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研究成果の概要（和文）：抑制性受容体Siglec-7は酸性糖シアル酸を認識し、主にナチュラルキラー(NK)細胞上に発現
しており、癌細胞上のリガンドに対し反応すると癌への攻撃は抑制されてしまう。Siglec-7のリガンド糖鎖は幾つか報
告があるが特異性など不明瞭な点が多い。我々はリガンド糖鎖としてタンパク質上にできるO型糖鎖を新たに発見し、
質量分析によりそのキャリアータンパク質及びその糖鎖構造の候補も同定した。また、Siglec-7とリガンド糖鎖の相互
作用において、免疫側ではリガンド糖鎖がSiglec-7の活性化を誘導し、免疫反応の抑制に働き、癌側へは運動能の増強
という双方向のシグナルが伝わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Siglec-7 is an inhibitory receptor expressed on NK cells and monocytes and 
transduces inhibitory signals into immune cells by binding to its ligands. Although a few ligands have 
been reported, specificity of Siglec-7-recognized structures has not been clarified. To solve this issue, 
we established several sialyltransferase-transfectants that showed definite binding of Siglec-7-Fc using 
a human colon cancer cell line. By using the transfectants, we clarified o-glycan is a new ligand of 
Siglec-7. While NK cells showed high cytotoxic activity toward the parent cells, reduced cytotoxicity was 
observed for the transfectants. In addition, ITIM of Siglec-7 was strongly phosphorylated in the 
transfectants. As for the transfectants, Siglec-7-binding enhanced cell migration. Taken together, we 
suggest that interaction between Siglec-7 and O-glycan enable cancer cells to escape from 
immunosurveillance by suppression of immune cells and enhancement of cancer malignancy.

研究分野：生化学、糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Siglec (sialic acid-binding immunoglobul 
in-like lectin) は、シアロ糖鎖との結合能
を特徴とする免疫グロブリンスーパーファ
ミリー受容体の一種である。その中でも
Siglec-7 は CD33 サブファミリーの一つであ
り、NK 細胞や単球の細胞表面に発現している。
Siglec-7 は I 型膜タンパク質であり、細胞外
に、１つの V-set domain と、２つの C2-set 
domain を持つ。さらに、Siglec-7 の細胞質
ドメインには、抑制性のモチーフである ITIM
が存在し、リガンドが Siglec-7 に結合した
とき ITIM のチロシンがリン酸化し、protein 
tyrosine phosphatase SHP-1 をリクルートし
活性化させ、細胞に抑制性のシグナルを伝え
るといわれている。NK 細胞上においては、
Siglec-7 が細胞表面に発現するジシアル酸
とシスに結合してマスキング効果を示す 
(Avril et al., 2006)が、他の細胞上にある
シアル酸とトランスに結合すると細胞間相
互作用をおこす。これまでに Siglec-7 は
Siglec-7 特異的な F(ab)2を使ったクロスリ
ンク刺激による Siglec7-ITIM シグナルの解
析で、U937 上で活性化させた FcRI の下流分
子 Tyrosine-protein kinase Syk が脱リン酸
化すると報告されている(Yamaji et al., 
2005)。また、Siglec-7 を強制発現させた
Jurkat において T cell receptor シグナルに
おける ZAP-70 の活性阻害も観察されている
(Ikehara et al., 2004)。Siglec-7 を介した
シグナル伝達の結果として、Siglec-7 のリガ
ンド結合による Siglec-7 発現細胞の非アポ
トーシス性の細胞死も観察されている 
(Mitsuki et al., 2009)。Siglec-7 のリガン
ド糖鎖構造として、これまでにガングリオシ
ド GD3 (Nicoll et al., 2003)や disialosyl 
globopentaosylceramide (DSGb5) (Kawasaki 
et al., 2010)、disialyl-Lewisa及び 6-sulfo 
Lewisx (Miyazaki et al., 2012)などの報告
があるが、一貫性がなく未知な部分が多い。
本研究では、ヒト IgG1 Fc 部位と Siglec-7
の細胞外ドメインのフュージョン組換え
Siglec-7-Fc タンパクを作製し、Siglec-7 と
そのリガンド糖鎖との結合特異性および結
合に基づく細胞シグナルの性状について検
討する。 
 
