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略語一覧	
 

 

APC 抗原提示細胞（antigen-presenting cell） 

BNCP biantennary N-linked core pentasaccharide 

BSA ウシ血清アルブミン（bovine serum albmin) 

CHO チャイニーズハムスター卵巣細胞（chinese hamster ovary cell） 

CLR C-型レクチン受容体（C-type lectin receptor） 

CRD 糖鎖認識ドメイン（carbohydrate recognition domain） 

CTL 細胞障害性 Tリンパ球（cytotoxic T-lymphocyte) 

DC 樹状細胞（dendritic cell) 

DC-SIGN 樹状細胞特異的 ICAM-3結合ノンインテグリン（dendritic cell-specific 

 	
 	
 	
 	
 	
  ICAM-3 grabbing nonintegrin） 

DPPC  ジパルミトイルホスファチジルコリン

（Dipalmitoylphosphatidylcholine） 

DPPE  ジパルミトイルホスファチジルエタノールアミン

（Dipalmitoylphosphatidylethanolamine） 

EDTA エチレンジアミン四酢酸 

EPN Glu-Pro-Asn 

FACS Fluorescence-activated cell sorter 

FITC fluorescein isothiocyanate 

FL fucosyllactose 

GlcNAc N-アセチルグルコサミン 
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HBSS Hank’s balanced salt solution 

HIV ヒト免疫不全ウイルス 

HPLC 高速液体クロマトグラフィー 

IL インターロイキン 

Le ルイス（lewis） 

LNDFH lacto-N-difucohexaose 

LNFP lacto-N-fucopentaose 

LNT lacto-N-tetraose 

LPS Lipopolysaccharide 

Man2 マンノビオース（mannobiose） 

Man3 マンノトリオース（mannotriose） 

Man5 マンノペンタオース（mannopentaose） 

MHC 主要組織適合性抗原 

 (major histocompatibility complex class) 

MMR マクロファージマンノース受容体 

NGL Neo-glyco lipid 

ODN オリゴデオキシヌクレオチド（oligodeoxynucleotide） 

OML オリゴマンノース被覆リポソーム 

 (oligomannose-coated liposome) 

OVA  卵白アルブミン 

PAA ポリアクリルアミド 

PAMPs 病原体関連分子パターン (pathogen-associated molecular pattern) 
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PBS リン酸緩衝食塩水 

PE phycoerythrin 

PRRs パターン認識受容体（pattern recognition receptor） 

SIGNR  DC-SIGN関連分子（DC-SIGN related molecule） 

TCR T細胞受容体（T-cell receptor） 

Th ヘルパーT細胞（helper T cell） 

TLC 薄層クロマトグラフィー（thin-layer chromatography） 

TLR Toll様受容体（Toll-like receptor) 
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第１章	
 研究の背景	
 

