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研究成果の概要（和文）： 
先天性免疫に関与する生体防御因子である動物レクチン血清 MBP（マンナン結合タンパク質）
と、最近、癌細胞より単離された MBP に対する高親和性リガンド糖鎖との結合の機作を解析し、
レクチンによる糖鎖シグナル解読機構を解明するとともに、MBP 糖鎖リガンドが新たな腫瘍マ
ーカーとして癌診断・治療に結びつく可能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Based on the biochemical data obtained, we proposed a computer modeling of the molecular 
complex of the serum mannan-binding protein and its high affinity ligand oligosaccharides 
on SW1116 cells. Immunohistochemical analysis indicated that the MBP-ligand oligo-
saccharides are novel tumor marker candidates. 
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１．研究開始当初の背景 
 動物レクチン MBP（マンナン結合タンパク
質）（別名マンノース結合タンパク質（MBP）、
マンナン結合レクチン（MBL）とも呼ばれる）
は、申請者らが世界に先駆けて発見した内在
性レクチンであり、マンノース・N-アセチル
グルコサミン・フコースに特異的な糖結合タ

ンパク質である（T. Kawasaki et al., Bi-
ochem. Biophys. Res. Commun., 81, 
1018-1024 (1978)）。申請者らはその後、血
清中のMBPが補体系の活性化作用を持つこと
をはじめて見出した（K. Ikeda, et al., J. 
Biol. Chem., 262, 7451-7454 (1987)）。こ
の新規な補体活性化経路は現在「レクチン経
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路」と呼ばれ免疫学の教科書に記載されてい
る。MBP は病原微生物の細胞表面に含まれる
マンノオリゴ糖と結合して補体系活性化の
起点となると考えられている。申請者らはま
た、MBP はある種の癌細胞の増殖抑制作用を
示すことを動物実験で示し、この作用を MDCC 
(MBP-Dependent Cell-mediated Cytotoxic-
ity)と名付けた (Y. Ma et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 96, 371-375 (1999))。さ
らに、ヒト結腸癌由来の SW1116 細胞より、
MBP 特異的リガンド糖鎖の単離に成功し、こ
れらが、血液型関連エピトープ Lewis a（Lea）
のタンデムリピート構造を持つ新規な高分
子癌関連糖鎖（HFPL-ML: highly fucosylated 
polylactosamine-type MBP-ligands）である
ことを明らかにしている（M.Terada et al., 
J. Biol. Chem, 280, 10897-10913 
(2005)）。また、免疫組織化学的方法、FACS
解析などにより、多くのヒト結腸癌組織およ
びヒト結腸癌由来の株化細胞においてMBPリ
ガンドが発現していることを観察している。
MBP による糖鎖認識機構はその基本的な部分
に関してもなお未解明の部分が残されてい
る。一方、MBP が新規な腫瘍マーカー検出プ
ローブとして癌診断・治療に結びつく可能性
があり、その組織的な検討が期待されている。 
 
２．研究の目的 
（１）MBP が認識する糖鎖エピトープ構造の
解析 
 MBP は高マンノース型糖鎖と結合するとい
われてきたが、ヒト癌細胞株（SW1116）表面
より、総糖ペプチドを調製し、そのうちの MBP
リガンド糖ペプチドを単離して解析したとこ
ろ、意外にもこれらは、ヒト血液型関連糖鎖
抗 原 で あ る Lea エ ピ ト ー プ 、
Gal(β1-3)[Fuc(α1-4)]GlcNAc(β1-)、のリピ
ートを持つ高分子オリゴ糖鎖であった。本研
究では、この一見矛盾した MBP の結合特異性
をより詳細に解析し、MBP による糖鎖認識機
構を解明する。 
（２）MBP と糖鎖認識抗体による癌細胞認識
における糖鎖認識様式の特徴の解明 
 動物レクチンMBPによるリガンド認識様式
と抗体による糖鎖認識様式の類似点、相違点
およびそれぞれの特徴をヒト大腸癌細胞株
および臨床試料を含めたヒト細胞組織染色
の手法により解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）MBP が認識するエピトープ構造の解析 
 SW1116 細胞の可溶化物より、MBP と結
合するリガンド糖タンパク質を単離し、これ
らのリガンド糖タンパク質に含まれるオリ
ゴ糖鎖について、その化学的性質を明らかに
する。ついで、これらのオリゴ糖鎖の MBP と
の結合親和性を、固定化 MBP カラムへの結合

の有無を調べることにより明らかにする。
MBP と高い親和性をもち結合できるオリゴ糖
鎖と結合できないオリゴ糖鎖の構造を比較
することにより、MBP と高い親和性をもち結
合できる糖鎖（リガンドオリゴ糖鎖）の構造
上の特徴を解析する。これらリガンド糖鎖の
コンピュータモデリングを行い、高次構造予
測および MBP と MBP-CRD(糖鎖結合ドメイン)
との複合体のモデルを提出する。 

