
京都大学・医学研究科・特定教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2017～2016

「異種自己抗原」に対する免疫応答を惹起したマウスモデルの構築

Model mouse for human specific xeno-autoantigen inflammation

８０３２４６８０研究者番号：

竹松　弘（Takematsu, Hiromu）

研究期間：

１６Ｋ１５２３５

年 月 日現在  ２ １１ １９

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：シアル酸は細胞の一番外側を占める糖であるが、このシアル酸の分子種がヒトと動物
で異なる。このため、ヒトはN-グリコリルノイラミン酸という動物型のシアル酸に対して、異種抗原として免疫
応答する。ところが、ヒトはN-グリコリルノイラミン酸があると、これを自己抗原として発現する。そこで、ヒ
トでは異種自己抗原免疫応答をおこすが、本研究ではこの慢性免疫状態をマウスモデルモデルで達成するための
基盤となる知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Sialic acid occupies outmost surface of cells, which would be direct access 
to the extracellular space to the cell. Human lacks N-glycolylneraminic acid, a molecular species of
 sialic acid. Although humans are not able to make N-glycolylneuramic acid, they could utilize it 
when supplied. Thus N-glycolylneuraminic acid could cause a autoimmunity. Here, fundamental 
experiments are carried out to develop human model of this auto antigen immunity in mice. 

研究分野：生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、未だ、謎の多い、ほぼヒトでしかおこらない異種自己抗原応答状態をマウスで再現するために基盤的
な結果を得た。現在まで、様々なマウスを使った実験系が、ヒトの病気との関連で解析されている。今回つくっ
たマウスは、ヒト疾患を念頭に置いてマウスモデルを使用する際には、幅広く標準的背景となるべき状態である
と考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 慢性免疫状態が様々な疾患の改悪因子で
あることが次々に明らかにされ、医学的にも
重視されている。該当疾患には、自己免疫疾
患のみならず、動脈硬化、ガンなども含まれ
る（Hansson, N Eng J Med, 352 (2005)）。
炎症は免疫系の活性化が起因であるが、慢性
炎症を引き起こす抗原にはバリエーション
が存在する。申請研究ではヒトで自己免疫応
答状態を引き起こす抗原のうち、「異種自己
抗原」であるシアル酸分子種の N-グリコリル
ノイラミン酸 (Neu5Gc) を含む糖鎖抗原に
ついて注目した。 
 シアル酸は細胞の産生する糖鎖末端を占
める酸性糖であり、これには様々な分子種が
存在する。Neu5Gc はシアル酸の一種であり、
別の分子種のＮ−アセチルノイラミン酸
(Neu5Ac)からモノオキシゲナーゼ反応を経
て生合成されるため、Neu5Ac と Neu5Gc の違
いは C5 位における酸素原子ひとつである。
ヒトは約 2-300 万年前に Neu5Gc を生合成す
る CMP-Neu5Ac 水酸化酵素（CMAH）遺伝子欠
損を起こしており(Chou HH, et al. PNAS 
95:11751- (1998))、CMAH ノックアウトマウ
スと同様、Neu5Gc を生合成することが出来な
い (Naito Y, et al, Mol Cell Biol 27:3008- 
(2007))。一方、ヒト以外の脊椎動物では
Neu5Gc は発現しており、Neu5Gc はヒトにと
っては異種性の抗原である。 
 ヒトのシアル酸の代謝経路の酵素は異種
性の Neu5Gc を利用できる。このため、ヒト
が Neu5Gc を食餌より取り込むと、最終的に
糖鎖末端のシアル酸として発現する。つまり、
Neu5Gc は自己抗原にもなり得る。すなわち、
Neu5Gc はヒトでは「異種自己抗原」と称すべ
き稀な抗原であり、これに対する免疫応答は、
ヒトの遺伝学的な背景、生化学的なシアル酸
代謝酵素の性質および、食餌などを含むヒト
を取り巻く環境要因がもたらすヒトに特異
的な現象であると考えられる。これが、上述
の慢性炎症の原因であるとも考えられ、その
状態をマウスで誘導する事が出来れば、マウ
スをヒト病態モデルにも使用できる可能性
が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 マウスとヒトのこの生化学的な差異をも
たらす遺伝子の違いに着目し、マウスを真の
ヒトモデルとして改変する研究は容易では
ない。ここで難しい問題となることが、ヒト
では長年かけてNeu5Gcを食餌から取り込む
ことで、Neu5Gcを異種自己抗原発現するが、
一方で、マウスは短命であり、Neu5Gcを短
期的に効率よく取り込ませる必要があるこ
とである。このため、本研究では、具体的な
研究目的として、Neu5Gcを効率よく発現さ
せるための手段の開発をあげた。 
 また、自己抗原として Neu5Gcが発現する
するだけでは問題にならず、さらに Neu5Gc

に対する抗体が存在することが、慢性免疫状
態を達成するために必要であるが、これを達
成する事も目標とした。具体的には、マウス
に免疫するための免疫源の検討と、マウスモ
ノクローナル抗体の検討を試みた。 
これら両者を組み合わせることで、有効なヒ
トの病態モデルになることが考えられるが、
以下の２点が、そのために重要なマイルスト
ーンとなると考えられた。 
 
３．研究の方法 
 
(A)Neu5Gc 発現の誘導について 
 1)化合物によるCmah反応非依存的なNeu5Gc
発現 
 Cmah は CMP 化された Neu5Ac を Neu5Gc へと
変換する酵素である。そこで、研究では、Cmah
反応をバイパスすることで、Neu5Gc を発現さ
せる方法を検証した。化合物としては、N-グ
リコリルマンノサミンを使用した。通常のシ
アル酸生合成経路では、N-アセチルマンノサ
ミンが N-アセチル基はそのままで、N-アセチ
ルノイラミン酸へと生合成される。そこで、
N-グリコリルマンノサミンを使用してシア
ル酸へと変換させる経路に関して、Cmah 欠損
マウスに静脈投与して、Neu5Gc への変換を検
討した。 
 
