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新規抗糖鎖モノクローナル抗体を用いたリンパ球体内動態の解析

平川 城太朗，川島 博人

1. はじめに

免疫系では数多くの免疫細胞が血液・リンパを介して生
体内を循環し，外来抗原に対する監視を行っている．なか
でも末梢血を循環するリンパ球が，二次リンパ組織へと遊
走する現象はリンパ球ホーミングと呼ばれ，多段階の接着
分子カスケードにより厳密に制御されている．そのため，
これら接着分子カスケードを理解することは，リンパ球の
体内動態と組織指向性を理解するために重要である．接着
分子カスケードにおいて，硫酸化糖鎖である6-スルホシア
リルルイスX（後述）は，リンパ球の浸潤を媒介する高内
皮細静脈への初期接着を担うことから，リンパ球ホーミン
グに必須な糖鎖構造である．生体内に発現する糖鎖は微量
かつ多様な結合形式を持つため，特定の構造を持つ糖鎖の
発現を in vivoで解析することは難しい．そこで我々は，糖
鎖合成酵素欠損マウスと抗糖鎖モノクローナル抗体を作製
し，リンパ球ホーミングにおける糖鎖の機能解明を試みて
きた．本稿では，新規に樹立したリンパ球ホーミング阻害
作用を持つ抗糖鎖モノクローナル抗体を用いて行ったリン
パ球ホーミングにおける糖鎖の機能解明に関する研究成果
と，それら抗体のアレルギー疾患の抑制・治療への応用の
可能性について紹介したい．

2. リンパ球ホーミングにおける硫酸化糖鎖の機能

リンパ球ホーミングは効率よく免疫応答を誘導するた
めに備わった生体防御機構である 1‒3）．リンパ球が末梢リ
ンパ節，腸間膜リンパ節，パイエル板などの二次リンパ組
織へと移行する際には，“サイコロ状”の特殊な形態の内皮
細胞からなる高内皮細静脈（high endothelial venule：HEV）
に接着した後に組織内へと浸潤する（脾臓も二次リンパ

組織ではあるが，ホーミングメカニズムが異なるため本
稿では割愛する）．末梢リンパ節へのリンパ球ホーミング
は以下の三つのステップで制御されている（図1）4）．すな
わち，ステップ1：リンパ球上に発現するL-セレクチンと
HEV内腔に発現する硫酸化糖鎖6-スルホシアリルルイスX
との結合を介したリンパ球ローリング，ステップ2：HEV
内腔のヘパラン硫酸に提示されたケモカインとケモカイ
ン受容体との結合を介したシグナル伝達による接着分子
インテグリンの活性化，ステップ3：活性化インテグリン
と免疫グロブリンスーパーファミリーの接着分子 ICAM-1
（intercellular adhesion molecule-1），VCAM-1（vascular cell 

adhesion molecule-1）との強固な接着とリンパ組織への浸
潤であり，これら三つのステップを経てリンパ球はリンパ
組織実質へと移行する．このうちステップ1では，HEV内
腔に発現する硫酸化糖鎖6-スルホシアリルルイスXが，ス
テップ2ではヘパラン硫酸が重要な機能を担っている 5‒10）．

3. N-アセチルグルコサミン6位硫酸基転移酵素

6-スルホシアリルルイスXはガラクトース，N-アセチ
ルグルコサミン（GlcNAc）で構成されるN-アセチルラク
トサミン（LacNAc）構造にシアル酸，フコースおよび硫
酸基が付加した糖鎖である（図2）．6-スルホシアリルル
イスXの生合成には，N-アセチルグルコサミンの6位の
硫酸化が必要であり，硫酸化を触媒する硫酸基転移酵素
（ST）としてマウスではN-アセチルグルコサミン-6-O-ス
ルホトランスフェラーゼ（GlcNAc6ST）-1～GlcNAc6ST-4
がクローニングされている．四つの硫酸基転移酵素のう
ち，末梢リンパ節のHEVにはGlcNAc6ST-1, GlcNAc6ST-2, 
GlcNAc6ST-4の三つの硫酸基転移酵素が発現し，そのうち
GlcNAc6ST-1およびGlcNAc6ST-2がHEVに発現するシア
リルルイスXの硫酸化を担っていることが，GlcNAc6ST-1
とGlcNAc6ST-2を欠損するマウスを用いた解析により示
されている 9, 10）．GlcNAc6ST-2はHEV特異的に発現する硫
酸基転移酵素としてこれまでに同定され，別名LSST（L-
selectin ligand sulfotransferase）もしくはHEC-GlcNAc6ST
（high endothelial cell GlcNAc-6-O-sulfotransferase） と も 呼
ばれる 10）．我々はこれまでにGlcNAc6ST-2の遺伝子座
にCreリコンビナーゼをコードする遺伝子を挿入した細
菌人工染色体（BAC）を用いて，新規トランスジェニッ
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ク（Tg）マウスであるGlcNAc6ST-2-Cre Tgマウスを作製
した．Rosa26レポーターマウスとの掛け合わせにより，
GlcNAc6ST-2-Cre Tgマウスは，末梢リンパ節HEVにお
いてCreリコンビナーゼを強発現することを確認した 11）．
HEV内腔に発現するヘパラン硫酸の機能を解析するため，
このGlcNAc6ST-2-Cre Tgマウスとヘパラン硫酸鎖伸長酵
素EXT-1flox/floxマウスとの交配を行い，HEV特異的ヘパラ
ン硫酸欠損マウスを作製した 8）．同変異マウスの詳細な解
析の結果，HEV内腔に発現するヘパラン硫酸はケモカイ
ンをリンパ球に提示することで，リンパ球ホーミングを促
進することが明らかとなった 8）．
また我々は，GlcNAc6ST-1, GlcNAc6ST-2二重欠損（DKO）