1-1	
 細胞免疫応答を誘導できる新規抗原送達システムの必要性とリポソーム媒体の送達シス

テムとしての有用性	
 

	
 様々なウイルス感染症やマラリアをはじめとする多くの原虫感染症は全世界的に未だ主要

な死因となっており、これら疾患の予防ないし治療に用いるためのワクチン開発は緊急の課

題となっている。一方で、がんにおいても免疫療法に死するワクチンの開発が望まれている。

ウイルス感染症、原虫感染症およびがんの制御には、共通して抗原特異的な CD8+ 細胞障害

性 Tリンパ球（CTL）が重要な役割を担っている。加えて、様々な疾患に応じて CD4+ Tリ

ンパ球からヘルパーT（Th）細胞への分化も必要である。Th 細胞の中でも Th1 細胞と Th2

細胞は互いに拮抗作用をもつ事が知られており、Th1細胞は CTLの誘導に不可欠であるが、

Th2 細胞の誘導はがんやアレルギーのワクチンや細胞内寄生病原体に対するワクチンにとっ

て好ましくない影響を与える。従って感染症やがんに対するワクチンは CD8+	
 及び CD4+	
 T

リンパ球をともに活性化し、抗原特異的な CTL および Th1 細胞、そのなかでも細胞性免疫

応答を誘導できるものでなければならない。しかし、現在使用されているワクチンは基本的

に抗原特異的な液性免疫を誘導するものが主流となっており、抗原特異的な細胞性免疫を誘

導できるワクチンはほとんど存在しない。 

	
 外部から侵入した病原体に対する免疫応答は、次のようなメカニズムで誘導される事が知

られている。まず、末梢領域において抗原提示細胞（APC）の一つである未熟な樹状細胞（DC）

が病原体を捕捉した後、活性化・成熟して所属リンパ節の T細胞領域に遊走する。一方で DC

内部では病原体が分解され、その一部が抗原ペプチドとして自身の主要組織適合性抗原

（MHC）クラス I または II 分子上に提示される。さらに DC が移動した所属リンパ節にお

いて、ナイーブ CD8+及び CD4+T リンパ球が MHC 分子上に提示された抗原ペプチドを認
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識・活性化し、それぞれ機能を持つリンパ球へと分化する事で獲得免疫応答が誘導される。

すなわち、APCの一つである DCは、自然免疫応答とその後に引き続く獲得免疫応答の誘導

において、非常に重要な役割を担っている細胞であるといえる 1)-3)。従って新しいワクチンに

用いる抗原送達システムを設計する場合には、DC への選択的な標的化とその機能調節を可

能とするシステムが求められる 4)-6)。 

	
 ワクチンに適した抗原送達システムは、次に述べるような幾つかの基準を満たしている必

要がある 6)。第一に、APC特に DCに対する特異的な標的化が可能であることが必要である。

第二に、MHC クラスⅠに抗原ペプチドを提示させる経路に抗原を送達できる必要がある。

通常、DCに取り込まれた外来性抗原はMHCクラス IIに優先的に提示される。一方、MHC

クラス I に提示されるペプチド抗原は、内在性タンパク質由来のペプチドである。しかし、

外来性抗原であっても MHC クラス I に提示される場合がある。これをクロスプレゼンテー

ションと呼んでいる。クラス Iへの抗原提示は抗原特異的な CTLを誘導するためには必須で

あるので、細胞性免疫誘導能を持つワクチンに用いる抗原送達システムにはクロスプレゼン

テーション能力が必須となる。第三として、APCに対して刺激シグナルを伝達できる必要が

ある。この刺激シグナルが伝達されないと免疫寛容が誘導されてしまう。例えば、抗原を結

合させた抗 DEC205 抗体は効果的に APC に対して抗原を送達し、その後その抗原を MHC

クラス Iへ提示する経路にのせることができる。しかし、T細胞に対して APCから補助刺激

シグナルが同時に伝達されない場合、この抗原を結合させた抗 DEC205抗体は、抗原特異的

な CD4+/CD25+ 調節性 T 細胞を誘導してしまい、結果として抗原に対する免疫寛容を引き

起こす。第四に、幅広い MHC に適合するようになるべく大きく多様な抗原配列を抗原送達

媒体に挿入できることも求められる。例えば、脂質二重層からなる小胞であるリポソームは、

水溶性の抗原タンパク質のような高分子を内部に、また脂質のような非極性抗原を脂質二重



* 9 

層の中に取り込むことができるため、抗原送達媒体として優れている。現在までに様々なリ

ポソームを含む多数の粒子キャリアが DCへの抗原送達および T細胞応答誘導を達成すべく

試されている 7),8)。一つの事例をあげると、抗原と CpG-ODN を被覆した中性もしくは酸性

のリン脂質で構成されたリポソームは生体内で DCに抗原を送達し、抗原特異的な CTLの誘

導に成功している。DC に特異的な受容体とそのリガンドとの間の相互作用を利用すること

は DC と送達したい抗原との間の相互作用を増強できるので、特異的な抗原送達のためには

好ましい方法だと考えられる。例えば DCに特異的な Fc受容体やインテグリンに対する抗体

と抗原との免疫複合体によって抗原を DC へ送達することも試みられており、抗原の効率的

な DCへの取り込み、抗原ペプチドのクロスプレゼンテーション、さらに T細胞の活性化な

どがこれらの複合体によって誘導されることが示されている 9),10)。 

 

