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研究成果の概要（和文）：糖鎖は、発生、免疫、癌化、タンパク質品質管理などにおいて様々な役割を果たし、
近年、第三の生命鎖としてその機能と創薬標的としての可能性が注目されている。本研究では、独自の方法論に
基づいて新たに開発した抗糖鎖抗体を用いて、多発性硬化症の動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎の疾
患抑制効果の検討を行い、糖鎖を標的とする新規免疫疾患治療薬の開発に向けた基盤データを取得した。

研究成果の概要（英文）：Glycans play various physiological roles in development, immunity, 
canceration, protein quality control, etc. Their functions as the third life chain and their 
potential as drug discovery targets have recently attracted attention. In this study, we used a 
newly developed anti-glycan antibody generated by our own methodology to examine its suppressing 
effects on experimental autoimmune encephalomyelitis, an animal model of multiple sclerosis. We 
obtained basic data for the development of novel antibody drugs against immune-related diseases.

研究分野： 免疫学、生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫関連疾患の一種である多発性硬化症に関しては、治療薬が開発されているものの、それらには感染症や徐脈
性不整脈等の副作用も知られており、作用機序の異なる新規治療薬の開発が望まれる。本研究では、独自に開発
した糖鎖に結合する抗体が、多発性硬化症の新しい治療薬の候補となる可能性を検討し、有望な結果を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
血液中を循環するリンパ球は、丈の高い特殊な血管である
高内皮細静脈(high endothelial venule; HEV)を介して、末梢
リンパ節組織内に絶えず移行(ホーミング)し、免疫監視の中
心的な役割を果たしている。このリンパ球ホーミングにおい
ては、リンパ球上のホーミングレセプターである L-セレクチ
ンと HEV 上に発現する糖鎖との結合が必須の役割を果た
す。我々は、HEVに発現する 2種類の硫酸基転移酵素を欠損
するダブルノックアウトマウス(DKOマウス)を作製し、硫酸
化糖鎖が、末梢リンパ節へのリンパ球ホーミングと免疫応答
に必須の機能を果たすことを報告してきた(Kawashima et al., 
Nature Immunology, 6:1096-1104, 2005)。具体的には、HEVに
特異的に発現する 6-スルホシアリルルイス X と呼ばれるユ
ニークな構造をした硫酸化糖鎖(右図)が、リンパ球ホーミン
グを媒介する責任糖鎖として機能することを証明した。他の研究グループは、シアル酸およびフ
コースの修飾もリンパ球ホーミングを媒介する重要な構造であることを報告しており(Rosen et 
al., Science, 1985; Homeister et al., Immunity, 2001; Yang et al., Blood, 2012他)、硫酸基、シアル酸、
フコースの全てによって修飾されたこの構造が、恒常的なリンパ球ホーミングと免疫応答にお
いて鍵となる糖鎖構造であることが広く認められている。 
一方で、この糖鎖構造の免疫疾患発症における役割に関しては不明な点が多く、医学・薬学的
観点から重要な研究課題である。特に、多発性硬化症、リウマチ様関節炎等の免疫疾患の発症に
は、この糖鎖を介するリンパ組織へのリンパ球ホーミングが重要な働きをすると考えられるが、
実験的な証明はなされていない。このように解析が遅れている原因の一つとして、動物モデルに
適用可能な同糖鎖構造特異的抗体が存在しなかったことが挙げられる。このような背景のもと、
我々は、遺伝子欠損マウスを用いた新しい抗糖鎖抗体作製法を開発し(J. Biol. Chem., 285:40864-
40878, 2010; ibid., 290:15313-15326, 2015)、HEV特異的に発現する硫酸化糖鎖 6-スルホシアリル
ルイス X と特異的に結合する新規抗糖鎖抗体の樹立に成功した(投稿中)。硫酸基(sulfate, S)とフ
コース(fucose, F)の両者を含む構造を認識するユニークな特異性を持つことから「SF1」と名付け
たこの新規抗糖鎖抗体は、マウスリンパ節へのリンパ球ホーミングと免疫応答を効率良く抑制
する活性を持つことから、免疫疾患の発症における糖鎖機能の解明と糖鎖を標的とする新規疾
患治療の開発に有用と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では特に、免疫疾患の一種である多発性硬化症に着目し、その動物モデルである実験的
自己免疫性脳脊髄炎(experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE)モデルを用いて、上述の
新規抗糖鎖抗体 SF1 による疾患抑制効果の検討を行い、糖鎖を標的とした新規免疫疾患治療薬
の開発に向けた基盤を確立することを目指す。 
 
３．研究の方法 
① 硫酸化糖鎖の機能阻害による EAE発症抑制効果の解析 
i) 硫酸基転移酵素 DKOマウスにおける EAE病態進展の解析 
はじめに、EAE の発症と病態進展における硫酸化糖鎖の機能解析を行う。具体的には、野生型
C57BL/6 マウス(WT マウス)および HEV 上の硫酸化糖鎖を欠損する硫酸基転移酵素二重欠損マ
ウス(DKOマウス)を用いて、常法に従って、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質(MOG)
由来ペプチドと完全フロイントアジュバントを混和して作製するエマルジョンを背部皮下に注
射後、百日咳毒素を腹腔内注射することにより、EAE を誘発させる。クリニカルスコアの判定
は、尾の下垂、後肢・前肢の脱力等を指標にして実施する。 
ii) 抗硫酸化糖鎖抗体 SF1の EAE発症抑制効果の解析 
次にMOGペプチドによる感作の時点で SF1抗体を投与し、発症抑制効果を解析する。クリニカ
ルスコアを上記の i)と同様にして判定する。 
② 硫酸化糖鎖の機能阻害による EAE発症抑制メカニズムの解析  
MOGペプチド感作で EAEを誘発させた PBS投与マウス群および SF1抗体投与群から、様々な
タイムポイントでリンパ節および脊髄由来リンパ球を調製し、フローサイトメトリーにより浸
潤リンパ球総数および浸潤リンパ球サブセット比率の経時的変化を解析するとともに、RNA-seq
解析を行い、SF1抗体による EAE発症･病態進展抑制のメカニズムを考察する。 
③ ヒト化抗硫酸化糖鎖抗体の作製とその活性評価 
マウス IgG1抗体である SF1抗体のヒト化を行う。我々はこれまでに、SF1抗体の重鎖および軽
鎖の超可変領域 CDR1, 2, 3 の部分を、各種のヒト抗体のフレームに挿入し、それらの重鎖と軽
鎖をリンカーで繋いだ一本鎖抗体の作製を試みてきた。その結果、CDR部分のみマウス SF1抗
体由来で、抗体 V領域のその他のフレーム部分はヒト抗体由来のヒト化 SF1一本鎖抗体の作製



