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研究成果の概要（和文）：細胞表面には糖タンパク質や糖脂質が存在し、これらの糖鎖からなる糖鎖の層が形成
される。この糖鎖の層は糖皮(Glycocalyx)と呼ばれる。Glycocalyx内では特定の糖鎖を認識するタンパク質であ
るレクチンと糖鎖が会合する。本研究では、B細胞に発現する抑制性の受容体でシアル酸を認識するレクチンで
あるCD22が複数の異なるシアル酸含有分子と会合することで、B細胞抗原受容体の機能を正または負に制御し、B
細胞のクオリティーコントロールに関わることを示し、Glycocalyx内での分子間相互作用の重要性を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Glycans in glycoproteins and glycolipids on the cell surface form a layer 
rich in glycans called glycocalyx. In glycocalyx, lectins, proteins recognize specific glycans, 
interact with corresponding glycan ligands. In this study, we demonstrate that CD22, an inhibitory 
receptor and a sialic acid-binding lectin expressed in B lymphocytes, positively and negatively 
regulate BCR signaling by interacting with different sialic acid-containing ligands, thereby 
contributing to the quality control of B lymphocytes. This result suggests a crucial role of 
molecular interaction in glycocalyx in the regulation of cellular functions.

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
レクチンは種々の異なる糖タンパク質や糖脂質に結合し、その結合はタンパク質同士の結合に比べて弱い場合が
多いため、レクチンの役割には不明な点が多い。本研究では、種々の新規ツールを駆使することで、レクチンの
１つであるCD22とその糖鎖リガンドとの相互作用がどのようにCD22の機能を制御し、細胞機能を制御するかを明
らかにした。このことで、レクチンと糖鎖の相互作用の重要性を明らかにするとともに、その解析法を進歩させ
た。また、CD22が免疫不全B細胞の機能を回復させることを明らかにしたことは、免疫不全症の新たな治療法の
開発に結びつくと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
細胞の表面は流動モザイクモデルでしばしば示される図とは異なり、糖脂質や糖タンパク質の
糖鎖からなる糖鎖を主体とする層でできている。このような細胞表面上の糖鎖層は Glycocalyx
（糖皮）と呼ばれる。リンパ球にも厚さが 50 nm 程度の Glycocalyx がある。Glycocalyx 内で糖
鎖とレクチンが会合すると考えられるが、このような分子間相互作用の役割については、未解明
な点が多い。 
 
CD22 は、主に B リンパ球（B 細胞）に発現する sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 
(Siglec)ファミリーの分子で、細胞外領域のレクチンドメインでα2,6 シアル酸を認識する。ま
た、細胞内領域には immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM)が存在し、チロシ
ンリン酸化するとチロシンホスファターゼ SHP-1 と会合し、SHP-1 を活性化することで細胞の
活性化を抑制する。CD22 は Glycocalyx 内で同じ細胞が発現するシアル修飾された分子(シスリ
ガンド)と会合することが知られている。さらに、CD22 は B 細胞が発現するリガンドによって
その機能が制御されることが知られている。しかしながら、どのようなメカニズムで Glycocalyx
内での分子間相互作用が CD22 の機能を制御するのか、さらにその B 細胞機能での役割につい
て不明な点が多かった。 
 
シスリガンドによる CD22 の機能制御の解明にはどのようなシスリガンドが CD22 に会合する
のかを明らかにする必要がある。一般にレクチンと糖鎖の反応は親和性とりわけ Off-rate が早
いため免疫沈降などで会合する分子を同定することは困難な場合が多い。CD22 についても免疫
沈降などの従来の方法でシスリガンドを同定することは難しい。Han らは光親和性標識により
CD22 のシスリガンドがもっぱら CD22 であることを示した(1)。一方、我々は、ビオチン化チ
ラミドを用いた Proximity labeling により正常マウス脾臓 B 細胞表面上で CD22 近傍の分子を
ビオチン化し、さらに、正常 B 細胞と CD22 とシアル酸の会合を阻害した細胞とを比較すること
で、CD22 以外にも CD45 や B 細胞抗原受容体を構成する IgM などがシスリガンドとして働くこと
を明らかにした(2)。 
 
２．研究の目的 
 
CD22 が Glycocalyx 内でどのようなシスリガンドとシアル酸依存的に会合するのかを明らかに
し、さらに、この会合により CD22 がどのように制御されるのか、また、その制御のメカニズム
を明らかにする。さらに、シスリガンドによる CD22 制御が B 細胞の機能でどのような役割を
果たすのかを明らかにする。これらを明らかにすることで Glycocalyx 内での分子間相互作用の
重要性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
CD22 を含め多くのレクチンでは、免疫沈降などの通常の方法でリガンドを同定することは困難
である。そこで、ある分子の近傍の分子をラベルする Proximity labeling 法を用いて CD22 の近
傍の分子をラベルし、同定する。さらに、このラベルが CD22 とシアル酸の結合を阻害する合成
シアル酸誘導体 GSC718 および GSC836 によって、また、α2,6 シアル酸欠損 B細胞で消失するか
を調べることで、その会合がシアル酸依存的であるかを解析した。 
 
