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研究成果の概要（和文）：自己免疫性炎症の成因の一つにTh17細胞の機能増進がある。βガラクトシド結合性動物レク
チンであるガレクチン９はナイーブヘルパーＴ細胞からTh17細胞への分化を抑制する。その機構として、ガレクチン９
は比較的特異的なＯ-結合型蛋白質に結合して抑制作用を発揮することが明らかとなった。さらにガレクチン９を表出
するヘルパーＴ細胞がガレクチン９を高分泌しTh17細胞への分化抑制に関与していることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that the activation of Th17 cells is one of the genesis of au
toimmune inflammation. Galectin-9, which is a B-galactoside binding animal lectin inhibits the differentia
tion of Th17 cells from naive helper T cells. The inhibitory effect of galectin-9 on Th17 differentiation 
is exerted by binding to the O-linked protein that is relatively specific. Furthermore helper T cells that
 express galectin-9 on the surface highly secrete galectin 9, and inhibit the differentiation Th17 cells.
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１． 研究開始当初の背景 
 自己免疫性炎症の成因の一つが、Th17 細
胞の機能増進であることが以下のように報
告されていた。 
①昭和大学の須田らのグループにより、リウ
マチ性疾患患者の関節液中 IL-17濃度が高値
であることが報告された。 
②東京大学医科学研究所の岩倉らのグルー
プにより、自己免疫性疾患モデルである、コ
ラーゲン誘導性関節炎モデルや実験的自己
免疫性脳脊髄炎において、IL-17 欠損マウス
で症状が抑制されることが報告された。 
③米国Harvard Medical Schoolの Kuchroo
らのグループにより、ナイーブ Th 細胞に抗
原および IL-６と形質転換増殖因子β1(TGF-
β1)を作用させると、IL-17 を大量に分泌す
る Th 細胞、いわゆる Th17 細胞へ機能分化
することが明らかとなった。 
以上、Th17 細胞の分化制御機構を明らかに
することが、自己免疫性疾患の成因を解明す
る手掛かりとなる。しかし、レクチンと糖鎖
の相互作用という観点から Th17細胞分化制
御ついての解析は行われていなかった。 
一方、申請者らのグループが発見したβガラ
クトシド結合性レクチンであるガレクチン 9
は、コラーゲン誘導性関節炎モデルに対して
発症予防効果及び治療効果を示した。さらに、
ガレクチン９はナイーブヘルパーＴ細胞か
ら、Th17 細胞への分化を抑制する。これまで
の検討から、ナイーブヘルパーＴ細胞から、
Th17細胞への分化誘導18から24時間後から
現れたガレクチン９リガンド（糖鎖）とガレ
クチン９の結合により分化が抑制されるこ
とが明らかとなった。この際、既存の糖鎖が
何らかの修飾受けた結果ガレクチン９リガ
ンドとなる場合と、新たに合成された糖鎖が
ガレクチン９リガンドとなる可能性が考え
られた。 
 
２． 研究の目的 
 本研究では、ガレクチン９による Th17細
胞の分化抑制機構を解明する目的で、以下の
問題点を解決する。 
（１）ガレクチン９による Th17細胞の分化
抑制に関与する機構、および糖鎖の種類を同
定する。 
（２）細胞膜表面糖鎖プロファイリング法を
開発する。さらにこの方法を用いて糖鎖構造
が変化した細胞の同定を試みる。 
 
３． 研究の方法 
ガレクチン９による Th17細胞の分化抑制に
関与する糖鎖の種類を同定する。 
 糖タンパク質に対する糖鎖の結合様式に
は、N 結合と O 結合の 2 種類がある。そこナ
イーブヘルパーＴ細胞から、Th17 細胞への分
化誘導する細胞培養系に、Ｎ結合型糖鎖付加
阻害剤（Swainsonine）または O 結合型糖鎖
付 加 阻 害 剤 （ Benzyl-N-acetyl- α
-galactosaminide）を添加することによりガ

レクチン９による分化阻害作用に対する影
響を検討した。 
 ナイーブヘルパーＴ細胞から、Th17 細胞へ
のガレクチン９による分化抑制の際、既存の
糖鎖が何らかの修飾受けた結果ガレクチン
９リガンドとなる場合も考えられる。ほ乳類
の場合、βガラクトシドの末端にシアル酸が
結合している。シアル酸が結合したβガラク
トシドの場合、ガレクチン９はほとんど結合
しない。最近の報告で細胞膜表面にノイラミ
ニダーゼと呼ばれるシアル酸解離酵素が存
在することが報告されているため、Th17 細胞
への分化に伴いシアル酸が解離しガレクチ
ン９結合性の高いリガンドとなることが考
えられた。そこで該当年度ではまず、糖鎖末
端のシアル酸に対して結合能をもつレクチ
ンである、ＳＮＡを蛍光色素でラベルしフロ
ーサイトメトリーにより、Th17 細胞への分化
に伴いシアル酸が解離しているかどうかを
検討した。 
 
