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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、独自に開発した方法論に基づいて、フコシル化糖鎖抗原であるシア
リルルイスXに特異的なモノクローナル抗体F1, F2の樹立に成功した。F1, F2抗体は、マウス接触性皮膚炎モデルにお
いて、感作個体に抗原が再侵入する際のシアリルルイスX依存的な白血球浸潤を抑制することで、耳介腫脹反応を有意
に抑制した。また両抗体は、シリカ誘発性慢性肺炎症モデルにおいて、シリカ投与直後のシアリルルイスX依存的な初
期の白血球浸潤を抑えることで、慢性期の肺線維化を阻害した。以上より、特定のタイムポイントでシアリルルイスX
の機能を阻害することにより、効果的に炎症抑制できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded in the generation of novel monoclonal antibodies 
reactive with a fucosylated glycan epitope sialyl Lewis X based on a newly developed method. In mouse 
contact hypersensitivity model, both F1 and F2 significantly inhibited ear swelling by blocking sialyl 
Lewis X-dependent leukocyte infiltration upon antigen challenge in sensitized animals. In silicosis 
model, these monoclonal antibodies inhibited lung fibrosis at the chronic stage by blocking sialyl Lewis 
X-dependent acute leukocyte infiltration after administration of silica. Taken together, these results 
indicate that functional blockage of sialyl Lewis X at particular stage of inflammation leads to 
efficient control over inflammatory disorders.

研究分野： 免疫学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
	 我々は、糖タンパク質糖鎖の N-アセチルグ
ルコサミン残基に硫酸基を付加する硫酸基
転移酵素 GlcNAc6ST-1 および GlcNAc6ST-2
の両者を欠損するダブルノックアウトマウ
ス(DKOマウス)において、リンパ球の末梢リ
ンパ節へのホーミングおよび接触性皮膚炎
が顕著に低下することを報告してきた
(Kawashima et al., Nature Immunology, 
6:1096-1104, 2005)。また、この論文中で詳細
に糖鎖構造解析を行い、リンパ球が末梢リン
パ節にホーミングする際に通り抜ける血管
である高内皮細静脈(high endothelial venule; 
HEV)に存在する 6-スルホシアリルルイス
X(図 1)と呼ばれる糖鎖構造が硫酸基転移酵
素DKOマウスで消失することを示してきた。

糖鎖の機能を生体内で解明するためには、こ
のように糖鎖の構造と機能の関連をリンク
させる研究が重要と考えられるが、特に HEV
のように組織中に非常にわずかにしか存在
しない細胞の糖鎖構造を調べるのには大変
な労力が必要である。したがって、容易に用
いることのできる、特定の糖鎖構造のみを認
識する抗糖鎖抗体は有用性が高いと考えら
れる。しかし、モノクローナル抗体作製に汎
用されるマウスやラットの体内には多様な
糖鎖が内在性に発現することから、一般的に
糖鎖の免疫原性は低く、抗糖鎖抗体を得るの
は容易ではない。 
	 このような状況の下、最近本申請者らは新
しい方法論を樹立し、新規抗硫酸化糖鎖抗体
の 樹 立 に 成 功 し た (J. Biol. Chem., 
285:40864-40878, 2010)。この抗硫酸化糖鎖抗
体は効率よくリンパ球ホーミングおよび接
触性皮膚炎を抑制する強力な阻害抗体であ
り、様々な疾患における糖鎖発現とその機能
を調べるのに有用である。 
 
２．研究の目的 
	 我々の開発した方法論のポイントは、糖鎖
合成酵素欠損マウスをその糖鎖合成酵素遺
伝子の強制発現細胞株で免疫することで、糖
鎖の免疫原性が低いという問題点を解決し、
効率よく抗糖鎖抗体を得ることにある。本研