（２）MBP と糖鎖認識抗体による癌細胞認識

における糖鎖認識様式の特徴の解明 

 免疫組織化学的方法により解析する。MBP 
リガンド糖鎖の細胞局在性については、MBP－
抗ヒトマウス MBP 抗体-Alexa 標識抗マウス
抗体の二重染色法により、ヒト大腸癌由来の
各種細胞株および癌および非癌部のヒト組
織切片を染色し、共焦点レーザー顕微鏡で観
察する。糖鎖認識抗体としては市販の Lea、
Leb 等の抗体の他、SW1116 細胞をマウスに免
疫し新規糖鎖認識抗体を作成し使用する。 
 
４．研究成果 
（１）MBP が認識するエピトープ構造の解析 
 SW1116 細胞の NP-40 可溶化物を、ヒト
血清 MBP を固定化したカラムにかけ、リガン
ド糖タンパク質を精製したところ、DPPIV
（ dipeptidylpeptidase-IV） あるいは
CD26 と呼ばれる膜結合型セリンプロテ
アーゼであることが明らかとなった。次
に、精製した CD26 を、ペプシン消化し、
得られた（糖）ペプチド混合物を MBP 固
定化カラムにかけ、カラムに結合する画
分と非結合画分に分け、それぞれの画分
に回収される糖ペプチド糖鎖の性質を
質量分析により解析した。その結果、
Man6,Man7,Man8 の高マンノース型糖鎖、
および Lea エピトープ構造を 1 回-3 回持
つ糖鎖が、素通り画分に回収された。こ
れに対し、結合画分には、Lea エピトー
プを 4回以上有する高分子オリゴ糖鎖が
回収された。以上の結果は、MBP は従来、
リソソーム酵素、糖タンパク質生合成中
間体などの高マンノース型糖鎖を含む
糖タンパク質とよく結合することから、
高マンノース型糖鎖と結合するといわ
れていたが、実際には、溶液中での高マ
ンノース型糖鎖と MBPとの直接の結合親
和性は弱く、何本かの糖鎖がクラスター
を形成して初めて結合すると考えられ
る。これに対して、癌細胞表面の Lea エ
ピトープを有する高分子オリゴ糖鎖は
一本の糖鎖で MBP に強く結合することが
明らかとなった。 
 Leaの 4 量体構造が MBP に対して特に高い
親和性を示す理由の一つとして、Leaは 4 量体
以上の長さになると何らかの規則的な高次
構造（おそらくヘリックス）を形成し、Lea



に含まれるフコース残基が特有のジオメト
リーをもつ MBP の糖鎖結合部位（CRD）と空
間的に相補的な場所に位置していることが
考えられる。そこで、MBP-CRD 3 量体と Leb-
（Lea）４-Le

xとの複合体についてコンピュー
タモデリングを行った。その結果を図 1に示
す。Leb単位の２個のフコースのうち Lea単位
部分のフコースがカルシウムイオンを介し
て CRD に結合する他、隣の Lea単位のフコー
スが CRD の Lys183 と Asp184 と相互作用す
ることが示された。つまり第二の結合部位の
存在により CRD-糖鎖の結合が強化されるこ
とが示唆された。さらに興味あることには、
３個の CRD にそれぞれ Leb-（Lea）４-Le

xが結
合すると、これら３個の糖鎖が反対側で束ね
られ、花束状構造を形成する可能性が示され
た。この花束状構造形成には非還元末端 Lex

の隣の Lea の部分に含まれるフコースおよび
ガラクトースが関与し、それぞれ、糖鎖間で
フコース-フコースおよびガラクトース-ガ
ラクトース結合を生成することによると考
えられる。この花束状構造形成には Leb-（Lea）

４-Le
x の５個の Lea ユニットがタンデムに並

んでいることが重要であり、４個の Lea ユニ
ットでは成立しない。今後、実験的に検証す
べき興味ある仮説を提唱することができた。 

 
（２）MBP と糖鎖認識抗体による癌細胞認識
における糖鎖認識様式の特徴の解明 
 免疫組織化学的方法により細胞表面の MBP
リガンド糖鎖が新規な腫瘍マーカーとなる
可能性を調べた。30 株のヒト腸癌由来の株化
癌細胞（SW1116, SW480, LS180, COLO205, 
SUN503, WiDr, NCL-H498 など）および、ヒ
ト大腸癌組織切片（134 例）について MBP リ
ガンドの発現を免疫組織化学的方法により
検討した。その結果、ヒト腸癌由来の株化癌
細胞では、株により程度の差はみられたもの
の全ての細胞株において MBPリガンドの発現
が示された。また、市販品として購入したヒ
ト大腸癌組織切片（99 例）および、滋賀医科
大学消化器内科および外科の協力のもとに
ヒト癌患者より得られた癌組織および周辺
非癌部のパラフィン固定化組織切片につい

て、同様の方法により MBP リガンドの発現を
検索したところ、興味あることに、非癌部の
組織および正常組織においては MBPリガンド
糖鎖の発現は見られず、MBP リガンド糖鎖は
腫瘍組織にのみに発現が観察された。以上の
結果は、MBP 糖鎖リガンドが新たな腫瘍マー
カーとして癌診断・治療に結びつく可能性を
示している。 
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