1-2 抗原提示細胞上の標的分子としての C-型レクチン受容体 

	
 APCによる病原体の貪食とその分解は、生体防御上で非常に重要なプロセスである。多く

の病原体は病原体関連分子パターン（PAMPs）と呼ばれる類似の構造を有しており、APC

はこの PAMPs を認識する様々なパターン認識受容体（PRR）をその細胞膜上に発現してい

る。最もよく研究されている PRR として、2011 年度のノーベル医学生理学賞の受賞対象に

なった Toll様受容体（TLR）ファミリーがある 11)。グラム陰性菌の細胞表面に存在するリポ

多糖のような PAMPsは APC上の TLRを介してシグナルを伝達し、炎症性のサイトカイン

を産生させる。更に APCの成熟も引き起こし、自然免疫応答と獲得免疫応答を誘発する。こ

のような報告からも、TLRが自然免疫応答や獲得免疫応答の基軸受容体の一つになっている

事は間違いないが、TLRそのものには病原体の貪食を媒介する能力はない。そのため、抗原

送達のための標的として TLRを選択することは適切ではない。 
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 一方で、Table 1-1に示したように、免疫に関与する細胞は貪食受容体として機能する事が

出来る C-型レクチン受容体（CLR）を数多く発現しており、その機能が近年注目されている

12),13)。CLRは１回膜貫通型の２型膜タンパク質で、いくつかの CLRはその分子内領域に、

抗原の取り込みや細胞内での後期エンドソームへの移送に関与するようなモチーフを有して

いる。CLRが持っているこのような機能から、APCに発現している CLRを APCへ

の選択的な抗原送達のための標的として利用できると考えらている。さらに最近の研

究より、CLRはその分子内領域に免疫受容体活性型チロシンモチーフや免疫受容体抑制型チ

ロシンモチーフを有しており、T細胞の分化を決定づけるサイトカインの産生誘導に関わる

シグナル伝達系を調節できる事が明らかとなってきた 13)。従って、抗原送達とその後の機能

調節といった両面から、APC上の CLRをターゲットとする事は、APCへの新規抗原送達シ

ステムを構築するうえで大変理にかなった方法だといえる。実際、APC上に発現が限られて

いるマクロファージマンノース受容体（MMR; CD206）や樹状細胞特異的 ICAM-3結合ノン

インテグリン（DC-SIGN)、dectin-1のような CLRに対して特異的な抗体を用いて標識化す

る事で抗原を細胞の後期エンドソーム、リソソームに移送し、MHC上で抗原提示をさせ T

細胞を活性化できることが示されている 14）,15）。 

	
 また、C-型レクチンファミリーは一つ以上の糖鎖認識ドメイン（CRD）を有しており、Ca2+

依存的に糖鎖を認識する分子の一群である。この CRD を通して、CLR は病原体表面の糖鎖

構造に結合し、病原体を認識し貪食する。従って CLRへのターゲティングシグナルとしてそ

れぞれの CLRに対して選択的に結合する糖鎖を利用する事が可能である。糖鎖は抗体に比べ

分子として小さく、安定であり、化学的に合成できることから、抗体に比べて優れた利点を

もっている。特に DCには、MMRや DC-SIGN、DC-SIGN関連分子 (SIGNRs)や Langerin

（CD207）のように、分子内に Glu-Pro-Asn（EPN）モチーフを持ちマンノース、N-アセチ
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ルグルコサミン（GlcNAc）およびフコースを認識する CLRが数多く発現している 13)。また、

マンノースを末端にもつ糖鎖は、生きているほ乳動物細胞ではまれにしか細胞表層に発現し

ていないのに対し、多くの病原体表層で共通にみられる糖鎖構造の一つである。従って、末

端にマンノースを有する糖鎖は、これらの CLRを介して抗原や薬剤を送達するためのターゲ

ティングシグナルとして大変有用であると考えられる。 

 