究では特に、フコース転移酵素欠損マウスを
その強制発現株で免疫することによって新
規抗フコシル化糖鎖抗体を樹立し、同方法論
の有用性を検証するとともに、同抗体を用い
て慢性炎症性疾患における糖鎖の機能を解
明し、その治療に向けた分子基盤を整備する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規抗フコシル化糖鎖抗体産生ハイブリ
ドーマの樹立 
	 はじめに、フコース転移酵素 Fuc-TVII、硫
酸基転移酵素 GlcNAc6ST-2、O-型糖鎖のコア
構造を合成する糖転移酵素 Core1β3GlcNAcT
および Core2GlcNAcT、およびコアタンパク
質 CD34をコードする遺伝子の全てを安定発
現する多重遺伝子発現株をアジュバントと
ともに腹腔内注射することにより、フコース
転移酵素 Fuc-TIV/Fuc-TVIIダブルノックアウ
トマウス(DKOマウス)を免疫した。血清中の
抗体価の上昇を親株および多重遺伝子導入
株への反応性の違いで確認した後、常法に従
って脾臓B細胞とマウスミエローマとのハイ
ブリドーマを作製した。ハイブリドーマの培
養上清中の抗体価を確認後、限界希釈法によ
り抗体産生クローンを得た。さらに、それら
のクローンの内、野生型(WT)マウスの末梢リ
ンパ節(PLN) HEVに反応し、フコース転移酵
素DKOマウスの PLN HEVには反応しない抗
糖鎖抗体産生クローン F1, F2を組織染色によ
り選別した。次に、各々の抗糖鎖抗体産生ク
ローンを腹水化し、常法により抗体の精製お
よびビオチン化を行った。 
(2) 新規抗フコシル化糖鎖抗体の糖結合特異
性の解析 
	 次に、ビオチン化 F1, F2抗体を用いて、フ
コース転移酵素 DKO マウス、硫酸基転移酵
素 DKOマウス、および O-型糖鎖の伸長を欠
損する Core1 伸長酵素/Core2 分岐酵素 DKO
マウスのリンパ節凍結切片の HEV との結合
性を免疫組織染色により解析した。さらに、
米国 Consortium for Functional Glycomicsに抗
体を送付し、611 種類の糖鎖をマイクロチッ
プに固定した Glycan Arrayを用いて抗体の糖
結合特異性を詳細に検討した。 
(3) 炎症モデルを用いた糖鎖の機能解析 
①	 接触性皮膚炎モデル 
抗原感作抑制実験では、Day -1, 0, 1に無菌

PBSで希釈した F1、F2、S2 (0.5 mg/ml, 200 µl)
または無菌 PBS を C57BL/6 マウスの尾静脈
内に投与し、Day 0にアセトン-オリーブオイ
ル (4:1 v/v)に溶解した 1% オキサゾロンを左
右の上腕部に 25 µl ずつ塗布し、感作を行っ
た。Day 5に左右の耳の厚さを測定し、1% オ
キサゾロンを左右の耳に 10 µl ずつ塗布し炎
症の惹起を行った。Day 6 に左右の耳の厚さ
を測定し、Day 5 の測定結果との比較から各
個体の耳介腫脹を算出後、耳介組織切片のヘ
マトキシリン-エオジン染色を行った。一方、
惹起段階抑制実験では、Day -1, 0, 1には抗体



 

 