単一細胞レベルでの細胞表面糖鎖のプロフ
ァイリング法による Th17 細胞分化過程での
細胞表面の糖鎖構造変化の解析。 
 Th17 細胞へ分化しつつある細胞を単一細
胞レベルで糖鎖プロファイリングをするた
め、糖鎖結合性の異なるレクチン（DBA, PNA, 
RCA120, SBA, UEAI, WGA1, GSLI, LCA, PHA-E, 
PHA-L, PSA, sWGA）を蛍光色素でラベルし、
細胞と結合させた後、フローサイトメトリー
を用いて単一細胞あたりの糖鎖構成の変化
を解析する。 
 
４． 研究成果 
ガレクチン９による Th17細胞の分化抑制に
関与する糖鎖の種類の同定 
 培養液中にO結合型糖鎖付加阻害剤を添加
した場合、ガレクチン９による Th17 細胞分
化阻害が部分的に抑制された。しかしながら、
Ｎ結合型糖鎖付加阻害剤を添加した場合、ガ
レクチン９による Th17 細胞分化阻害に影響
はみられなかった。これらの結果から、ある
新規に合成されるO結合型糖タンパク質とガ
レクチン９の結合により Th17 細胞への分化
が阻害されることが示された。しかしながら、
この作用が部分的なものあったことから、他
の経路の存在、つまり既存の糖鎖が何らかの
修飾受けた結果ガレクチン９リガンドとな
る可能性も浮上してきた。この成果は、
｢ Galectin-9 suppresses Th17 cell 
development in an IL-2-dependent but 
Tim-3-independent manner.｣という論文の一
部データーとして使用され、Clinical 
Immunology 誌に掲載された。 
 次に、Th17 細胞への分化に伴いシアル酸が
解離しているかどうかを検討したところ、こ
れは細胞表面全体のシアル酸解離状態に変
化は見られなかった。一方、細胞表面の全体
的な糖鎖のシアル酸解離ではなく、特異的な
糖鎖に対するシアル酸解離がガレクチン９



の作用を誘導することも考えられるため、ノ
イラミニダーゼの阻害剤を培養液に添加し
て Th17 細胞への分化に対する影響を調べた
ところ、シアル酸の遊離を阻害しても Th17
細胞への分化に対して影響を与えなかった。
これらの結果から Th17 細胞への分化にはシ
アル酸の遊離は影響を与えないことが明ら
かとなった。 
 
単一細胞レベルでの細胞表面糖鎖のプロフ
ァイリング法による Th17 細胞分化過程での
細胞表面の糖鎖構造変化の解析。 
 
 予備検討の段階で、レクチンは糖鎖に対す
る特異性が非常に低く、例えば一般にシアル
酸に結合するといわれているレクチンであ
るＳＮＡとβガラクトシドに結合するガレ
クチン９を同時に染色し、フローサイトメト
リーで解析したところ、その量比の違いによ
り染色性が異なった。つまりこれらのレクチ
ンがお互いに同じ糖鎖も認識していること
がわかり、マルチプルな解析にレクチンは不
向きであることが明らかとなった。そこでシ
ンプルに様々な種類のレクチンを単独で使
用し、フローサイトメトリーにより、Th17 細
胞への分化に伴いそのレクチンの結合性が
変化しているかどうかを検討した。その結果、
すべてのレクチンによる染色で Th17 細胞へ
の分化を誘導した細胞とそうでない細胞と
の間で染色性に変化が見られなかった。この
結果から Th17 細胞への分化に伴う糖鎖構造
の変化は、細胞全体の糖鎖の分布が変化する
のではなく、非常に少ない糖鎖構造の変化が
起こっていることが考えられ、ガレクチン９
は比較的特異的な分子に結合することによ
り Th17 分化抑制の作用を発揮することも予
想された。 
 
ガレクチン９による Th17細胞の分化抑制に
関与する機構 
 この研究過程で、フローサイトメトリーに
より細胞表面にガレクチン９を表出する Th
細胞を測定したところ、Th細胞の一部の細胞
のみがガレクチン９を表出することが明ら
かとなり、その細胞を単離しその特徴を調べ
たところ、ガレクチン９表出 Th 細胞は他の
Th 細胞に比べ非常にガレクチン９の分泌量
が高いことが明らかになった。また Th17 分
化誘導の際にこれらの細胞の増加が抑制さ
れた。その結果内因性のガレクチン９の分泌
が抑制され、Th17 への分化が促進されるとい
うことが考えられた。このような内因性のガ
レクチン９分泌機構により Th17 への分化が
調節されていることが示された。この結果は
｢Cell Surface Galectin-9 Expressing Th 
Cells Regulate Th17 and Foxp3+ Treg 
Development by Galectin-9 Secretion.｣と
いう論文の一部データーとして使用され、
PLoS ONE 誌に掲載された。 
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