に成功し、もとの SF1 抗体と同様の糖結合特異性を持つことを確認している。そこで本研究で
は、遺伝子工学的手法により、このヒト化一本鎖抗体の重鎖･軽鎖 V 領域をヒト IgG1 抗体の定
常領域と繋いだヒト化 SF1抗体を作製する。 
④ ヒト正常組織および病理組織の免疫組織染色 
これまでに我々は、マウス由来の各種正常組織を用いた免疫染色を行い、SF1 抗体はリンパ節
HEV 特異的に染色性を示すという結果を得ているが、本抗体の臨床応用のためにはヒト組織で
の検討が必要である。そこで、リンパ節を含む各種ヒト正常組織の免疫染色を行い、将来の臨床
応用に向けた基盤データを取得する。 
 
４．研究成果 
⑤ 硫酸化糖鎖の機能阻害による EAE発症抑制効果の解析 
i) 硫酸基転移酵素 DKOマウスにおける EAE病態進展の解析 
野生型 C57BL/6マウス(WTマウス)および HEV上の硫酸化糖鎖を欠損する硫酸基転移酵素二重
欠損マウス(DKOマウス)の比較の結果、DKOマウスにおいては、発症開始の遅延および抗原感
作後 12日目における発症ピークの病態緩和が認められた。このことから、硫酸基転移酵素によ
って合成される硫酸化糖鎖である 6-スルホシアリルルイス Xが、EAEにおいて治療標的となる
ことが示された。 
ii) 抗硫酸化糖鎖抗体 SF1の EAE発症抑制効果の解析 
次に、6-スルホシアリルルイス X糖鎖特異的な抗糖鎖抗体 SF1抗体の EAEの病態に及ぼす効果
の検討を行った。その結果、SF1抗体を感作時に投与すると、上記の DKOマウスの結果と同様
に EAEの発症と病態進展の両者が顕著に抑制され、疾患抑制作用が確認された。 
⑥ 硫酸化糖鎖の機能阻害による EAE発症抑制メカニズムの解析  
PBS投与マウス群および SF1抗体投与マウス群のフローサイトメトリーによる比較解析の結果、
抗原感作 5日目の時点において、SF1抗体投与群において、所属リンパ節における Th17細胞の
有意な減少が認められた。同様に抗原感作 5 日目の時点の所属リンパ節の RNA-seq 解析におい
ても、SF1抗体投与群において IL-17の有意な発現減少が認められた。また、病態がピークに達
する抗原感作 12 日目の時点における Th17 細胞の脊髄への浸潤が、SF1 抗体によって有意に抑
制された。以上より、SF1抗体によって、所属リンパ節における Th17免疫応答が抑制され、EAE
の発症抑制に繋がった可能性が示唆された。 
⑦ ヒト化抗硫酸化糖鎖抗体の作製とその活性評価 
ヒト化 SF1重鎖可変部配列をヒト抗体重鎖 IgG1定常部と連結し、ヒト化 SF1重鎖全長アミノ酸
配列を設計した。同様にして、ヒト化 SF1 軽鎖可変部配列に関してもヒト抗体軽鎖である κ 鎖
定常部と連結し、ヒト化 SF1 軽鎖全長アミノ酸配列を設計した。これらのヒト化 SF1 重鎖全長
アミノ酸配列およびヒト化 SF1軽鎖全長アミノ酸配列をコードする遺伝子を、HEK293T細胞に
導入し、ヒト化 SF1 抗体を作製した。次に、ヒト化 SF1 抗体を用いてマウスリンパ節の蛍光免
疫染色を行ったところ、ヒト化 SF1抗体は、WTマウスの高内皮細静脈に特異的に結合し、6-ス
ルホシアリルルイスＸの硫酸基を欠損する GlcNAc6ST-1/2 DKOマウス及びフコースを欠損する
Fut4/Fut7 DKOマウスとは全く反応しなかった。以上より、SF1抗体の重鎖および軽鎖可変部の
超可変部アミノ酸配列を持つヒト化抗体は、マウス SF1 抗体と同様に 6-スルホシアリルルイス
Ｘに対する特異的な糖結合特異性を保持していることが確認された。 
⑧ ヒト正常組織および病理組織の免疫組織染色 
SF1抗体による正常ヒト組織の免疫組織染色を行ったところ、大動脈、乳腺、小脳、大脳、心臓、
肺、小腸、大腸、皮膚、脾臓には染色が見られなかったが、リンパ節および扁桃の高内皮細静脈
HEV に特異的に結合することが分かった(下図)。SF1 抗体は非常に組織特異性が高いことから、
副作用の少ない抗体医薬としての活用が期待される。 
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