
Bリンパ球におけるシアル酸修飾の機能解
明に向けて

は じ め に

シアル酸は通常糖鎖の末端を占め，その糖鎖が細胞表面

を覆っていることから，細胞の最外部に存在する分子であ

ると考えられる．シアル酸は名前の通り酸性のカルボキシ

ル基をもつ９炭糖の総称である１）．体内のすべての細胞を

覆うシアル酸は生体の生存に必須であり，シアル酸生合成

経路を欠損するマウスは胎生４日には死亡する．この表現

型はヘテロ変異体母親由来のシアル酸が卵及び胎盤から供

給され，シアル酸がある程度補給されているにもかかわら

ずおこるもので，非常に強いものであると考えられる２）．

１． シアル酸の機能

シアル酸の機能にはどういったものが考えられるであろ

うか？ まずシアル酸が細胞表面に発現することで細胞膜

に負電荷をもたらす物理化学的な性質が考えられる．一方

で，シアル酸は前述のように細胞の外部から細胞にアクセ

スする状況を考えた場合に，その最前線に存在する分子で

あり，細胞認識において重要な役割を果たす．例えば，イ

ンフルエンザウイルスは宿主細胞を認識するための受容体

タンパク質，ヘマグルチニンをもち，これを介して感染す

べき宿主を探し当てる．また，内在性のシアル酸認識機構

も重要な役割を果たしており，リンパ球などの免疫細胞は

シアル酸をエピトープとして含む糖鎖を利用することで，

血流中から標的器官へのホーミングが可能となる．シアル

酸は膜に電荷的な性状を与えると共に分子認識時のエピ

トープとしても働く．

シアル酸分子が生体内で上述のような多様な認識機構に

応じて働くための分子的な基盤として，シアル酸構造の多

様性があげられる．シアル酸はシアル酸転移酵素によっ

て，複数の糖から構成される糖鎖の末端に付加される．シ

アル酸転移酵素はその内側の糖など結合様式の種類によ

り，大きく４種類に分類され，シアル酸の結合様式はそれ

ぞれの細胞やシアロ化される糖タンパク質で制御されてい

る．これに加えて，シアル酸分子は多様に修飾され，C５

位に注目すると，哺乳類では N-グリコリルノイラミン酸

（Neu５Gc）と N-アセチルノイラミン酸（Neu５Ac）が主要

な分子種である．一方，C９位の水酸基に注目すると，こ

れがアセチル化しているもの（９-O-Ac）がみられる（図１A）．

結合様式と分子種が組み合わさることにより，シアル酸の

細胞表面での発現形態は非常に多岐にわたり，生体内では

これらの組み合わせの使い分けによって適切な分子間認識

を達成していると考えられる３）．

２． B細胞におけるシアル酸認識分子 CD２２

B細胞においてもその膜タンパク質の多くがその糖鎖末

端にシアル酸をもち，シアル酸を介した分子認識に関わる

可能性が考えられる．B細胞上のシアル酸分子の修飾の違

いを認識する分子として，CD２２（Siglec-２）分子が知られ

ている．CD２２は B細胞抗原受容体（BCR）からの細胞内

シグナル伝達を負に制御する活性をもつ共受容体分子であ

る４）．CD２２は細胞外領域にレクチンドメインを，細胞内

領域に ITIM（immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif）

をもち，リン酸化依存的にチロシンホスファターゼ SHP-１

を動員する（図１B）５）．CD２２はシアル酸結合レクチンで

ある Siglecファミリーに属し，CD２２の認識するリガンド

糖鎖の特異性として，ヒト，マウス共に α２-６結合したシ

アル酸を末端にもち，ガラクトース（Gal），N-アセチルグ

ルコサミン（GlcNAc）をもつ三糖を主たるエピトープと

することが明らかにされている．このため，当初 α２-６結

合したシアル酸を生合成するシアル酸転移酵素がそのリガ

ンド発現に優位な機能をもつと考えられていた．マウス

CD２２はシアル酸分子種として Neu５Gcをもつものを親和

性高く認識するが６），ヒト CD２２は内側の GlcNAcが硫酸

化された構造に高親和性を示す．そこで，CD２２はシアル

酸の修飾変化によっても糖鎖リガンドとの相互作用が調節

されうる可能性が考えられた．また，CD２２分子は糖鎖情

報を細胞内シグナル伝達に変換できるという分子的な特徴

を有するため，シアル酸分子種がその機能制御に影響を及

ぼす可能性が考えられたため，CD２２のリガンド糖鎖発現

がどのように制御されているかについて興味がもたれた．

３． マウス CD２２糖鎖リガンド発現は活性化依存的な

制御を受ける

CD２２の結合特異性に関わる詳細な知見とは対照的に，

CD２２リガンドの発現制御に関しては多くは知られていな

かった．当時筆者らは cDNAマイクロアレイ解析を用い

た新たな表現型―遺伝型解析法である CIRES（correlation

index-based responsible enzyme gene screening）法７）を用い，

エピトープ未知のままマーカーとして使用されていた単ク

ローン抗体の GL７が Neu５Acα ２-６ Galβ １-４ GlcNAc-Rを
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図１ シアル酸分子種とシアル酸結合レクチン CD２２（Siglec-２）
（A）シアル酸分子種の構造 Neu５Acと Neu５Gcは酸素原子一つの違いをもち，この変換反応は細胞質の CMP-Neu５Ac水酸化酵素
（Cmah）の反応による．C-５位の修飾とは独立して C-４，７，８，９位の水酸基の O-アセチル化がおこる．ここでは C-９位の水酸基がアセ
チル化した９-O-Ac Neu５Acを示す． O-アセチル化転移酵素により水酸基にアセチル基が付加されエステラーゼにより分解されるが，
この反応は主にタンパク質等に付加された糖鎖上でおこると考えられている．
（B）CD２２分子 CD２２は細胞外領域に Siglecファミリーに共通のシアル酸結合領域を構成するイムノグロブリン V-setドメインを
もち，ここでシアロ糖と結合する．細胞内領域には ITIMモチーフをもつ．BCR刺激依存的に ITIM中のチロシンが Srcファミリー
のプロテインキナーゼにより一過的にリン酸化されると，チロシンホスファターゼ SHP-１が動員され，SHP-１活性によりシグナル伝
達が負に制御される．
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末端にもつ糖鎖と反応する抗糖鎖抗体であることを明らか

