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研究成果の概要（和文）：　癌細胞膜上のシアル酸含有癌関連糖鎖が癌細胞の悪性形質に関与する一方で、自然
免疫系のNKや単球・マクロファージの表面にはシグレック７や９等のシアル酸認識レクチンが発現し、その相互
作用の意義解明と治療応用を目指した。
　シグレックが認識する糖鎖構造とその結合分子を解析し、シグレック７がGD3等のジシアリル糖脂質やトリシ
アル化糖鎖結合タンパク質を認識することを示した。また、シグレック７を介するシグナルがNK活性を抑制する
ことを示した。さらに、脂質セラミドの長鎖塩基4位のCが水酸化を受けたGD3はシグレック７に認識されないこ
と、水酸基を有するセラミド含有糖脂質は、raft局在性が低いことを示した。

研究成果の概要（英文）：  Sialic acid-containing cancer-associated carbohydrates are involved in the
 malignant properties of tumor cells, while innate immune cells such as NK and monocyte-macrophages 
express sialic-acid-recognizing lectins such as siglec-7 and 9. Then, significance and application 
for therapeutics of their interaction have been analyzed. 
  Analyses of carbohydrate structures recognized by siglecs and of their carrier molecules were 
performed, showing that siglec-7 recognized disialyl glycolipids such as GD3, and tri-sialylated 
carbohydrate-conjugated proteins. It was also shown that signals mediated by siglec-7 suppressed NK 
activity. Furthermore, it was demonstrated that GD3 with hydroxylated long chain base at C4 was not 
recognized by siglec-7, and also glycolipids containing hydroxylated ceramides scarcely localized in
 lipid rafts.

研究分野： 病態生化学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 癌細胞膜表面にはシアル酸を含む癌関

連糖鎖が発現し、細胞増殖、浸潤、転移など

の癌細胞の悪性形質に関与することが示さ

れてきた。一方、自然免疫系細胞である NK

や単球・マクロファージの表面には、シグレ

ック７あるいは９という名の、シアル酸認識

受容体（レクチン）が発現しており、シグレ

ックと認識糖鎖との相互作用により生成さ

れるシグナルが、免疫系細胞には ITIM モチ

ーフを介した抑制性シグナルが導入される

こと、糖鎖を発現する癌細胞においては、そ

の悪性シグナルが増強されることが示唆さ

れてきた。 

 

(2) 各々のシグレックファミリーが認識す

る糖鎖構造の特異性や結合メカニズム、シグ

レックと認識糖鎖との相互作用により生成

される、免疫細胞および癌細胞内の双方向シ

グナルと、その意義に関して、十分な理解が

得られていなかった (図 1)。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では、これらのシグレック受容体

と認識糖鎖との相互作用のメカニズムと意

義につき、免疫細胞および癌細胞の両サイド

から解明する。 

(2) これらの成果をふまえて、自然免疫チェ

ックポイントの阻害に基づく癌の治療応用

への可能性を明らかにすることを目指した

（図 2）。 

 

３．研究の方法 

(1) まず実験の対象として、ガングリオシド

を発現するアストロサイトーマ細胞株 AS、シ

グレック７の認識糖鎖を発現しない大腸癌

細胞株DLD-1にシグレック７が認識する代表

的糖脂質である GD3 を発現させた DLD-GD3S 

(合成酵素)を樹立して用いた。さらに、長鎖

塩基の 4Cの水酸化酵素 DES2 の発現制御のた

めに siRNA を導入して、標準型セラミド含有

GD3 の発現細胞を調製した。また、安定的に、

水酸化セラミド含有糖脂質を抑制するため

に、DES2 ノックアウトを行ったトランスフェ

クタントを調製して用いた。 

 

(2) NK 活 性 は 、 正 常 人 末 梢 血 よ り

Ficoll-Hipaque によって単核球を調製後、

GD3 発現+/- 細胞に対するキリングを、市販

の LDH release アッセイ kitにより測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 癌細胞の膜表面のシアル酸化糖鎖と、そ