シスリガンドによる CD22 の機能制御については、α2,6 シアル酸を欠損する ST6Gal 欠損マウス
の B細胞で、B細胞抗原受容体(BCR)シグナル伝達、CD22 のリン酸化や SHP-1 との会合を生化学
的に解析し、正常 B細胞との違いを明らかにした。また、正常マウス B細胞やマウス B細胞株を
GSC718 および GSC836 で処理し、CD22 とシスリガンドとの会合を阻害した際の BCR シグナル伝
達や CD22 の活性化の解析を行なった。 
 
４．研究成果 
 
GSC718 の存在下で正常マウス脾臓 B細胞の BCR を架橋した際の Ca2＋シグナル伝達は、GSC718 非
存在下に比べてやや減弱した。この結果は、CD22 のリガンドが CD22 の機能を抑制することで
BCR シグナル伝達を増強することを示唆し、先行研究の結果と合致した。一方、ST6GalI 欠損マ
ウスの脾臓 B細胞では、トニックシグナルが上昇した際にみられる、脾臓 B-1 細胞の増加と辺縁
帯 B 細胞の減少、濾胞 B 細胞での細胞表面 IgM の減少などがみられた。さらに正常 B 細胞に
GSC718 を加えると細胞内 Ca2+の上昇を認めた。これらの結果から BCR 架橋のない状態では、CD22
がリガンドと会合することで CD22 の機能が増強し、トニックシグナルを減弱することが明らか



となった。したがって、糖鎖リガンドは BCR 架橋時には CD22 の機能を抑制し、BCR 架橋のない
状態では CD22 の機能を増強することが明らかとなった。 
 
糖鎖リガンドにより CD22 の機能が制御されるメカニズムの解明を行った。まず、CD22 が SHP-1
の基質となることを明らかにし、さらに、BCR 架橋時のリガンドによる CD22 機能抑制に SHP-1
が必須であることを明らかにした。この結果から、CD22 が他の CD22 分子をリガンドとして認識
することで、CD22 のクラスターを形成し、BCR 架橋により CD22 のリン酸化が強く誘導されると、
CD22 の ITIM にリクルートされた SHP-1 が近傍の CD22 の ITIM を脱リン酸化することで、CD22 の
機能を抑制することが示唆された。一方、CD22 非架橋時には CD22 のリン酸化のレベルは低く、
CD22 の ITIM にリクルートされた SHP-1 の近傍にリン酸化 CD22 が存在する確率は低い。このた
め、CD22 非架橋時には、CD22 クラスターによる CD22 の機能抑制は起こらず、さらに、CD22 が
BCR の IgM をリガンドとの認識することで、CD22 による BCR シグナル抑制が増強し、トニック
シグナルが低下することが示唆された。以上の結果から、BCR 架橋の有無に依存した CD22 のリ
ガンド認識による CD22 の機能制御のメカニズムを明らかにすることができた（図）。 
 
CD45 は受容体型チロシンホスファターゼで、Src ファミリーのプロテインチロシンキナーゼの
抑制性チロシンを脱リン酸化することで、Src ファミリーキナーゼの活性化に必須である。CD45
欠損により T細胞を欠損する重症免疫不全を呈する。Src ファミリーキナーゼは BCR シグナル伝
達にも必須であることが示されているが、CD45 欠損マウス B 細胞の BCR 架橋時の Ca2+シグナル
伝達はほぼ正常である。CD45 欠損 B細胞で、CD22 とリガンドとの結合を GSC718 で阻害しても、
BCR 架橋による Ca2+シグナル伝達に変化はなかった。一方、CD45 欠損 ST6GalI 欠損 B 細胞では
BCR 架橋時の Ca2+シグナル伝達が顕著に抑制された。GSC718 は BCR 架橋時にのみ CD22 のリガン
ド結合を阻害するが、ST6GalI 欠損 B 細胞では、B 細胞の分化過程を通して CD22 がリガンドと
結合できない。したがって、今回の結果は、リガンドによる CD22 制御が CD45 欠損 B細胞の分化
過程で BCR シグナル伝達を回復させることを示している。 
 
CD22 のリガンドが CD45 欠損細胞の BCR シグナル伝達を回復するメカニズムの解析を行った。
CD45 欠損 B細胞では、細胞表面の BCR のレベルが増加していたが、ST6GalI 欠損 CD45 欠損 B細
胞では細胞表面の BCR の発現は正常 B 細胞と同程度であった。さらに、細胞表面 BCR 発現の高
い細胞と低い細胞で BCR シグナル伝達を比較したところ、BCR 発現の高い細胞でのシグナル伝達
は BCR 発現の低い B 細胞に比べて顕著に増強していた。これらの結果から、CD22 のリガンドが
B細胞分化過程で BCR 発現レベルを増加させ、BCR シグナル伝達を回復することが明らかとなっ
た。トニックシグナルは B 細胞の生存に必要であることが示されている。BCR 架橋非存在下で
CD22 がリガンド依存的にトニックシグナルを減弱させることで、CD45 欠損により低下していた
トニックシグナルがさらに低下し、その結果、BCR の発現が高くトニックシグナルが比較的高い
細胞のみが選択的に生存することが示唆される。したがって、BCR の発現が高い B細胞が選択的
に生存することで、CD45 欠損による Src ファミリーキナーゼ活性化の障害にも関わらず、BCR シ
グナル伝達が回復することが明らかとなった。リガンドによる CD22 の制御が、BCR シグナル伝
達に障害のある B細胞が分化過程で排除され、BCR シグナル伝達が正常な B細胞だけが分化する
というクオリティーコントロールに関わることが明らかとなった。 
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