マウスを用いて，DKOマウスでは末梢リンパ節，腸間膜
リンパ節，鼻咽頭関連リンパ組織（nasal-associated lym-
phoid tissue：NALT）へのリンパ球ホーミングが著しく減
少することを明らかにしてきた 5, 12）．NALTは鼻腔から侵
入した抗原に対する免疫をつかさどる粘膜リンパ組織で，
マウスではアレルギー性鼻炎の誘導部位となるリンパ組
織である．DKOマウスを用いてNALTへのリンパ球ホー
ミングを解析すると，DKOマウスのNALTではリンパ球
ホーミングが抑制され，NALTを構成するリンパ球数が減
少した．DKOマウスに抗原を経鼻投与して解析を行った
ところ，抗体のクラススイッチに関与する IL-4の発現誘
導が抑制され，野生型マウスと比較して血清中の抗原特
異的 IgE量が低下した．また抗原投与の直後にみられるく
しゃみ・鼻かき行動などのアレルギー症状が緩和される
ことが明らかとなった 12）．一方で，免疫抑制性のT細胞と
して知られる制御性T細胞のNALTへのホーミングはDKO
マウスでは抑制されないことを見いだした．さらなる解析
の結果，制御性T細胞のNALTへのホーミングには硫酸化
糖鎖だけでなく，P-セレクチン／PSGL-1（P-selectin glyco-
protein ligand-1）相互作用およびCD44／ヒアルロン酸相互
作用が関与することが明らかとなった 12）．

4. 新規抗糖鎖モノクローナル抗体の作製

糖鎖は生体内に広く存在することから，一般的にその
免疫原性は低く，糖鎖に対するモノクローナル抗体を作
製することは非常に難しい．我々はこの問題を解決する
ために，硫酸基転移酵素DKOマウスに硫酸化糖鎖を発現
するCHO-K1細胞を免疫することで，新たにヒトおよびマ
ウスに反応できる抗糖鎖モノクローナル抗体S1とS2を樹
立した（S1およびS2の頭文字のSは硫酸基を認識するク
ローンであるという意味を持つ）13）．両クローンはHEV内
腔に発現する6-スルホシアリルルイスX（および6-スルホ
シアリルLacNAc）を特異的に認識する（図3A）．S1はO
型糖鎖上の6-スルホシアリルルイスXへの結合性が強く，

図2 L-セレクチンが認識する糖鎖構造
リンパ球上に発現するL-セレクチンはHEV内腔のコアタンパ
ク質に付加している硫酸化糖鎖6-スルホシアリルルイスXを認
識する．6-スルホシアリルルイスXはN型糖鎖およびO型糖鎖
上に存在するが，図ではO型糖鎖のみを示している．

図1 リンパ球ホーミングカスケード
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S2はS1に比べ認識する糖鎖構造が広く，N型およびO型
糖鎖上の6-スルホシアリルルイスXを認識できる違いが
ある．そのため野生型マウスにS2を投与すると，上述の

