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研究成果の概要（和文）：抗MGL2 モノクローナル抗体をマウスに皮下投与することにより、in 
vivoでMGL2を発現する樹状細胞に特異的に抗原をターゲットすることに成功した。MGL2を介し

て取り込まれた抗原は、抗原特異的CD4+ T細胞に抗原提示され、効率的な抗体応答を誘導でき

ることが示された。マウスMGL2 は、ヒトMGLに近い機能を担う可能性が高いことから、本研究

の成果はヒトへのワクチン作製にも応用できる可能性が高いと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：The subcutaneous injection of anti-MGL2 monoclonal antibodies 
successfully targeted antigens to the cells expressing MGL2 in mice.  The antigens taken 
up through MGL2 were presented to antigen-specific CD4+ T cells and led to an efficient 
antibody response.  Since mouse MGL2 is thought to be a human MGL ortholog, these results 
are suggested to be able to apply to the development of novel vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 
癌の治療において、免疫療法は特に転移抑

制・再発予防といった点から非常に重要な治
療法であり、臨床的にも用いられはじめてい
るが、その効果はまだ十分とは言えず、新た
な免疫療法の開発が望まれている。近年、免
疫応答の制御に中心的な役割を果たす樹状
細胞表面に特異的に発現する種々の C型レク
チンを、抗腫瘍ワクチンのターゲット分子と
して利用することが期待されている。当初、
C型レクチンは、単に抗原を取り込むための
受容体として考えられ、C型レクチンをター

ゲットすることで効率的な抗原提示を起こ
させ、特異的 T細胞を活性化するという方向
から注目が集まった。その後、C型レクチン
の一つである dectin-1が、単独で細胞内に
シグナルを伝えることが明らかにされ、C型
レクチン自体も免疫応答の制御に関わると
考えられるようになった。この際、C型レク
チンからのシグナルが、免疫応答を抑制する
方向に働くことも示唆されており、どの C型
レクチンを抗腫瘍免疫誘導のためのワクチ
ンターゲットとして利用することが適切で
あるか、個々のレクチンについて慎重に吟味
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する必要が生じている。 
研究代表者の所属する研究グループでは、

MGL（Macrophage galactose-type C-type 
lectin/CD301）の遺伝子クローニングを行い、
モノクローナル抗体の作製、ノックアウト
（KO）マウスの作出、糖鎖結合特異性の解析
などを既に行い、MGLによる免疫応答制御の
可能性を研究してきた。MGLは、ヒトでは一
つの遺伝子が、マウスでは MGL1/CD301a及び
MGL2/CD301bの相同性の高い二つの遺伝子が
存在する。MGLは、単糖レベルではガラクト
ース（Gal）または N-アセチルガラクトサミ
ン（GalNAc）に特異性を有するが、オリゴ糖
を用いた解析により MGL1はルイス Xに、MGL2
は糖鎖末端の GalNAcに高い結合性を有する
ことを明らかにした。MGL1及びMGL2の組織、
細胞での発現解析の結果、MGL1は組織マクロ
ファージ、樹状細胞、形質細胞様樹状細胞に
発現するのに対し、MGL2では、MGL1を発現
する細胞のうち主に樹状細胞に発現するこ
とを発見した。糖鎖結合特異性や発現パター
ンの違いから、MGL1と MGL2では生体内で異
なる機能を持つ可能性がある。また、ヒト MGL
はマクロファージ、樹状細胞に発現し、形質
細胞様樹状細胞には発現しない、GalNAcに対
して特異性が高いことや、配列の相同性から、
MGL2がヒトMGLと近い機能を担う可能性があ
る。 
多くの癌細胞では、O-結合型糖鎖の伸長が