を投与せず、Day 5の惹起 30分前に抗体また
は無菌 PBSを単回投与し、同様に解析を行っ
た。 
②	 シリカ誘発性慢性肺炎症モデル 
	 C57BL/6マウスに麻酔下で生理食塩水に懸
濁した結晶シリカまたは生理食塩水を経気
道投与した。シリカ投与の 30 分前、1 日後、
2日後、3日後に無菌 PBSに希釈した F1、F2 
(0.5 mg/ml, 200 µl)または無菌 PBSを尾静脈内
投与した。シリカ投与の 4日後または 5ヵ月
後に生理食塩水で気管支肺胞洗浄を行い、洗
浄液を回収した。末梢血を回収後、肺組織を
摘出し亜鉛固定液に浸した。肺胞洗浄液およ
び末梢血をスライドグラスに塗り広げて塗
抹標本とし、ギムザ染色を行った。鏡検によ
り白血球ポピュレーションを特定し、各細胞
の割合を計測した。また、シリカ肺炎を起こ
したマウス肺組織の Masson-trichrome 染色に
より肺線維化を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規抗フコシル化糖鎖抗体産生ハイブリ
ドーマの樹立 
	 6-sulfo sLeX 強制発現細胞株でフコース転
移酵素遺伝子欠損マウスを免疫することに
より、マウス HEV に反応性をもつ抗体を産
生するハイブリドーマを作製した。WT マウ
スおよびフコース転移酵素 DKO マウスの
PLN を用いた免疫組織染色によるスクリー
ニング、限界希釈法による 2度のクローニン
グの結果、WTマウスの HEVにのみ反応する
IgG抗体産生クローンを 2つ得た。それぞれ、
F1および F2と命名し、常法に従って精製と
ビオチン化を行った。 
(2) 新規抗フコシル化糖鎖抗体の糖結合特異
性の解析 
	 糖転移酵素遺伝子欠損マウスの PLN 組織
切片を、ビオチン化 F1, F2を用いて免疫組織
染色したところ、両抗体とも硫酸基転移酵素
DKOマウスに反応性を示し、フコース転移酵
素DKOマウスの組織でHEVの染色像が完全
に消失したことから、F1, F2は硫酸基の修飾
を要求せずに α1,3 結合したフコース残基を
要求すると考えられた(図 2)。また両抗体は、
Core1 伸長酵素/Core2 分岐酵素 DKO マウス
のリンパ節凍結切片の HEV とは反応するこ
とから、N-glycan 上のフコシル化糖鎖構造と
も結合することが示唆された。また、シアリ
ダーゼにより処理したWTマウスの組織切片
では、両抗体とも HEV に対する反応性が著
しく低下した。これらのことより、F1および
F2 はフコシル基およびシアル酸を含む糖鎖
構造を認識し、硫酸基をエピトープに含まな
いことが示唆された。 
	 次に、糖鎖アレイを用いて F1および F2が
反応する糖鎖構造を解析した。その結果、F1
および F2 は sLeX 構造  および同構造の
GlcNAc 6 位の酸素に硫酸基が付加した
6-sulfo sLeX構造に特異的に反応性を示した。
フコシル基が付加していない sialyl LacNAc

構造や、末端にシアル酸が付加していない
LeX構造、フコシル基が GlcNAcに α1-4結合
した sialyl Lewis a構造には反応性を示さなか
った。以上の結果より、F1および F2の最小
認識単位は sLeX 構造であることが明らかと
なった。sLeXを末端に含む直鎖状のポリラク
トサミン構造や、マンノースに GlcNAc が
β1-2結合したN-glycanに見られる糖鎖構造上
の sLeXには F1、F2ともに反応したが、GlcNAc
が GalNAcに β1-6結合した O-glycan上 Core2
分岐上の sLeXには F2 のみ反応性を示した。
このことから、F1は Core1側のガラクトース
残基の立体障害により Core2 分岐上の sLeX