DKOマウスでみられたようなリンパ球ホーミングのほぼ
完全な抑制がみられるが，S1では部分的な抑制効果のみ
がみられる．さらに接触性皮膚炎モデルマウスにS2を投
与すると，マウスの耳介腫脹が有意に抑制された 13）．6-ス
ルホシアリルルイスXを構成するシアル酸は，ヒトとマウ
スではアシル基の修飾が異なることが知られている．マウ
スでは，シアル酸はN-アセチル体（Neu5Ac）およびN-グ
リコリル体（Neu5Gc）として存在するが，ヒトではN-ア
セチル体からN-グリコリル体へ変換する水酸化酵素であ
るCMP-N-acetylneuraminic acid hydroxylase（Cmah）が欠損
するため，シアル酸はN-アセチル体（Neu5Ac）として存
在する（図3B）．そのためげっ歯類をヒト型糖鎖で免疫し
て作製された抗糖鎖モノクローナル抗体は，しばしばN-
アセチル体のシアル酸を選択的に認識し，マウスを用いた
研究に利用できないものが多い．この問題を解決するた
めに我々は，一過性にCmahを発現させたCHO-K1細胞を
免疫原として用いた．数回免疫後に脾細胞を調製し，ポ
リエチレングリコール（PEG）法を用いて細胞融合を行っ
た．抗体のスクリーニングには，野生型およびDKOマウ
スの末梢リンパ節を用いた免疫組織染色を使用した．スク
リーニングとクローニングを重ねた結果，マウス IgMモノ
クローナル抗体である上述のS1およびS2の樹立に成功し
た．S1およびS2は疾患モデルマウスを用いた解析だけで
なく，ヒト潰瘍性大腸炎や慢性胃炎で誘導されるHEVを
検出できるため，ヒトを対象とした臨床研究にも利用可能
な，汎用性の高い抗糖鎖モノクローナル抗体である 13）．

5. 抗糖鎖モノクローナル抗体を用いたアレルギー疾患
の抑制・治療への応用に向けて

上述のように二次リンパ組織である末梢リンパ節や鼻咽
頭関連リンパ組織へのリンパ球ホーミングには硫酸化糖鎖
が必須であることから，硫酸化糖鎖を欠損したマウスでは
著しくリンパ球ホーミングが抑制される．すなわち，リン
パ球ホーミングを阻害する抗糖鎖モノクローナル抗体を用
いることで，硫酸基転移酵素欠損マウスでみられたような
免疫抑制が可能となる．これまでに接触性皮膚炎ではS2
による抑制効果が示されているが，さらにアレルギー性鼻
炎等のアレルギー疾患をターゲットとした治療が可能であ
ると考えられる．実際に，S2を野生型マウスに投与する
とDKOマウスでみられたようなリンパ球ホーミングの抑
制がみられ，抗原特異的な IgE産生が低下するとともに，
くしゃみなどの鼻炎症状が緩和されることがわかってきた
（未発表データ）．
我々はさらに，S1およびS2を作製した際と同様な手法

を用いて，フコース転移酵素欠損マウスの免疫を行い，新
たにシアリルルイスXに対するモノクローナル抗体である

図3 モノクローナル抗体が認識する糖鎖構造
（A）S1, S2は6-スルホシアリルルイスXおよびフコース残基を
欠く6-スルホシアリルLacNAcを認識する．F2はシアリルル
イスXを認識する．（B）糖鎖の非還元末端に付加するシアル
酸には，アシル基の修飾が異なる分子種が存在し，マウスで
はN-アセチル体（Neu5Ac）とN-グリコリル体（Neu5Gc）が
存在する．ヒトではN-アセチル体からN-グリコリル体に変換
する水酸化酵素であるCMP-N-acetylneuraminic acid hydroxylase
（Cmah）が欠損しているため，N-アセチル体（Neu5Ac）のみが
存在する．
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F2を樹立した 14）（図3A）．F2はヒトおよびマウスのシアリ
ルルイスXを認識するマウス IgG1抗体で，リンパ球ホー
ミングを強く抑制する．シアリルルイスXはHEV内腔だ
けでなく，白血球上にも発現することから，F2は気管支
喘息の治療等に利用できるのではないかと考えられる．

6. おわりに

糖鎖は生体内で多様な機能を担っていることから，糖鎖
の機能を明らかにすることは重要な研究課題であるが，微
量の糖鎖を高感度に検出し，かつ，その機能を解析するこ
とはとても難しい．我々は，免疫系における糖鎖の機能
に着目し，生体防御機構であるリンパ球ホーミングには
HEV内腔に発現する硫酸化糖鎖が必須の役割を果たすこ
とを，糖鎖合成酵素欠損マウスおよび抗糖鎖モノクローナ
ル抗体を用いた研究により明らかにしてきた．抗糖鎖モノ
クローナル抗体を用いた応用研究の一例として，S2を用
いてセルソーティングしたHEVのトランスクリプトーム
解析から，特殊な血管であるHEVの機能も徐々にわかり
つつある 15）．新たな応用として，抗糖鎖モノクローナル
抗体を治療抗体として投与し，リンパ球ホーミングに関与
する糖鎖の機能を阻害することで，接触性皮膚炎だけでな
くアレルギー性鼻炎，気管支喘息などのアレルギー疾患の
新しい治療法の開発に道が開かれることが期待される．
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