不十分となりTn抗原（GalNAc-Ser/Thr）が生
じ、悪性度や予後不良との相関が知られてい
る。一方でTn抗原を持つ糖タンパク質に対し
て免疫応答が生じることも知られている。樹
状細胞に発現する種々のC型レクチンの中で、
ガラクトース型糖鎖を認識するレクチンは
MGLしか見つかっていないため、MGLが癌細胞
に生じる糖鎖構造を認識することで免疫応
答に関わることが予想される。実際、私達の
研究グループとUniv. Rome Dr. Nuti等との
共同研究により、GalNAcのみを持つ抗原
（MUC1）がヒトの樹状細胞にMGLを介して結
合し、取り込まれ、抗原提示に関わる細胞内
コンパートメントに局在することを既に明
らかにしている。また、Mgl2 KOマウスの作
出を完了し、GalNAcが多数付加したアクリル
アミドポリマーにより修飾した抗原が、MGL2
を介してマウス骨髄細胞由来未成熟樹状細
胞に効率的に取り込まれ、抗原特異的CD4+ T
細胞に提示されることを明らかにした。なお、
この抗原に対してMGL1は必須ではなかった
が、MGL1が他の糖鎖修飾抗原に対して抗原の
取り込み及び提示に関わるかは明らかでは
なかった。 
以上のような背景から、MGLを抗腫瘍ワク

チンのターゲット分子として用いるとの着
想に至った。一方で、研究代表者等は、Mgl1 
KOマウスを用いたデキストラン硫酸ナトリ

ウムによる大腸炎の解析から、大腸マクロフ
ァージに発現する MGL1が、炎症に伴って上
皮内に浸潤した腸内常在菌（ストレプトコッ
カス）と相互作用することにより IL-10を産
生し、炎症を抑制する方向に働くためである
ことを示した。一方で、大腸マクロファージ
以外の腹腔浸出マクロファージや骨髄細胞
由来樹状細胞などでは、MGL1を介した IL-10
産生は認められないという予備的知見を得
ている。つまり、レクチンからの免疫応答が、
レクチンが発現する抗原提示細胞サブセッ
トの違いにも影響される可能性があると考
えられることから、in vivoでどの抗原提示
細胞サブセットにターゲットされるかを制
御することが非常に重要と考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、樹状細胞に発現する樹状

細胞表面に発現する種々のレクチンのうち
候補分子として MGL に着目し、MGL への抗原
ターゲティングによる新規抗腫瘍ワクチン
を開発することを最終的な目標として、MGL
がターゲット分子として適切であるか in 
vivo での効果の解析まで可能なマウスモデ
ルを用いて検証することを目的とした。そこ
で、マウス MGL1及び MGL2が、抗腫瘍免疫応
答を誘導するためのターゲット分子として
有用であるかを明らかを、in vitro 及び in 
vivo での抗原提示能及び免疫応答により明
らかにすることを具体的な目的とした。 
 
３．研究の方法 
MGL1又は MGL2を介した抗原取り込みによ

る抗原提示：C57BL/6マウス骨髄細胞から誘
導した樹状細胞(BM-DC)にビオチン化抗 MGL1
または抗 MGL2抗体を結合させた後、さらに
OVA結合抗ビオチン抗体を結合させた。CpG 
DNA存在下で一晩培養し、オボアルブミン
(OVA)特異的 TCRトランスジェニックマウス
OT-I又は OT-IIから単離した T細胞と共培養
し、T細胞の増殖及びサイトカイン産生をチ
ミジン取り込み及び ELISA により測定した。 
OVA結合抗体の作製：抗 MGL1又は MGL2モ

ノクローナル抗体を精製した。抗体を還元後
に OVA-マレイミドと混合し、OVAを抗体に結
合させた。OVAの結合を確認するため、
SDS-PAGEにより展開しクマシー染色及び抗
ラット IgG抗体又は抗 OVA抗体により
Western blottingを行った。 
抗 MGL1又は抗 MGL2抗体のマウスへの皮下

投与後のターゲティングの確認と免疫応答
の解析：C57BL/6、BALB/cマウス及び Mgl1 KO、
Mgl2 KOマウス（B6及び BALB/c背景）の後
足 footpadに抗体を LPSと共に皮下投与した。
ビオチン化抗体投与 24時間後に所属リンパ
節を回収し、フローサイトメトリー法により
リンパ節細胞中で抗体が取り込まれた細胞



 

 

を同定した。また、未標識又は OVA結合抗体
投与１週間後に採血を行い、血清中抗ラット
抗体応答または抗 OVA応答及び抗体のサブク
ラスを ELISAにより解析した。 
 