２．研究の目的 
糖鎖は核酸、アミノ酸に続く第３の生命鎖と
呼ばれ、多様な生命現象において重要な調節
因子として働いている。悪性腫瘍細胞上には
正常組織では見られない特徴的な糖鎖構造
が発現し、癌形成において重要な役割を果た
していることが分かってきた。本研究ではシ
アル酸含有糖鎖を認識する免疫細胞上の
Siglec-7 と癌細胞上に発現する特異的リガ
ンド糖鎖との相互作用を介する、癌細胞の宿
主免疫監視システムからの回避機行を解明
する。シアル酸含有糖鎖による癌悪性シグナ
ルの増強と免疫抑制シグナル抑制による免

疫監視機構からの逃避という二方向の作用
の生成メカニズムを明らかにすることで、そ
の糖鎖構造や糖鎖のキャリアー分子をター
ゲットとした分子標的あるいはワクチン療
法など、癌の新規治療戦略の構築の基盤情報
を形成する。 
 
３．研究の方法 
 Siglec-7 とそのリガンド糖鎖を介した免
疫側、そして癌側への双方向のシグナル及び
その機能を解明するために以下の検討を行
う。 
 
(1) これまでの研究から、Siglec-7-Fc の結合性
を示さないヒト大腸癌細胞株 DLD-1 に対する
sialyltransferase (ST) cDNA の導入により、
Siglec7-Fc 結合が陽性となる安定発現株を用い、
種々の糖鎖合成阻害実験を行った結果から、O
型糖鎖が Siglec-7 のリガンド糖鎖であると示唆さ
れている。このことから Siglec-7 結合分子の
LC/MS 解析を行い、Siglec-7 結合糖鎖のキャリ
アータンパク分子を同定する。 
(2) (1)で同定したキャリアー分子上の糖鎖構造
を明らかにするためにキャリアー分子とヒト
IgG1-Fc 組換えタンパクと Siglec-7 の結合を亢
進させるシアル酸転移酵素の cDNA を
HEK293T へ co-transfection することにより、
Siglec-7 のリガンド糖鎖を有する組換えキャリア
ータンパクを作成し、このタンパクと U937Siglec7+由
来の Siglec-7 との糖鎖を介した結合を免疫沈降
実験により確認する。 
(3) シアル酸転移酵素の有無で発現させたリガ
ンド糖鎖キャリアー組換えタンパク質を酵素消化
して、糖ペプチドの状態にし、質量分析によりそ
れらの糖鎖構造プロファイルを明らかにし、
Siglec-7 のリガンド糖鎖構造を明らかにする。 
(4) 上記のキャリアータンパクから糖鎖を beta 脱
離法により切り出し、質量分析によりその糖鎖構
造を明らかにする。 
(5) Siglec7 ITIM シグナルの活性を解析するため
に、U937Siglec7+細胞と DLD-1 及びその ST- 
transfectants との co-culture をすることで ITIM
のリン酸化や SHP-1 のリクルートを解析する。 
(6) ヒト NK細胞上の Siglec-7 の機能を明らかに
するために DLD 及びその ST- transfectants と
の co-culture をし、NK 細胞の細胞傷害活性を
観察する。 
(7) Siglec-7とそのリガンド糖鎖との相互作用によ
る癌側へのシグナルを明らかにするために、
Siglec-7 発現細胞または組み換えタンパク
Siglec-7-Fc を DLD-1 及 び そ の ST- 
transfectants の培養液中に加え、増殖能、浸潤
能、運動能をBrdU assayやtransmigration assay、
RT-CES 法などを用い解析する。 
(8) また、(7)での分子シグナルを解析するため
種々の抗リン酸化抗体を用い明らかにする。 
 



