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研究成果の概要（和文）：　シアル酸は、細胞表面の糖鎖の末端に位置する酸性単糖である。このシアル酸を認識する
受容体の１つであるSiglec-11は、ヒトでのみ脳ミクログリアで発現している。Siglec-11の進化を精査したところ、Si
glec-11と別のシアル酸受容体Siglec-16は、約100万年前に脳ミクログリアに出現したペア型受容体であり、これらSig
lecは、脳細胞上に豊富に見られるポリシアル酸の構成成分を認識していることがわかった。Siglec-11/Siglec-16ペア
型受容体の出現は、ヒト系統において新たな脳細胞間の相互作用を生み出し、ヒトの進化後期における脳進化に関わっ
たとみられる。

研究成果の概要（英文）： Sialic acids are a family of nine-carbon sugars that are found at the terminal en
d of glycan chains on cell surface. Siglec-11 is a sialic-acid receptor that gained expression on brain mi
croglia uniquely in the human lineage, and shows a neuroprotective function in brain immunity. It seems th
at Siglec-11 contributed to brain evolution in the human lineage.
  Evolutionary analysis of Siglec-11 revealed that Siglec-11 functions as paired receptors with Siglec-16 
on human brain microglia. Both Siglec-11 and Siglec-16 recognize oligo-sialic acids, which are enriched in
 the brain. A mutation that conferred the brain expression of Siglec-11 occurred about one million years a
go. It is therefore possible to consider that Siglec-11/Siglec-16 paired receptors contributed to the gain
 of human-specific cell-cell communication in the brain in the later stage of human evolution.
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１．研究開始当初の背景 
シアル酸を認識する受容体である Siglec

は、霊長類において 17種見いだされており、
そのほとんどが免疫系細胞に発現している。
そして、ほとんどの Siglec は細胞内領域に
抑制性もしくは活性化シグナルモチーフを
もち、免疫系細胞での細胞内シグナル伝達分
子として働いている。	 
	 Siglec-11 は、細胞内領域に抑制性シグナ
ルモチーフをもつ抑制性受容体である。ヒト
においてマクロファージと脳ミクログリア
で発現しているが、研究代表者らは脳ミクロ
グリアでの発現がヒト特異的なものである
ことを見いだした。一方で、Siglec-11 はシ
グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 分 子 で あ る
Protein-tyrosine	 phosphatase	 SHP-1 と相互
作用すること、SHP-1 は脳ミクログリアの維
持に必須の調節分子であること、Siglec-11
は神経保護機能をもつこと、が明らかにされ
ている。これらの知見は、Siglec-11 のヒト
特異的な脳ミクログリアでの発現獲得は、ミ
クログリアの数や機能に影響を与え、脳ミク
ログリアの関わるヒト特有の脳機能の獲得
に関与していることを示唆している。また研
究代表者らは、Siglec-11 遺伝子は隣接する
Siglec-16 遺伝子による遺伝子変換を受けて
いることを見出しており、遺伝子変換が遺伝
子発現に関わる遺伝子上流領域を含む領域
でおこっていること、Siglec-16 遺伝子も脳
ミクログリアで発現していることから、
Siglec-16 遺伝子による遺伝子変換が、
Siglec-11 のヒト特異的な脳発現の獲得の原
因と考えられる。	 
	 このようなことから、Siglec-11 はヒト系
統で特殊化しており、ヒトの脳の進化に関わ
っている可能性がある。	 
 
 
２．研究の目的 
	 Siglec-11、および Siglec-11 と進化的に
関係が深いとみられる Siglec-16 を対象に、
それらシアル酸受容体の進化を霊長類系統
にて精査し、Siglec-11 のヒト特異的な脳ミ
クログリア発現の獲得の進化的な背景と、そ
のヒト進化での役割を解明する。	 
 
 
３．研究の方法 
	 霊長類各種での Siglec-11 と Siglec-16 の
ゲノム配列の決定と配列解析、および得られ
たゲノム配列情報をもとにした組換えタン
パクの作製によるシアル酸認識能の解析か
らなる。	 
	 
（１）霊長類サンプル	 
	 ヒト、類人猿、旧世界ザル、新世界ザル、
原猿のサンプルを用いる。ヒト、類人猿、旧
世界猿、新世界猿、原猿は霊長類の主要系統
であり、サンプルはヒトおよび類人猿につい
ては、すべての属を網羅し、旧世界ザルにつ