1-3 マウス CLR, SIGNR1 

	
 DC-SIGNはヒトの単球由来 DCに強く発現している CLRとして知られており、また皮膚

や粘膜あるいはリンパ節の DCのサブセットにも発現しているため、DCへの選択的な抗原

送達においてよい標的分子になると考えられている 20）。DC-SIGNは高マンノース型の糖鎖

やフコースを含むルイス血液型糖鎖に高い親和性を示し、HIVやMycobacterium 

tuberculosis, Helicobacter pylori等の病原体を認識することが知られている。ヒトDC-SIGN

のホモログとしてマウス DC-SIGNとそれに関連したいくつかの分子（SIGNR1〜SIGNR8）

がマウスのゲノムにはエンコードされている 24)。ヒト DC-SIGNと同様にマウス DC-SIGN

も DCに発現していることが知られているが、構造的にはヒト DC-SIGNと異なっており、

また糖鎖への結合性についても見いだされていない。一方マウスが有する多くの SIGN関連

分子（SIGNRs）の中で、SIGNR1は構造的にヒト DC-SIGNと類似しており、ヒト DC-SIGN

とおなじ糖鎖構造や病原体を認識できることから、ヒト DC-SIGNの構造的・機能的な相同

体と考えられている（Fig. 1-1）28)。しかしながら、SIGNR1の発現パターンはヒト DC-SIGN

とは全く異なっており、脾臓のマージナルゾーンマクロファージや腹腔内常在性マクロファ

ージに強い発現が見られるが、骨髄由来の DCでの発現は見られないと報告されている 23)。

しかし、腹腔内のマクロファージの一部は DC様の抗原提示細胞に分化できることが知られ
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ていることから、DCでの SIGNR1発現については未だに不明な点がある。筆者は腹腔内の

常在性マクロファージの中でDC様の抗原提示細胞に成熟できる細胞に SIGNR1が一定量発

現していることを見いだしている 29)。 

 

1-4 新規抗原送達媒体としてのオリゴマンノース被覆リポソーム 

	
 このような考えに基づいて当研究室では、オリゴマンノース被覆リポソーム（OML）をプ

ラットホームとして用いて、抗原送達システムの構築を試みている。OMLはジパルミトイル

ホスファチジルコリン（DPPC）とコレステロール、およびマンノトリオース（Man3; 

Manα1-6( Manα1-3) Man）を有する人工糖脂質（モル比 10:10:1）から構成された、粒径お

よそ 1μmのリポソームである（Fig. 1-2）16）。リポソームの表面はマンノースで覆われてい

るため、他の糖鎖修飾粒子と同様に貪食細胞に容易に貪食される。これまでの研究により、

OMLをマウス腹腔内に投与すると 1時間以内に腹腔の常在性腹腔内マクロファージ(rpMΦ)

および DC様細胞に貪食されることがわかっている 18）。また、OVAの抗原ペプチドに対す

る T細胞受容体（TCR）のトランスジェニックマウスである OT-1および OT-2由来の T細

胞を用いた検討によると、OVAを含む OMLで感作した抗原提示細胞は、OVAを含む糖鎖

を被覆していないリポソームや OVAそのものに比べ、それぞれ 1/100および 1/1000の抗原

量で抗原特異的な CD8+あるいは CD4+T細胞応答を誘導する事ができた 18）。この結果から、

OMLに封入された抗原は、効率的に抗原提示細胞のMHC classⅠおよび classⅡ分子上に提

示され、それぞれ CD8+および CD4+T細胞を活性化することが出来る事が判明した。また、

OMLは Th1分化誘導に必須である IL-12の選択的な産生を促すとともに、CD40や CD80、

CD86といった T細胞を活性化する共刺激分子の発現上昇を誘導するアジュバント活性も有

している 19）。これらのことから、OMLは細胞性免疫を誘導出来る抗原送達媒体として大変
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優れた特性をもつといえる。実際 OMLを基盤としたワクチンによって様々な原虫感染症、

がん、あるいはアレルギーの発症予防や発症後の病態コントロールに成功している 16)。これ

までの研究から、Fig. 1-3に示す様な機構が想定されているが、OMLのような糖鎖被覆リポ

ソームにより誘導される細胞性免疫の詳細なメカニズムや、OML受容体分子とその受容体の

糖鎖選択性に関しては未だ不明な点が多い。特に、DCへの選択的な送達と免疫応答誘導の

ために OMLを用いることの妥当性については明らかではなかった。 

	
 これまで小島らは、マウス腹腔マクロファージが OMLを取り込む際の機能的な受容体が

SIGNR1であることを明らかにした 20)。また最近では、微生物上への C3の沈着が微生物上

の多糖と補体 C１qの SIGNR1への結合によって引き起こされ、それに引き続き補体系の古

典的経路が活性化されることが示されている。また著者らは、SIGNR1が抗原提示細胞の成

熟を調節していると考えられている Lynのような Srcファミリーキナーゼとともにマイクロ

ドメインに局在していることも見いだしている 21)。このようにマウスにおいて SIGNR1が糖

鎖被覆リポソームを基盤としたワクチンの最も有力な受容体と考えられる。そのため糖鎖被

覆リポソームをプラットホームとして用いた新規ワクチンの効果をマウスモデルで検証し最

適化してゆく上で、SIGNR1の糖鎖被覆リポソームの貪食選択性や糖鎖被覆リポソームによ

る SIGNR1を介したシグナル伝達系の解析が必須となる。 

 

