与するという報告があったが、腫瘍免疫との
関連性は指摘されていなかった。我々は、
DC-SIGN が結腸がん細胞と接着すること、接
着には結腸がん細胞上の数種類の糖タンパ
ク質が関与していること、およびその接着に
よって樹状細胞の成熟や T細胞による細胞性
免疫応答が抑制されることを初めて明らか
にした。 
（2）C型レクチンの一種、血清マンナン結合
タンパク質（mannan binding protein、MBP）
は外来異物の細胞表面に存在するマンノー
スを始めとする糖鎖をパターン認識し、レク
チン経路と呼ばれる補体系の活性化や、貪食
細胞による異物の細胞内への取り込みに深
く関与していることが明らかとされている。
また近年当研究室において血清型 MBPが補体
系に依存しないメカニズムでがん細胞の増
殖抑制作用を示すことも発見されている。し
かしながら、これまで血清マンナン結合タン
パク質が核酸成分と相互作用するという報
告は無かった。 
 
2．研究の目的 
（1）本研究では、まず、結腸がん細胞上に
発現する複数の DC-SIGNリガンドの同定およ
び結合に関連する糖鎖構造の詳細を明らか
にする。一方、HIV との結合により惹起され
る DC-SIGN からのシグナルは Raf キナーゼの
リン酸化、NF-κB のアセチル化を通して、LPS
による Toll 様受容体からのシグナルを増強
するといったごく最近の報告がある。このこ
とは、細胞内において Toll 様受容体と
DC-SIGN のシグナル経路が密接に関連し合う
ことを示す。従って本研究では結腸がん細胞
の認識時における DC-SIGNの細胞内へのシグ
ナル伝達について、Toll 様受容体との関連性
の角度から調べる。 
（2）血清マンナン結合タンパク質が核酸成
分と相互作用することを調べる。またアポト
ーシス細胞の一部は DNAを露出しているとの
報告がある。そこでまず MBP によって認識さ
れる核酸の特徴付けを行い、認識によっても
たらされる生理的意義を DNAのクリアランス
という観点から調べる。 
３．研究の方法 
（1）①DC-SIGN を介した樹状細胞と結腸がん
細胞の相互作用に関与する糖鎖についての
基本的な情報を得る。まず、組換え体 DC-SIGN
アフィニティーカラムを用いて、結腸がん細
胞由来の膜タンパク質可溶化物から DC-SIGN
リガンドを精製する。得られた画分を質量分
析にかけ、新規 DC-SIGNリガンドを同定する。 
 ②DC-SIGN と結合することが明らかにされ

た、結腸がん細胞株上の糖タンパク質を含む
画分を得る。次に PNGase F やα-1,3/4-フコ
シダーゼといったグリコシダーゼを用いて
糖鎖消化実験を行い、DC-SIGN との結合には
N型糖鎖が関与しているか、特にルイス糖鎖
が必要かどうかを明らかにする。 
 ③DC-SIGN を安定発現させた単球系細胞株
U937（U937-DC-SIGN）を作製する。また
U937-DC-SIGNまたはU937にLPS及びDC-SIGN
リガンドを添加し、分泌されるサイトカイン
の変化をみる。 
（2）MBP と DNA の相互作用はゲルシフトアッ
セイおよび表面プラズモン共鳴法を用いる。
DNA にはプラスミド DNA の他、合成二本鎖 DNA、
一本鎖 RNA、一本鎖 DNA を用いる。相互作用
の生理的意義については、DNA コーティング
プレートにおける MBPの補体活性化を調べる。
また、DNA コーティングビーズのファゴサイ
トーシスに MBPが関与するかどうかをフロー
サイトメトリーを用いて計測する。 
 
４．研究成果 
（1）アフィニティークロマトグラフィー、
質量分析法を用いて結腸がん細胞株 COLO205
上に発現する主要な DC-SIGNリガンドを数種
類同定した。その中には Mac-2 binding 
protein が含まれていることが明らかになっ
た。また DC-SIGN とリガンドの結合には従来
血液型関連糖鎖として知られているルイス
型糖鎖が重要であることを N-グリカナーゼ、
フコシダーゼ等を用いた糖鎖消化実験にて
明らかにした。次に、DC-SIGN を安定発現さ
せた単球系細胞株 U937 を用い、LPS 添加時に
おけるサイトカイン分泌への DC-SIGNの寄与
を明らかにした。この結果は細胞内において
Toll様受容体とDC-SIGNのシグナル経路がク
ロストークすることを示唆する。その他、結
腸がん患者由来の組織を染色することによ
り、DC-SIGN リガンドの発現パターンを詳細
に明らかにした。以上の結果は DC-SIGN が結
腸がんの診断に応用できる可能性を示すも
のであり、現在複数の患者由来の組織を染色
することで有意差判定を試みている。 
 
（2）我々は、MBP が、細菌由来ゲノム DNA を
始めとする種々の DNAにカルシウム依存的に
結合することを明らかにした。分子間相互作
用解析により、 MBPは二本鎖DNA、一本鎖RNA、
一本鎖 DNAの順に高い親和性を示すことが明
らかとなった。また、MBP と DNA の複合体は
レクチン経路による補体系の活性化を引き
起こさず、DNA をコートしたビーズはファゴ
サイトーシスの促進を受けないことから、補
体成分の沈着がファゴサイトーシスには重
要であることを示した。さらに、MBP はアポ
トーシス細胞表面に露出した DNAを認識する
ことから、この機構が生細胞とアポトーシス



細胞の識別に寄与している可能性が考えら
れた。以上の結果は DNA のクリアランス機構
および生体防御における MBPの機能を考える
上で重要である。 
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