いては全２亜科（オナガザル亜科とコロブス
亜科）、新世界ザルについては全４科（オマ
キザル科、ヨザル科、クモザル科、サキ科）
を、それぞれ網羅している。また原猿につい
ては、全４下目（キツネザル下目、ロリス下
目、アイアイ下目、メガネザル下目）を網羅
している。以上のことから、本研究のサンプ
ルを用いることで、霊長類での各遺伝子の進
化を精査することができる。	 
	 サンプルは、ゲノム DNA もしくは血液とし
て入手するが、血液サンプルについては、
DNeasy	 Blood	 &	 Tissue	 kit（Qiagen 社）に
てゲノム DNA として抽出する。	 
	 
（２）DNA 配列の決定	 
	 ゲノム DNA を鋳型に、各遺伝子特異的なプ
ライマーを用いた PCR にて各遺伝子断片を得
る。プライマーは、対象とする霊長類種、も
しくはその近縁種のゲノムプロジェクトか
らの配列情報を用いて設計する。ヒトはヒト
ゲノム、類人猿は、チンパンジー（ Pan	 
troglodytes）、ゴリラ（Gorilla	 gorilla）、
オランウータン（Pongo	 pygmaeus）、テナガ
ザル（Nomascus	 leucogenys）の各ゲノム、
旧世界ザルは、アカゲザル（Macaca	 mulatta）
ゲノム、新世界ザルは、マーモセット
（Callithrix	 jacchus）ゲノム、原猿は、キ
ツネザル（ Microcebus	 murinus）、ガラゴ
（Otolemur	 garnettii）、メガネザル（Tarsius	 
syrichta）の、以上各ゲノムの配列を用いる。
配列情報は、NCBI（Trace	 Archive を含む；
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ） 、 UCSC	 
Genome	 Bioinformatics
（http://genome.ucsc.edu/）より得る。	 
	 PCR 産物の DNA 配列は、ABI3130 ジェネテ
ィックアナライザー（Applied	 Biosystems社）
にて決定する。	 
	 
（３）配列解析	 
	 分子進化学的・集団遺伝学的解析は、解析
用ソフトウェア（MEGA、Gene	 Tree、DnaSP 等）
を用いて行う。	 
	 
（４）Siglec 組換えタンパクの作製	 
	 シアル酸認識能の解析に用いるため、
Siglec のシアル酸認識に関わる細胞外領域
とヒト免疫グロブリン Gの Fc 領域（hIgG	 Fc）
との融合タンパクを作製する。シアル酸認識
に直接関与する第１・第２免疫グロブリン様
ドメインをコードするエクソンを含むゲノ
ム領域を、ゲノム DNA を鋳型とした PCR によ
り得る。得られた PCR 断片を発現ベクター上
の hIgG	 Fc コード領域上流に組み込み、作製
した発現コンストラクトを 293T 細胞または
CHO 細胞に導入し、その後培養上清に分泌さ
れる組換えタンパク（Siglec-Fc）を Protein	 
A 固相化担体を用いて精製する。	 
	 