 2)シアル酸トランスポーターSialin の解析 
 シアル酸は、通常、細胞が取り込むための
トランスポーターを細胞表面には発現して
おらず、細胞外からの取り込みは多くない。
一方で、通常、リソゾーム膜上に存在し、リ
ソゾームから細胞質へとシアル酸を放出す
るトランスポーターとして、Sialin が知られ
ている。この Sialin は母乳からシアル酸を
効率よく取り込む新生時に腸管の上皮細胞
表面に発現するなど、状況に応じては、シア
ル酸取り込みトランスポーターとして機能
する可能性が示唆されている。そこで、シア
ル酸を取り込ませるための検討として、
Sialin の細胞表面発現を変化させる研究を
行った。 
 
(B)抗 Neu5Gc 免疫応答の誘導について 
 1)Neu5Gc 含有免疫源での免疫 
 Neu5GcはCmah欠損マウスにとっては非自己
抗原である。そこで、Cmah 欠損マウスで
Neu5Gc 抗体を誘導させるための抗原を検討
した。具体的には、Neu5Gc しか違わない、野
生型マウスの血清、赤血球および生物種が変
わる CHO 細胞に Cmah遺伝子を強制発現させ、
Neu5Gc の細胞表面量を強化した CHO-Cmah を
免疫源として、血清中の抗 Neu5Gc 活性を検
証した。 
 2)Neu5Gc 抗体のエピトープ解析 
 共同研究者の樹立した、抗 Neu5Gc 単クロー
ン抗体について、そのエピトープの検証を行
った。 
 



４．研究成果 
(A)Neu5Gc 発現の誘導について 
 ヒト培養細胞での検討から、確かに、培地
中に Neu5Gc を添加しても、これの取り込み
は多くなかった。そこで、N-グリコリルマン
ノサミンを使用すると、効率よく Neu5Gc 発
現細胞を作成することが出来た。この際には、
細胞膜通過を容易にするために、この化合物
を過アセチル化したものを使用した。この取
り込みは、24 時間程度で十分見られることか
ら、非常に早い取り込みであることが考えら
れた。 
 この Hela 細胞にシアル酸トランスポータ
ーSialin の遺伝子を導入して、その細胞内発
現部位を検討すると、リソゾームらしい、細
胞内小胞への局在かが見られた。Sialin のリ
ソゾーム局在化には、Dileucine モチーフが
関わるとされており、このモチーフをアラニ
ン変異した Sialin を発現させると、細胞表
面へとその局在が変化した。変異体 Sialin
発現 Hela 細胞では、培地中に Neu5Gc がある
と、これが協力に取り込まれることが分かっ
た。すなわち、Sialin の局在を人為的に変化
させることで、シアル酸取り込みトランスポ
ーターへと変化させることが出来ることが
明らかになった。現在は、この局在を
Dileucine ペプチド性の化合物で変化させる
ことを検討しており、条件によっては、一部、
細胞表面に送ることが可能となった。しかし
ながらこの研究は、まだ検討が必要であると
考えられる。 
 これらの研究結果を受け、Cmah 欠損マウス
に Neu5Gc を投与することを考えたが、現在
までの所、過アセチル化 Nグリコリルマンノ
サミンが一番効率よく、血管内皮細胞に
Neu5Gc 発現を誘導させることが明らかにな
った。 
 
 (B)抗 Neu5Gc 免疫応答の誘導について 
 Cmah マウスにとって、Neu5Gc は非自己抗原
であり、これに対する抗体を誘導する事が出
来ると考えられる。そこで、様々な免疫源を
使用して、抗 Neu5Gc 抗体産生を検討した。
Neu5Gc は非自己抗原でありながら、これを可
溶性タンパク質抗原として免疫しても強い
抗体産生はおこらなかった。また、Neu5Gc だ
けが非自己である細胞として、野生型マウス
の赤血球細胞を免疫源に用いても、抗体誘導
能は高くなかった。このため、ペプチド部分
にも少し違いのあるハムスターの細胞を使
用することにした。CHO 細胞に Cmah 遺伝子を
導入して、Neu5Gc 強発現とした細胞を免疫源
とすると、非常に高親和性の抗 Neu5Gc 抗体
が誘導できた。追加免疫に関しては、野生型
マウス赤血球細胞でも効果を示したため、免
疫のタイミングにおいて、異なる抗原を使用
することが、より Neu5Gc に特異的な抗体を
誘導するのには有効であると考えられる。 
また、現在までに取得されている、単クロー
ン抗体に対して、さらなるエピトープ解析を

行ったが、得られたものは、２つが alpha2-3
結合した Neu5Gc と一つは alpha2-8 結合した
Neu5Gc との結合特異性を示すことが明らか
になった。これら異なる抗体を(A)で自己抗
原として、動脈内皮細胞へと発現誘導したマ
ウス組織を染色すると、alpha2-8 結合に特異
性を示す抗体がより強い染色像を示した。つ
まり、この抗体を投与することで、当初の目
的である慢性の血管炎様の病態を誘導でき
る事が考えられるため、さらに研究を発展さ
せていきたい。 
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結果を紹介した。ただし、当該番組での「シ
アル酸が免疫細胞のアンテナとして働き、食
材でシアル酸を摂取することで、アンテナ機
能を強化する」と言った説については、必ず

しも合意しているわけではない。 
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