にしていた８）．GL７が染色する胚中心は，タンパク質性抗

原などの T細胞依存性抗原により免疫刺激が入った場合

に，二次リンパ器官内に生じる濾胞であり，特に活性化 B

細胞がイムノグロブリン遺伝子のクラススイッチ変異や親

和性成熟する場であることが知られている．しかしなが

ら，活性化依存的な GL７染色の機能的な意義も明らかに

なっておらず，B細胞においては α２-６結合するシアル酸

が恒常的に発現することが知られており，GL７の染色特

異性はその知見と相反するように思われた．

そこで，GL７がなぜ胚中心 B細胞特異的に染色をもた

らすことができるかを明らかにするため，マウスを T細

胞依存性抗原であるヒツジ赤血球で免疫し，胚中心反応を

誘導し，CD２２と GL７の共染色を行った．その結果，胚中

心反応にともない，活性化 B細胞は GL７の染色を陽性に

すると共に，この部位での CD２２リガンド発現が抑制され

ることを見出した（図２A）．また，GL７陽性胚中心 B細

胞においては，シアル酸画分中の Neu５Gc含有率が低下し

ており，これと同時に Neu５Gcの生合成を行う酵素である

CMP-Neu５Ac水酸化酵素（Cmah）の発現も低下している

ことを明らかとした（図２B）．つまり，GL７は胚中心での

Neu５Gc減少を介した CD２２リガンドの減少を検出する抗

体であることが明らかとなった．一方，Neu５Gc発現を欠

く Cmah 欠損 B細胞はその BCR刺激に応じた細胞増殖が

亢進しており，Neu５Gcは B細胞活性化に抑制的に働くこ

とが考えられた．以上まとめると，BCRを介した活性化

シグナルを受けた B細胞は活性化依存的にシアル酸分子

種のうち Neu５Gcの発現を抑制する．Neu５Gcは B細胞の

活性化を負に制御することから，シアル酸分子種変化を介

した B細胞活性化を制御するポジティブフィードバック

機構が存在することが明らかとなった（図２C）．また，

B細胞における Neu５Gc機能の標的としては，CD２２が少

なくともその一部には関わることが予想された．

GL７は胚中心のみならず，B細胞の分化成熟段階におい

てプレ B細胞の段階で発現することが知られている．こ

のことは，CD２２リガンドの発現がこのリンパ球の共通の

幹細胞から分化する段階においても抑制されていることを

意味する．プレ B細胞と胚中心 B細胞の共通点は BCRか

らのシグナル伝達を受け，生存，増殖に関わる点にある．

これらの段階での CD２２リガンドの発現の調節は CD２２の

BCRシグナル伝達調節能力と相関すると考えられ非常に

興味深い．

図２ マウス胚中心におけるシアル酸分子種の変化
（A）Neu５Ac２-６Gal１-４GlcNAcを認識する GL７（左）と Neu５Gc
２-６Gal１-４GlcNAcに高親和性を示す mCD２２-Fcプローブ（右）
での同一切片の二重染色像を示す．両プローブは T細胞依存性
抗原で免疫することで誘導される胚中心部分（矢印）とその周
りの B細胞領域での対照的な染色パターンを示した．
（B）ヒツジ赤血球で免疫したマウス脾臓由来 GL７陽性細胞お
よびコントロール細胞での Cmah及び Neu５Gc発現は，それぞ
れウエスタンブロッティング法及びシアル酸を蛍光標識し定量
する DMB法により検出した．Neu５Gc％はシアル酸中の
Neu５Gcの割合を示す．
（C）活性化 B細胞における Neu５Gc発現抑制をともなうポジ
ティブフィードバック的な制御機構．
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４．９-O-アセチル化によるシアル酸の修飾