（５）シアル酸認識能の解析	 
	 Siglec-Fc を、Protein	 A でコートしたプ



レートに加え固定、その後ビオチン化したシ
アル酸糖鎖プローブを加え、Siglec-Fc と結
合させる。続いて、ストレプトアビジン結合
アルカリ性フォスファターゼを加えて、ビオ
チン化シアル酸糖鎖プローブとストレプト
アビジン結合アルカリ性フォスファターゼ
を結合させる。これにより、Siglec-Fc とシ
アル酸糖鎖プローブとの結合を、アルカリ性
フォスファターゼの酵素反応による発色と
して検出する。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 Siglec-11 は、抑制性のシアル酸受容体で
あり、隣接する Siglec-16 遺伝子との遺伝子
変換にてヒト特異的に脳ミクログリアでの
発現を獲得している。そこで、Siglec-11 お
よび Siglec-16 の進化を配列と機能の両面か
ら調べた。ヒト系統での解析から、ヒトにお
いて Siglec-16 遺伝子には不活性化アリール
が存在しており、その出現は約 300 万年前に
まで遡ること、Siglec-16 遺伝子の不活性化
アリールによって Siglec-11 遺伝子は遺伝子
変換していること、その遺伝子変換の時期か
ら、ヒト Siglec-11 の脳ミクログリア発現の
獲得は、約 100 万年前におこったこと、がわ
かった（図１）。また、ヒトの脳にて Siglec-11
の リ ガンドの存在が確認され、ヒト
Siglec-11 の脳ミクログリアでの発現獲得は、
ヒト脳機能において意味のあるものと考え
られる。さらにヒト以外の霊長類も加えた解
析から、ヒト、類人猿（チンパンジー、ゴリ
ラ、オランウータン、テナガザル）、旧世界
猿（ヒヒ）の系統で、Siglec-11 遺伝子と
Siglec-16 遺伝子との間での遺伝子変換が確
認されるとともに、少なくともヒト、チンパ
ンジー、ゴリラの系統では Siglec-11 と
Siglec-16 のシアル酸認識特異性が、遺伝子
変換によってよく似ていることが分かった
（図２と３）。Siglec-11 と同様 Siglec-16 も
脳 ミクログリアで発現しているが、
Siglec-11 は抑制性の受容体であるのに対し
て、Siglec-16 は活性化受容体と正反対の役
割をもっている。このように、発現とシアル
酸認識特異性は同じであるのに対して、シグ
ナル伝達での役割が正反対であることは、
Siglec-11 と Siglec-16 が、細胞機能の微調
整に働くペア型受容体であることを示して
いる。このため、約 100 万年前におこった
Siglec-11 のヒト特異的な脳ミクログリア発
現の獲得は、ヒト進化後期におけるヒト特異
的な脳内ペア型受容体の出現を意味してい
る。	 
	 シアル酸認識能の解析から、Siglec-11 お
よび Siglec-16 は脳で豊富なポリシアル酸の
構成成分を認識することが示され（図３）、
脳内リガンドはポリシアル酸と考えられる。
そして、脳内においてポリシアル酸の大半は
脳細胞上の NCAM に付加されているため、ヒ
ト 特 異 的 な 脳 ミ ク ロ グ リ ア で の

Siglec-11/Siglec-16 ペア型受容体の獲得は、
ポリシアル酸を介したヒト特異的な脳細胞
間の相互作用を生み出したとみられる。ポリ
シアル酸の異常やミクログリアは統合失調
症 に 関 わ っ て い る こ と か ら 、
Siglec-11/Siglec-16 ペア型受容体の出現に
よって獲得された脳細胞間の相互作用は、ヒ
トの脳の高次精神機能の進化に関わってい
る可能性がある。	 

図１．Siglec-11 遺伝子と Siglec-16 遺伝子
の進化シナリオ.	 Siglec-16 遺伝子の不活
性化アリールは、SIGLEC16P で示す。ヒトの
系統で、Siglec-16 遺伝子の不活性化アリー
ルによる Siglec-11 遺伝子の遺伝子変換
（Siglec-11 遺伝子の脳発現獲得の原因）に
つづいて、Siglec-11 遺伝子による Siglec-16
遺伝子の遺伝子変換も生じている	 

	 
	 
	 

図２．Siglec-11 遺伝子と Siglec-16 遺伝子
の系統関係 .（ A） Siglec-11 遺伝子と
Siglec-16 遺伝子の間で各霊長類種に共通し
て相同性の高い領域における系統関係、（B）
Siglec-11 遺伝子と Siglec-16 遺伝子の間で
各霊長類種に共通して相同性の低い領域に
おける系統関係。Hsa はヒト、Ptr はチンパ
ンジー、Ggo はゴリラ、Hla は、テナガザル、

Discussion
Our analysis extends our original suggestion that the SI-
GLEC16 locus converted SIGLEC11 in the hominin lineage.
It is well known that gene conversions by pseudogenes
cause deleterious mutations resulting in human diseases,
such as congenital adrenal hyperplasia, Gaucher disease,
and Shwachman–Diamond syndrome (Tusie-Luna and
White 1995; Cormand et al. 2000; Boocock et al. 2003;
Forest 2004; Chen et al. 2007). On the other hand, the gen-
eration of antibody diversity in the chicken IgY locus, both
at the somatic and the germ-line level, is known as a classic
case of pseudogenes productively converting genes
(Benatar and Ratcliffe 1993; Flajnik 2002). The chicken
has single functional Ig V and J genes, and Ig diversity is
generated mainly by gene conversion between a functional
V gene and multiple upstream V pseudogenes (reviewed in
Flajnik 2002).

To our knowledge, the only other vertebrate case of
a pseudogene donor conversion that results in an intact
and novel gene is the SIGLEC16P / SIGLEC11 conversion
event we studied here. Moreover, this appears to be the
first instance of human-specific productive gene conver-
sion event involving a pseudogene donor. Although the
study of pseudogenes in humans has been quite thorough,
the possible paucity of conversion events between pseudo-
genes and genes might be explained by their sequence di-
vergence: gene conversion normally involves pairs of
donor/acceptor sequences sharing at least 92% identity
(Chen et al. 2007), but most pseudogenes diverge more
than 8% from their parent genes. Remarkably, despite
the fact that hSIGLEC16P accumulated mutations at a neu-
tral rate, two tandem gene conversions delivered relatively
large sequence changes into human SIGLEC11. The low
probability that these complex events were able to main-
tain the open reading frame of the recipient genes suggests
that they might have been subject to some selection forces.