1-5 従来の CLRの糖鎖結合機能の評価方法と人工糖脂質を用いた新規評価方法 

	
 これまで述べたように、CLRは病原体の取り込みと細胞の機能調節の両方において重要な

機能を有しているため、新規ワクチン構築のための優れた標的分子になりうる。従って、CLR

の病原体取り込み受容体としての機能評価、なかでも糖鎖結合特異性の評価は、糖鎖をリガ

ンドとした新規ワクチン構築のためには必要不可欠である。また、CLRは生体内において貪
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食受容体として機能しているだけでなく、自己の糖タンパク質などのエンドサイトーシス受

容体、あるいは細胞認識・接着分子としても機能しており、これらの機能を通してホメオス

タシスにも重要な役割を担っていると考えられている 22)。これらのことから、CLRには貪食

受容体としての機能や細胞接着としての機能、また自己や非自己の認識というような多様な

機能をもっている（Fig. 1-4）。しかし、CLR自身が病原体の糖鎖と自己の糖鎖を区別する事

はなく、また貪食と細胞接着という機能の違いによっても糖鎖をそれぞれ区別することはな

いと一般的には考えられている。 

	
 既に多くの研究者によって、CLRの糖鎖認識特異性については検討されている 23)-26)。これ

らの報告では、可溶化組換え CLRによる固相化された糖鎖プローブへの結合を指標として評

価される方法を用いられている。一般的には CLRの機能の違いによって CLRの糖鎖選択性

が異なることはないと信じられているので、可溶性組換え CLRでの糖鎖結合特異性が細胞表

面に存在している CLRの糖鎖認識特異性として受け入れられている。しかしこれまでの報告

を比較してみると、それぞれの研究で用いる可溶型CLRや糖鎖プローブの違いによってCLR

の糖鎖認識特異性が異なっている場合がある。本論文の主題となる SIGNR1の糖鎖認識特異

性を例としてあげれば、人工糖脂質固定化固相と可溶化組換え SIGNR1を用いて研究した

Galustianらのチームは、Leaや Lexのようなルイス式血液型抗原糖鎖のほうがマンノースを

含む糖鎖よりもより選択的に認識されると報告している 23)。しかし、Takaharaらの研究チ

ームでは、糖鎖マイクロアレイと evanescent-field fluorescence-assisted systemを用いて可

溶化組換え SIGNR1の糖鎖認識結合特異性を検討し、SIGNR1はマンノースを含む糖鎖には

強く結合するが、Leaや Lexのようなフコースを含む糖鎖は認識しないと結論づけている 26)。

また、Powleslandらの報告では、可溶型組換え SINGR1の糖鎖マイクロアレイに対する結

合性そのものを見いだしていない 24)。生理的な条件下において、CLRは細胞膜に存在し、場
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合によっては細胞膜上でオリゴマー構造を形成することで、貪食受容体や細胞接着分子とし