シアル酸は前述のように水酸基の O-アセチル化によっ

ても修飾される（図１A）．この修飾は C-５位の修飾と比較

すると，シアル酸がシアル酸転移酵素により糖鎖末端に付

加された後に糖鎖上で O-アセチル転移酵素により触媒さ

れておこること，その修飾には脱アセチル化酵素が存在す

ることなど，その性質を異にする９）．Neu５Gcの生合成は

細胞質で CMP-Neu５Acを前駆体としておこるが，Neu５Gc

から Neu５Acを生合成する細胞内での酵素反応は知られて

いないことから，より動的な制御は O-アセチル化により

可能であると考えられる．しかしながら，シアル酸 O-ア

セチル化については未解明な部分が非常に多い．現時点で

この反応に関わる酵素のうちその遺伝子が同定されている

ものはリソソーム型と細胞質型両者の脱アセチル化酵素を

異なるプロモーターから発現する Siae 遺伝子のみであ

る１０，１１）．一方で，糖鎖リガンド中のシアル酸に O-アセチル

化がおこると，CD２２はこれを認識することができないた

め，O-アセチル化は CD２２のリガンド発現に対して阻害的

に働くことが報告されている１２）．

そこで，シアル酸 O-アセチル化の生理的意義を明らか

にする目的で，Siae 遺伝子欠損マウスを作製した．Siae

欠損マウスの表現型解析の結果，シアル酸分子の C９位の

水酸基の O-アセチル化（図１A）を検出する C型インフル

エンザウイルスヘマグルチニンエステラーゼ Fcプローブ

（CHE-FcD）を用いてフローサイトメトリーで検討すると，

CHE-FcDによる細胞表面での染色の上昇がみられ

（図３A），このことから，Siaeはリソソームでの分解のみ

に関わるというよりは，細胞表面での O-アセチル化の制

御に関わることが明らかとなった．未成熟 B細胞が濾胞

B細胞と辺縁帯 B細胞に分化していく際には，BCR（細

胞表面 IgM）から入力されるシグナル強度が分化の方向性

を決めるというシグナル強度仮説（図３B）が Pillaiらによ

り提唱されている．Siae 欠損マウス B細胞においては

BCRを介した細胞内シグナル伝達も亢進していたことか

ら，濾胞 B細胞への分化が辺縁帯 B細胞への分化に対し

て減少していることが考えられた（図３C）．また，B細胞

分化における表現型と共に，Siae 欠損マウスにおいては

自己免疫反応がみられ，CD２２欠損マウスにおける表現型

とも一定の合致を示したため，実験的な検証を待つ必要は

あるが，CD２２糖鎖リガンドの制御不全が Siae 欠損の表現

型の少なくとも一部には関わることが考えられた１３）．

５． ヒトにおける CD２２リガンド糖鎖の発現制御

糖鎖の発現は動物種特異性を示し，それぞれの動物種の

もつ末端糖鎖はその生物がこれまで経てきた進化による選

択を反映していると考えられる．糖鎖は細胞の最外部に発

現し，病原体からの標的となるという発現部位の性質上，

進化的に糖鎖変異を誘導するものとして，主に病原体から

の認識が考えられる．一方で，内在性リガンドを認識する

動物レクチンの機能は，内在性リガンド糖鎖との相互作用

に依存する．そこで，細胞が発現する糖鎖の進化において

は，内在性リガンド糖鎖を機能的に保持する選択圧と病原

体からの認識から逃れるために変化させる選択圧がかかる

ことが考えられる１４）．活性化依存的に胚中心 B細胞で

CD２２のリガンド糖鎖が抑制されるというマウスにおける

知見の進化的な意義は，他の動物種において同様の制御が

行われているかについて検討することで明らかになる．

神奈木らはヒト CD２２が糖鎖リガンドとして Siaα２-６

Galβ１-４（６-SO３）GlcNAc-Rをもつ糖鎖に高い親和性を示

すことに注目した．KN３４３抗体は同様の糖鎖をもつ硫酸

転移酵素発現細胞株を免疫源にして単離されたモノクロー

ナル抗体で，ヒト CD２２の細胞外領域と IgGの定常領域か

らなる融合プローブの細胞に対する染色を競合的に阻害す

る．この抗体を用いてヒトリンパ節の切片を染色すると，

リンパ節の皮質の深層に分布する高内皮細静脈が非常に強

く染色されると共に，胚中心領域においてその染色強度が