Ongoing gene conversion between SIGLEC5 and
SIGLEC14 has been reported in multiple primates, including
humans (Angata et al. 2006). Interestingly, a (TG)n tract,

a genomic signature specifically favoring gene conversion,
is located at the 3# conversion boundaries in SIGLEC5
and SIGLEC14 (Angata et al. 2006). However, there is no
such distinctive sequence showing around the conversion
boundaries of A/A#1 and A/A#2 regions in SIGLEC11 and
SIGLEC16/P. Moreover, a previous study has found many
other motifs related to gene conversions (Chuzhanova
et al. 2009). We searched the presence of all of the potential
motifs in human and chimpanzee SIGLEC11 and SIGLEC16
loci and identified several relevant motifs around the con-
version boundaries. However, they are either found in hSI-
GLEC11 only, or shared between human and chimpanzee
sequences. Thus, we did not see a clear association between
the SIGLEC16/P and SIGLEC11 gene conversion with any of
these motifs.

Gene conversion of SIGLEC11 in humans resulted in mi-
croglial specific expression in the human brain. Microglial
cells have been shown to be highly active, continually sur-
veying their microenvironment with extremely motile pro-
cesses and protrusions (Nimmerjahn et al. 2005; Ransohoff
and Perry 2009). Microglia can also support neuronal sur-
vival by secreting cytokines and growth factors (Lu et al.
2005). The importance of Siglec-11 in the brain was recently
demonstrated in the murine microglial cells transduced with
a Siglec-11 vector (Wang and Neumann 2010). Siglec-11
expression reduced microglial phagocytosis of apoptotic
neuronal material. It also reduced expression of Lipopolysac-
charide (LPS) induced proinflammatory substances such as
Nitric oxide synthase-2 and Interleukin-1b (IL-1b). More-
over, Siglec-11 was shown to have a neuroprotective effect
in microglial-neuronal mixed cultures, when the neurons
had polysialic acid (PSA) on their surface. Since PSA has
a2-8–linked sialic acids, it is a potential ligand for Siglec-11.

In this regard, our results indicate that Siglec-11 ligands
are present in the human brain and that human-specific
recruitment of Siglec-11 in the brain could have had a sig-
nificant impact on intracellular signaling pathways. The cy-
tosolic tail of Siglec-11 is known to have an inhibitory ITIM
that recruits the protein-tyrosine phosphatase SHP-1 (Src
homology domain 2-containing phosphatase 1), an intra-
cellular regulator of many signaling pathways (Angata et al.
2002). Notably, mice with hypomorphic mutations of SHP-
1 (Shultz et al. 1993) have shown a marked decrease in the
number of their microglial cells (Wishcamper et al. 2001),
suggesting that SHP-1 is essential for the maintenance of
microglia in the central nervous system. It has also been
shown that in the microglia of SHP-1 hypomorphic mice,
there is an elevated production of neurotoxic substances
such as nitric oxide, Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a),
and IL-1b when challenged with LPS (Zhao et al. 2006).
Of note, SHP-1 hypomorphic mice also have a slightly
smaller brain size than littermate controls (Wishcamper
et al. 2001). Thus, the human-specific gain of Siglec-11 ex-
pression likely affects SHP-1 biology and this in turn may
have influenced microglial numbers and/or physiology and
contributed to human brain evolution.

There is also evidence that microglia play a prominent
role in several common human brain diseases such as

FIG. 10. Proposed Scenario for the evolution of SIGLEC11 and
SIGLEC16 loci over the last 20 myr. See text for discussion.
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Pan はヒヒ、Cja はマーモセットを示す。各
霊長類系統において、Siglec-11 遺伝子と
Siglec-16 遺伝子の間で相同性が高い領域で
は、遺伝子変換がおこっていることがわかる。	 

図３．Siglec-11 と Siglec-16 のシアル酸糖
鎖プローブへの結合．Hsa はヒト、Ptr はチ
ンパンジー、Ggo はゴリラを示す。Siglec-11
と Siglec-16 との間で、シアル酸糖鎖プロー
ブに対する認識特異性が似ている。	 
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