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研究成果の概要（和文）：腎癌細胞上のDSGb5糖鎖抗原の制御による、NK細胞の細胞傷害活性賦活化を用いた新
規免疫治療を報告した。しかし、腫瘍全体のDSGb5糖鎖抗原の発現量が小さい場合、NK細胞の抗腫瘍効果は限定
的であった。DSGb5糖鎖抗原の定量という課題に直面し、質量分析器による糖鎖抗原の定量測定に着手した。
糖脂質のDSGb5糖鎖に含まれるスフィンゴ糖脂質は脂肪酸の配列部分に多様性を有する。炭素数16から26までの
異なる脂肪酸鎖8種を測定対象にし、理論値からDSGb5糖鎖の発現量を推測できた。しかし、精密定量測定には、
やはり標準物質が不可欠であり、DSGb5糖脂質を生合成する実験系を構築し、その生合成に成功した。

研究成果の概要（英文）：We reported new immunotherapy with activated NK cells therapy by regulating 
glycoantigen DSGb5 on renal cancer cells. However, when there was small expression of DSGb5 of tumor
 we found that anticancer effect by activated NK cells was so restricted. We faced difficult task to
 quantify DSGb5 expressing on renal cancer cells to select the patients adaptable to activated NK 
cells therapy. Therefore, we needed to quantify glycoatnigen DSGb5 on renal cancer cells.
DSGb5 consists of carbohydrate chain and sphingolipid which have variety of fatty acids. First of 
all, we estimated expression level of DSGb5 by calculating 8 fatty acids with 16 carbons to 26 
carbons. However, standard substance of DSGb5 were necessary to accurate quantify DSGb5 of tumor. 
And then we established experimental system of chemical synthesis of DSGb5, at last we were able to 
synthase DSGb5 chemically to accurate quantify by mass spectrometer.

研究分野：腎細胞癌診断治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖鎖生物学的な観点からNK細胞におけるimmune check point阻害を解析する点に、学術的な特色・特徴がある
ものと考える。また、vitroではすでにDSGb5とSiglec-7とのinteractionの抑制により、NK細胞の殺細胞効率の
上昇が得られていることから、われわれが提案する新規治療薬が臨床の場において、これまでの治療薬に加え、
さらなる抗腫瘍効果が得られる予想している。
　この研究の結果が切除不能腎癌患者のQOLの向上と、予後のさらなる延長をもたらす可能性があることに意義
があるものと考える。

※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 
本研究は糖鎖生物学的観点から、がん免疫の活性化による泌尿器癌に対する新規治療薬
の構築を目指した基礎研究である。これまでの泌尿器癌における糖鎖抗原の研究から、腎癌
細胞において長鎖のガングリオシド（シアル酸を有する糖脂質）の発現増加は、予後悪化の
因子であると報告してきた（Saito S, et al. Jpn J Cancer Res. 1997）。Disialosyl 
Globopentaosylceramide (DSGb5) 糖鎖は、新規に同定した長鎖のガングリオシドのひと
つである。この DSGb5糖鎖は 7つの単糖より構成され、うちふたつはシアル酸とういう特
異な役割をもつ単糖が含まれている。 
一方、Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectin （Siglec）は、シアル酸を認識し
結合する分子として知られている。Siglec は 1 型膜貫通タンパク質であり、N 末端の免疫
グロブリン様領域がシアル酸の認識に最も重要であることもわかってきた。さらに、Siglec
は十数種類のサブタイプが存在し、そのいくつかは他の免疫担当細胞の細胞膜上に発現し
ていることがわかってきている。そこで、われわれはこれまでの研究から、Siglec-7がNK
細胞表面に発現する ligandとして DSGb5と結合することを明らかにした。また、DSGb5
と Siglec-7 との結合を介して、NK 細胞の細胞傷害活性が抑制されることを報告し
（Kawasaki Y, et al. Glycobiology. 2010）、さらに、腎癌細胞に発現する DSGb5 を
knockdwon することにより、DSGb5 と Siglec-7 との interaction を低減させることで、
NK細胞のがん免疫を活性化させ、腎癌細胞に対する細胞傷害能を有意に増強できることを
確認している（Kawasaki Y, et al. Glycobiology. 2010）。腎癌細胞上の DSGb5 の発現を
knockdown することにより、NK 細胞の殺細胞効率が有意に増強することを明らかにした
（図 2）。 
 
 
 
２．研究の目的 

DSGb5と Singlec-7の interactionを制御する、NK細胞における免疫チェックポイント
阻害薬(immune check point inhibitor)となりえる新規分子標的薬を構築することで、切除
不能腎癌患者の予後を改善することがこの研究の最終的な目的である。 
 
 
 
３．研究の方法 
NK細胞の免疫チェックポイント阻害薬となり得る抗DSGb5抗体の絞り込みが必要である。
すでに、モノクローナル抗体を確立しているが、構造解析等により DSGb5 の親和性について
更なる検証を予定している。いくつかの候補となる抗 DSGb5 抗体が絞り込み、vitro におけ
る腎癌細胞および NK 細胞に対する抗 DSGb5 抗体の影響を解析する。 
また、同時に vivo における実験系を計画し、動物実験モデルを作成する。Vitro の実験
結果を基に最適な実験系を確立したのち、vivo における抗 DSGb5 抗体の抗腫瘍効果および
有害事象等を評価する。Vivo において、安定した効果が確認できれば、臨床研究に向けた
研究計画の作成を予定する。 
 
 
 
４．研究成果 
これまでの研究で、腎腫瘍全体として、DSGb5 糖鎖抗原の発現量が小さい場合は、NK 細胞
を賦活化させた効果が非常に限定的なものとなってしまうと予想された。発現量の多い症
例を新規免疫療法の適応とするため、腎細胞癌の DSGb5 糖鎖抗原の定量という課題に直面
した。そこで、質量分析器による試料中の糖鎖抗原の定量に着手した。 
DSGb5 糖鎖は糖脂質であり、これに含まれるスフィンゴ糖脂質はセラミド部分の脂肪酸お
よび糖鎖の配列部分に多様性を有する。これまでの抗体は糖鎖をエピトープとして認識す
るため、脂肪酸配列については不明である。こうした分子種を識別して精密に同定しつつ、
定量的に解析する手法として液体クロマトグラフィー／タンデ質量分析法 (LC/MS/MS) を
用いることにした。試行錯誤の結果、腎癌細胞株培養上清において、炭素数 16から 26 まで
の異なる脂肪酸鎖 8種を測定対象に設定するとことで、DSGb5 糖鎖を理論値からほぼ定量で
きると推測された。しかし、定量測定には標準物質が不可欠であり、標品としての DSGb5 糖
脂質を入手する必要があった。 
上述のように、DSGb5 糖鎖は 7つの単糖より構成され、その生合成は複雑であり、現時点
で市販されていない。よって、化学合成により DSGb5 糖鎖を生合成する実験系を構築した。
DSGb5 糖脂質の生合成に成功し、さらに、合成過程で中間生成物である MSGb5 糖鎖などい



くつかの有用な糖脂質も合成することができた。 
以上により、多くの試料および検体において、DSGb5 糖脂質の定量測定が可能となってい
る。また、ファージデスプレイ法用いた、抗 DSGb5 抗体の作成にも取り掛かっており、今
後、患者検体の測定による臨床研究への応用が期待でき、NK 細胞による新規免疫治療の適
応症例を検索しうると考える。 
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