には反応性を示さない可能性が考えられ、F1
と F2はほぼ同じエピトープを持ちながらも、
糖結合特異性にわずかな違いがあることが
示唆された。 
(3) 炎症モデルを用いた糖鎖の機能解析 
①	 接触性皮膚炎モデル 
	 新規抗フコシル化糖鎖抗体による接触性
皮膚炎抑制実験の結果、初回感作の前後に F1
および F2 を投与した群において惹起後の耳
介腫脹反応の有意な抑制がみられた(図 3)。こ
れは感作時にリンパ球ホーミングが阻害さ
れたことにより、所属リンパ節での免疫反応
が抑制され、初回感作が成立しなかったため
と考えられる。コントロールとして用いた S2
抗体は、以前に我々の研究室で作製した抗硫
酸化糖鎖抗体であり、6-sulfo sLeXに特異的に
結合する。S2抗体の投与により、所属リンパ
節へのリンパ球ホーミングが特異的に抑制
されるため、F1および F2と同様に惹起後の
耳介腫脹が抑制された。ヘマトキシリン-エオ
ジン染色をした耳介組織切片を観察したと
ころ、PBS投与群において激しい白血球浸潤
がみられた。F1、F2投与群においても白血球
浸潤がみられたが、PBS投与群と比較すると
規模が小さく数も少なかった。興味深いこと
に、感作前後に抗体を投与せず、惹起直前に



 

 

F1および F2を単回投与し、惹起段階のみを
選択的に抑制した群においても、耳介腫脹反
応が有意に抑制され(図 4)、耳介組織への白血
球浸潤もほとんどみられなかった。シアリル
ルイス X には反応しない S2 抗体の惹起直前
の投与では、耳介腫脹反応を抑制することが
できなかったことから、F1, F2は炎症部位の
血管内皮細胞に発現する P-、E-セレクチンと
そのリガンドとして働くシアリルルイス X
との相互作用を阻害し、白血球浸潤を抑制す
ることで F1および F2が接触性皮膚炎を抑制
したと考えられる。そこでさらに同様に接触
性皮膚炎を惹起したマウスの耳介血管にお
ける白血球のローリングを生体顕微鏡観察
したところ、F1, F2抗体がともに強く阻害作
用を示すことがわかった。これらのことから、
既に抗原感作されているマウス個体におい

ても、抗原が再侵入する惹起の過程でシアリ
ルルイス X 依存的な白血球浸潤を抑制する
ことで耳介腫脹反応を抑制できることが示
された。 
②	 シリカ誘発性慢性肺炎症モデル 
	 結晶シリカによる肺炎モデルを作製し、シ
リカ投与前後に F1, F2抗体を投与したところ、
シリカ投与 4日後の急性期の肺胞内への顆粒
球浸潤が強く抑制された。PBS投与群と抗体
投与群で末梢血中の白血球ポピュレーショ
ンに差がないことから、F1, F2が血中で顆粒
球の sLeXに結合し、炎症局所でのセレクチン
との相互作用を阻害したことにより、顆粒球
の浸潤が減少したと考えられる。また、シリ
カ投与前後に F1, F2を投与することで、慢性
期(5 ヵ月後)における顆粒球の浸潤も有意に
減少した。この肺炎モデルでは結晶シリカ投
与後数か月で肺胞の線維化が起こることが
知られている。そこで、肺のパラフィン切片
を作製し、膠原繊維をアニリン青で染める
Masson-trichrome 染色を行った。その結果、
シリカ非投与のコントロール群に比べ、PBS
投与群では膠原繊維の増加および気管支上
皮細胞が重なり合うように肥厚する様子が
見られたが、F1, F2投与群ではこれらの現象
が有意に抑制された。このことから、F1, F2
はシリカが暴露した肺胞局所において強い
炎症抑制活性をもち、初期炎症を抑えること
で長期的な炎症の増悪化も抑制できること
が示された。 
	 本研究において我々は、独自に開発した方
法論に基づいて、ユニークなフコシル化糖鎖
抗原であるシアリルルイス X に特異的なモ
ノクローナル抗体 F1, F2 の樹立に成功した。
マウス接触性皮膚炎モデルおよびシリカ誘
発性慢性肺炎症モデルにおいて、F1、F2を用
いた検討を行った結果、特定のタイムポイン
トでシアリルルイス X の機能を阻害するこ
とにより、効果的に炎症抑制できることが明
らかとなった。今後、本研究で樹立した F1, F2
抗体は、糖鎖を標的とした新しい炎症性疾患
治療薬の開発に寄与することが期待される。 
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