著しく低下していることが明らかにされた．また，このと

き硫酸化していない Siaα２-６Galβ１-４GlcNAc-Rを認識す

る GL７を用いると胚中心が弱く染色されていたことから，

KN３４３反応性の低下は硫酸化の発現抑制によりもたらさ

れていることが明らかとなった（図４）１５）．これらの結果は，

使用される機構は異なるものの，動物種にかかわらず

B細胞が活性化すると α２-６結合のシアル酸をもつ糖鎖の

発現は維持しつつ CD２２の糖鎖リガンドの抑制がおこるこ

とを示唆するものである．

お わ り に

本稿ではシアル酸分子の修飾の B細胞における機能に

関して，CD２２に関わる点に焦点を絞りいくつかのトピッ

クを提示したが，シアル酸を介した分子間認識はそれ以外

の系（細胞）においても行われており，ここで挙げられな

かったものは機能していないというよりは，実際にはまだ

まだ不明な部分が多い，というのが筆者の現時点での印象

である．これからのこの分野でのさらなる研究の進展によ
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図３ Siae 欠損マウスにおける B細胞に関わる
表現型

（A）Siae 欠損マウスにおける細胞表面での
９-O-アセチル化シアル酸の発現 ９-O-Ac-Sia
と特異的に結合する CHE-FcDプローブにより，
脾臓リンパ球ゲートの細胞を染色した．NF，
新生 B細胞，MZP，辺縁帯 B前駆細胞，MZ，
辺縁帯 B細胞，FO，濾胞 B細胞．Siae欠損マ
ウス（Siae∆２／∆２）ではコントロールマウス（C５７／
BL６）細胞と比較すると，各細胞種において，
細胞表面での CHE-FcD染色の強度が上昇して
いる細胞が検出された．
（B）シグナル強度仮説 B細胞の分化は分
化過程で受け取る BCRシグナルの強度により
調節される．各細胞種の右側には，これらを同
定するときに用いる細胞表面マーカーと IgM，
IgDについてはその発現量の強弱（hi／low）を
示す．Annual Review of Immunology; Vol-
ume２３, Page１６１―１９６より改変した．
（C）辺縁帯 B細胞及び濾胞 B細胞への分化の
影響 コントロールマウス（C５７／BL６）（上
段）と Siae 欠損マウス（Siae∆２／∆２）（下段）の
脾臓 B細胞の分化を（B）で示す細胞表面マー
カーを用いて多重染色し，その分化の程度を検
証した．リンパ球画分（左）のうち FO細胞に
相当する画分における細胞数（％）を示す．ま
た，複数種類の細胞が混合していると考えられ
る IgM強陽性画分に関しては，IgDの発現量に
応じてゲーティングし，それらの細胞での
CD２１の発現を調べることで，各種細胞への分
化を検討した（右）．それぞれの細胞種の割合
をヒストグラム内での数字で示す．Siae 欠損マ
ウスにおいて，顕著な辺縁帯 B細胞の減少が
みられた．
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り，この分からないことだらけの現状を打破できることを

期待する．なお，本稿の脱稿後，Pillaiらにより SIAE 遺

伝子がヒトの自己免疫発症とリンクする遺伝子であり，シ

アル酸修飾が末梢におけるトレランスを規定する因子であ

ることが報告されている．（Surolia I, et al, Nature,２０１０ Jul

８;４６６（７３０３）:２４３―７.）

ここで取り上げた仕事は多くの先生との共同研究の結果

である．本稿を終わるにあたって，特に愛知がんセンター
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大学サンディエゴ校 Ajit Varki先生，ハーバード医学研究

所 Shiv Pillai先生，京都大学生命科学研究科小堤保則先生
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図４ ヒト胚中心におけるシアロ糖鎖の発現
ヒトリンパ節の KN３４３（左）及び GL７（右）染色像 HEVは高内皮細静脈を，GCは胚中心領域を示す．
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