れを認識するシグレック分子との相互作用

に基づく、双方向のシグナル解明のため、ま

ず、AS 細胞に対するシグレック９の作用を解

析したところ、シグレック９の結合が、AS 細

胞内のFAKなどのシグナル分子の速やかな分

解を誘導することを明らかにした。同時に、

その分解が、カルパインの作用によることも

示した。ところが、活性化シグナル分子につ

いて観察すると、分解を受けておらず、細胞

内での分解作用の不均一性が明らかになっ

た。結論的には、シグレック９と認識糖鎖と



の相互作用が、癌細胞の遊走性の増強に働く

ことが明らかになった。 

 

(2) シグレックが認識する糖鎖構造と、その

career 分子の同定を目指して、まずシグレッ

ク９により共沈する AS 細胞の膜タンパク質

のプロテオミクス的解析においては、MHC 関

連分子、インテグリン関連分子、細胞間接着

分子等が同定された。各々の分子上に結合す

る糖鎖構造の解析には至っていない。 

 

(3) シグレック７に関しては、GD3 などのジ

シアリル型糖脂質とジシアル化またはトリ

シアル化糖鎖を結合するタンパク質が強く

認識されることを明らかにした。また、NK 細

胞においては、シグレック７を介するシグナ

ルが NK 活性（大腸癌細胞に対する細胞傷害

活性）を抑制することが示され、癌関連糖鎖

が免疫監視機構からのエスケープに利用さ

れていることが示唆された (図 2)。 

 

(4) さらに、シグレック７が細胞膜に発現す

るガングリオシド GD3 を認識する場合に、脂

質部位セラミドの化学構造が結合性に大き

く関わることが明らかになった。即ち、長鎖

塩基（スフィンゴシン）4 位の C が水酸化を

受けているGD3はシグレック７に認識されず、

C4 水酸化に働く DES2 遺伝子のノックダウン

あるいはノックアウト細胞で、結合性が回復

することが明らかになった (図 3)。 

さらに、セラミドを構成する脂肪酸において、

C2 位の水酸化が正常大腸上皮細胞の大部分

に見られることが分かっているが、この水酸

化の除去によっても、シグレック７の結合性

が亢進することが分かった。これらの糖脂質

のセラミド部位の化学構造がシグレック７

の認識に関わるメカニズムを明らかにする

ために、種々の化学構造を有する糖脂質の細

胞内局在の検討を行った。そのために、水酸

基を１個〜２個有するセラミド含有糖脂質

の、スクロース濃度勾配—超遠心法で調製し

たミクロドメインへの局在性を解析したと

ころ、水酸基を持たない糖脂質と比較して、

脂質ラフト画分への局在性が乏しいことが

示された。よって、シグレック７の糖鎖認識

において糖脂質の膜上での分子クラスター

の形成能が関与することが示唆された (図

4)。 

 
(5) 結論と考察 

  以上の成果により、自然免疫系におけるチ

ェックポイントのメカニズムと意義の解明

が大きく進展したが、幾つかの不十分性を残

している。1 点目は、自然免疫系細胞の膜表

面に発現するシグレックと、癌細胞表面に発

現するシアル化糖鎖糖鎖との相互作用をブ

ロックすることで、自然免疫細胞の抗癌活性

を回復させ、また癌細胞内に伝達される活性

化シグナルを抑制することで、癌の免疫治療

につなげることを目指してきたが、シグレッ

クの糖鎖認識ドメイン、V-set ドメインのリ

コンビナントタンパク質の作成とその抗癌

作用の in vitro および in vivo 実験のシス

テム構築がまだ途上にあることである。第２

点は、シグレックと癌関連シアル化糖鎖との

反応によって、癌細胞に導入される悪性形質



のメカニズム解析である。単球上のシグレッ

ク９が癌細胞上のジシアル化糖鎖に結合し

て、カルパインの活性化による癌細胞内のシ

グナル分子の分解誘導を示したが、カルパイ

ンの活性化メカニズムは不明のままである。 

今後の研究課題として：1. シグレック７の

細胞外ドメインを培養細胞で発現させて、そ

の癌細胞に対する作用を観察しつつあるの

で、そのタンパク質の縮小化を進めて、in 

vivo の実験に供しうるように展開をはかる。

2. ヒト シグレックの発現マウスラインを

樹立することで、in vivo におけるシグレッ

ク7と認識糖鎖の結合遮断実験系を確立して、

未来の治療実験の計画に繋げたい。 
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