４．研究成果 
MGL1 又はMGL2 から取り込まれた抗原がT細

胞に提示されるかどうか明らかにするため、
BM-DCにビオチンか抗MGL1又は抗MGL2抗体及
びOVA結合抗ビオチン抗体を用いて抗原
(OVA)をターゲットした後に、OVA特異的TCR
トランスジェニックマウスOT-I又はOT-IIか
ら単離したT細胞と共培養を行った。その結
果、抗MGL1 又は抗MGL2 抗体のいずれを用い
た場合においても、OT-I T細胞の増殖応答は
認められなかった。これに対し、OT-II T細
胞は、抗MGL1 又は抗MGL2 抗体のいずれを用
いた場合においても増殖及びIFN-γの産生
が認められた。以上の結果から、樹状細胞に
発現するMGL1 及びMGL2 のいずれから抗原が
取り込まれた場合においても、CD4+ T細胞に
抗原を提示することが明らかとなった。今後
は、in vivoでMGL2 を介して抗原が取り込ま
れた場合においてCD4+ T細胞のみに抗原が提
示されるのか、CD8+ T細胞に提示される可能
性はあるのかを直接的に証明する必要があ
る。 
未標識抗 MGL1 又は抗 MGL2 抗体をマウスに

皮下投与し、血清中の抗ラット IgG抗体応答
を ELISAにより検出した。抗体の投与量及び
アジュバント(LPS)の必要性を、投与 1 週間
後の血清中抗ラット IgG抗体応答により検討
した。抗体量 5 µg、LPS 1 µg で投与した場
合、抗 MGL1及び MGL2抗体のどちらを投与し
た場合にも、投与１週間後からアイソタイプ
コントロール抗体に比べて高い抗体応答が
認められた。この抗体応答は少なくとも１回
投与後の５週間後でも検出可能であった。
LPS を併用しない場合には抗体応答は検出で
きず、アジュバントとの共投与が必須であっ
たことから、抗体単独では樹状細胞に MGL2
を介した強いシグナルを生じないことが示
唆された。続いて、この抗体投与の効果が、
各々MGL1 又は MGL2 に依存しているかどうか
を明らかにするため、Mgl1 KO 又は Mgl2 KO
を用いて同様の検討を行った。抗 MGL1 抗体
又は抗 MGL2 抗体のいずれもが、in vitro の
解析においては、MGL1 又は MGL2 に特異的で
あることが示されているにもかかわらず、抗
MGL1 抗体投与後の抗ラット IgG 応答は Mgl1 
KOマウスにおいても認められたことから、in 
vivo においてこの抗体が正しく MGL1 発現細
胞をターゲットできていない可能性が示さ
れた。一方、抗 MGL2 抗体を投与した場合に
は、予想通り Mgl2 KO において抗ラット IgG
応答は認められず、抗体が正しく MGL2 発現
細胞をターゲットできたことが予想された。

そこで、ビオチン化抗 MGL2 抗体を投与して
24時間後の所属リンパ節を回収し、リンパ節
細胞中で抗体を取り込んでいる細胞の同定
をフローサイトメトリーにより行った。その
結果、CD11c陽性、MGL2陽性の細胞への抗体
の取り込みが確認された。次に、OVA 結合抗
体の投与後の抗体応答を検出したところ、抗
ラット IgG応答のみならず、抗 OVA応答も検
出された。さらに、この抗体のサブクラスを
解析したところ、主に IgG1 が検出された。
この結果から、Th2 型の免疫応答が誘導され
たことが予想されるが、この応答が抗腫瘍ワ
クチンとして適切であるかを今後 in vivoで
検証する必要がある。併用するアジュバント
の種類を代えることにより Th2型応答が他の
タイプの応答に変化するかについても検討
の必要がある。 
以上より、本研究では、MGL2を介して取り

込まれた抗原がCD4+ T細胞に提示されること
により効率的な抗体応答を誘導することを
明らかにした。マウスMGL2 は、ヒトMGLに近
い機能を担う可能性が高いことから、本研究
の成果はヒトへのワクチン作製にも応用で
きる可能性が高いと考えられる。 
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