ての機能を果たしている。従って、生体内原位置での CLRの糖鎖認識特異性あるいは選択性

を評価するためには、可溶型 CLRではなく、生理的な条件、すなわち細胞膜上に埋まった状

態の CLRを用いて、機能に基づいた糖鎖認識特異性・選択性を系統的に評価する必要がある。	
  

	
 CLRは貪食・エンドサイトーシス受容体と細胞接着分子といった、あるいは非自己認識と

自己認識というような機能の二面性を持っている。そのため、糖鎖を CLRの標的シグナルと

して用いて新規ワクチン、抗原送達システムを構築する場合には、CLRの貪食機能に着目し

て評価することが望ましい。これまで貪食機能を評価する場合には、一般的な手法として、

微生物あるいは微生物由来の高分子多糖体がプローブとして用いられている 30)。しかし、微

生物表面には多様な糖鎖はもちろん他の様々な分子が存在しており、またその糖鎖構造も不

均一であるため、貪食能の糖鎖選択性を解析する上で適切なプローブとはいい難い。従って、

これまで貪食機能に着目して CLRの糖鎖選択性を構造既知の糖鎖プローブを用いて系統的

評価した研究は非常に少なく、CLRを介した貪食過程での詳細な糖鎖選択性についは不明な

点が多い。実際、可溶化ヒト DC-SIGNのホモログである SIGNR1と SIGNR3はどちらも

末端マンノースを有する糖鎖やルイス血液型糖鎖に強い親和性を示すが、これら CLRを介し

た細胞への細菌の取り込みでは顕著な違いがみられている 27)。 

	
 当研究室では、ジパルミトイルフォスファチジルエタノールアミン （DPPE）のアミノ基

とオリゴ糖の還元端のアルデヒド基との間を還元アミノ化法で縮合させた人工糖脂質で被覆

したリポソームを用いて、新規抗原送達システムの構築を行ってきた。ここで用いられる人

工糖脂質は両親媒性物質であり、その疎水部分は DPPC、コレステロール、人工糖脂質から

なるリポソームの脂質２重層に容易に取り込まれ、またオリゴ糖部分はその親水性のために

水層に向かって露出する。そのため、構造既知のオリゴ糖から多様な人工糖脂質のライブラ
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リーを作製しておけば、構造既知の様々な糖鎖が表面に露出したリポソームのライブラリー

を構築することが可能となる。また、リポソーム上の糖鎖の密度も容易にコントロールする

ことができる。また、人工糖脂質は容易にプラスチックの固相上に固定化することができる

ことから、固定化人工糖脂質のアレイを用いて CLRを介した細胞接着も簡便に評価すること

が可能である。すなわち、構造既知の多様な人工糖脂質は細胞表面に発現した CLRの貪食受

容体あるいは細胞接着分子としての糖鎖結合選択性を解析する上で理想的なツールとなるは

ずである。 

 

1-6本研究の目的 

	
 そこで本研究では、CLRの機能解析における人工糖脂質の有用性を明らかにし、CLR

の機能に関連づけて CLRの糖鎖選択性を評価することを目的とした。そのために 14種類の

構造既知のオリゴ糖より Table 1-2に示す 14種類の人工糖脂質を合成した。本論文において

は次章以降、Table 1-2に示した人工糖脂質を必要に応じて用いることで、人工糖脂質被覆リ

ポソームあるいは人工糖脂質固定化固相を調製し、CLR の機能と関連付けて CLR の糖鎖結

合特異性を評価することを試みた。まず第２章では、糖鎖認識特異性が類似している三つの

マウス CLR、SIGNR1、SIGNR3および Langerinの貪食受容体としての糖鎖選択性につい

て糖鎖構造が明確な人工糖脂質を様々な比率で含むリポソームを用いて比較検討した。第３

章においては、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 に SIGNR1 を安定的に発現させた

細胞を用いて、貪食細胞上に発現している SIGNR1の貪食受容体としての糖鎖選択性と糖鎖

認識分子としての糖鎖結合特異性について人工糖脂質被覆リポソームおよび人工糖脂質固定

化プレートを用いて系統的に評価した。このような機能性の違い、つまり CLRが貪食受容体

として機能した場合と細胞接着分子として機能した場合では糖鎖選択性が異なることから、
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細胞内での免疫応答も機能によって異なる事が考えられた。そのため第４章では、SIGNR1

の様々な機能、すなわち貪食受容体、エンドサイトーシス受容体および接着分子としての機

能が TLR4 を介した炎症性サイトカインの産生にどのような影響を与えるかを人工糖脂質被

覆リポソームと、SIGNR1 分子を恒常的に発現している RAW 細胞（RAW-SIGNR1 細胞）

を用いて検討した。さらに、以上のような検証を通して、人工糖脂質の有用性と OML を抗

原送達の媒体として用いる妥当性について考察した。 
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Table 1-1. Myeloid cells express variety of CLRs 

                                                                 

CLR Cell types Carbohydrate specificity   

MR (CD206) DC, Mo, Mφ,   Man, Fuc, GlcNAc 

Dec205 (CD205) DC, LC, Mφ, B Man, Fuc, GlcNAc 

Endo180 MØ  Man, Fuc, GlcNAc        

DC-SIGN (CD209)  DC, Mφ  Mannan, high mannose 

   Fuc, Lewis antigens, Man 

SIGNR1 (CD209b)  Marginal zone Mφ, Mannan, high mannose 

 Peritoneal Mφ Fuc, Lewis antigens, Man 

SIGNR3  DC?, Mφ?  Mannan, high mannose 

   Fuc, Lewis antigens, Man 

Dectin-2 DC, Mφ  High mannose 

BCDA-2 DC  Unknown 

DCIR DC, Mo, Mφ, B Lewis b, mannotriose 

Langerin (CD207) LC, DC  Man, Fuc, GlcNAc 

MGL DC, Mφ  GalNAc, Gal, Lex             

Dectin-1 DC, LC, Mφ  beta-glucan 

CLEC-1 DC, EC  Unknown 

DCAL DC  Unknown                

DC; Dendriti cell, Mo; Monocyte, Mφ; Macrophage, LC; Langerhans cell,  

B: B cell, EC: Endotherial cell 
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Table 1-2. Schematic diagram of structures of the oligosaccharides in neoglycolipids 