４．研究成果 
 
 Sigelc-7-Fc に対し結合性陰性のヒト大腸癌細
胞株DLD-1に対し20種のsialyltransfera cDNA
を導入し、結合性を亢進させる遺伝子として
sialyltransferase A、B、C を同定し、その安定発 
現株を樹立した。(図.1) 

 Siglec-7 が認識する糖鎖のキャリアー分子
上のリガンド糖鎖の特異性及びその相互反
応に基づく免疫細胞側及び癌細胞側へのシ
グナルを解析し、免疫監視逃避機構を明らか
にするために以下の検討を行った。 
 
(1) リガンド糖鎖構造の解析 
 これまでに同定したSiglec-7リガンド糖鎖
キャリアータンパク質と Siglec-7 との結合
を亢進させるシアル酸転移酵素をもとに作
成したシアル酸再構成タンパク質の質量分
析による糖鎖構造解析を行った。その結果、
内因性の Siglec-7 との結合が非常に強く見
られるタンパク質から特徴的な糖鎖構造を
持つペプチド断片が同定された。また、それ
らタンパク質から糖鎖を切り出し、糖鎖単体
での質量分析でもその特徴的な糖鎖構造が
同定された。この糖鎖構造はこれまで報告さ
れていない新規の糖鎖構造であった。また、
Siglec-7 と相互作用する分子のプロテオー
ム解析によりさらに２つの分子を同定し、4
種のタンパク質が Siglec-7 のリガンド糖鎖
を持つことがわかった。 
 
(2) Siglec-7とリガンド糖鎖の相互作用によ
る免疫細胞側へのシグナル解析 
 Siglec-7発現U937細胞においてリガンド糖
鎖発現細胞との共培養により Siglec-7 の
ITIM モチーフのリン酸化レベルの亢進が見
られて、さらにチロシンホスファターゼ
SHP-1をITIMへリクルートしリン酸化レベル
を亢進させ活性化させていることが見出さ
れた。このことから、癌細胞上のリガンド糖
鎖が Siglec-7 を介し免疫細胞内へ抑制シグ
ナルを伝達していることがわかった。また、
ヒト末梢血由来単核球(PBMC)と DLD-1及びそ
のトランスフェクタントとの共培養による
細胞傷害活性の測定により、DLD-1 に比べリ
ガンド糖鎖発現トランスフェクタントでは
有意に傷害活性が抑制されていることがわ
かった。(図.2) 
 癌細胞の免疫逃避機構に寄与していること
が示唆された。その時に、リガンド糖鎖の結
合が Siglec-7 細胞内ドメイン ITIM を活性化
させ、phosphatase 活性のある SHP-1 をリク
ルートし、活性化させていることがわかった。 

 
(3) Siglec-7 とリガンド糖鎖の相互作用によ
る癌細胞側へのシグナル解析 
 Siglec-7 がリガンド糖鎖に結合した時に癌
側へと伝わるシグナル解析を行った。まず、
表現型への影響を解析するためにBrdU assay
による増殖能への影響、transmigration 
assay による浸潤能への影響、RT-CES 法によ
る運動能への影響を U937Siglec7+細胞または
Siglec-7 組換えタンパクによる刺激実験で
観察した。その結果、細胞の増殖能には変化
は見られなかったが、浸潤能と運動能に有意
な差が見られ、リガンド糖鎖発現細胞におい
て亢進していることがわかった。(図.3)また、
その時の分子シグナルとして Erkと ERM タン
パクのリン酸化レベルがリガンド糖鎖発現
細胞において亢進していることが見出され
た。 
 

 以上、この研究で新規に同定された
Siglec-7 リガンド糖鎖は癌細胞上に発現す
ることで免疫細胞からの攻撃を免れる機能
を持つことがわかり、さらにそのキャリアー
分子からの癌細胞へのシグナルで癌の悪性
度を増強することが示唆された。現在これら
の結果をまとめ論文作成中である。 
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