used in this thesis. 
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Fig. 1-1. Relationship among hDC-SIGN, mSIGNR1 and mSIGNR3.   

(A)Phylogenetic tree of C-type lectin receptors. (B)The table is                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

compared among each CLRs. ND: not determined, Man: mannose, Fuc: Fucose, GlcNAc: 

N-acetyl Glucosamine, HIV: human immunodeficiency virus, M tuberculosis: Mycobacterium 

tuberculosis, C albicans: Candida albicans, DC: Dendritic Cell. Scores based on results from 

Ref.28. 
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Fig. 1-2. Representation of an oligomannose-coated liposome (OML).  Neoglycolipids 

containing oligomannose were prepared by reductive amination of an aldehyde group at the 

end of the mannotriose (Man3) or mannopentaose (Man5) with an amino group of DPPE. 

OMLs are prepared from DPPC, cholesterol, and Man3-DPPE at a molar ratio of 10:10:1 by 

intense vortex dispersion with antigen-containing PBS and extruded through a 1µm pore 

membrane. The electron microscopic picture of OMLs was taken by BioMed Core Inc. under 

the collabolation with our labolatory, and used in this thesis with the permission from 

BioMedCore Inc. 
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Fig. 1-3. Presumed mechanism of induction of anti-tumor and anti-infectious immunity 

by OMLs.  OMLs are ingested into APCs via CLRs. The encapsulated antigens are 

degraded in intracellular compartments and the antigenic peptides are presented efficiently 

on both MHC class II and class I molecules. OML uptake also triggers activation of 

un-identified signaling pathway, which leads enhanced expression of co-stimulatory 

molecules (e.g. CD80 and CD86) and chemokine receptors such as CCR7 on APCs, and 

preferential production of IL-12 from the APCs. Naive CD4+ T cells (Th0) are activated by 

antigen-presented MHC class II on APCs that take up OMLs, and the activated Th0 cells 

predominantly differentiate into Th1 phenotype in the presence of IL-12 produced by 

OML-ingested APCs. Naive CD8+ T cells (Tc) are activated by antigen-presented MHC class 
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I on APCs. The Th1 cells produce IFN-γ, which can help differentiation of naive CD8+ T cells 

to CTLs. 

	
 

Fig. 1-4. Multiple function of CLRs on APCs. CLRs are particularly important for 

recognition and uptake of pathogens into intracellular compartments of DCs, leading to 

processing and presentation of antigens on MHC class I and II molecules, and therefore, 

CLRs on phagocytic cells often called phagocytic receptors . CLRs may also function as the 

recognition receptors for glycosylated self-antigens and as the adhesion molecules. The 

continuous interactions of carbohydrate on self-glycoproteins with CLRs on resident APCs 

may be important for homeostatic control. 
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第２章	
 貪食受容体としての C-型レクチン受容体の糖鎖選択性の比較 

2-1 序論 

	
 抗原提示細胞による病原体の認識と捕捉およびその後の MHC への病原体抗原の提示は、

獲得免疫の誘導に必須である。DC は全身に存在し、侵入してくる病原体を捕捉し貪食し、

抗原を T細胞に提示する役割を担っている。抗原提示細胞は病原体を識別するために病原体

関連分子パターン（PAMPs）を認識する一群のパターン認識分子（PRR）を有している 1)。

PAMPs には核酸、脂質、タンパク質、糖鎖などの物質が含まれるが、この中で糖鎖は様々

な病原体を含む全ての生きた細胞の表面に露出している物質であり、病原体の表面に露出し

た糖鎖はおそらく免疫担当細胞が最初に感知する病原体の分子パターンとなる。従って、糖

鎖を認識して病原体を取り込むことのできる C-型レクチン受容体（CLR）は PRR の中でも

特に重要な分子である 2)。第 1章で述べたように、CLRは単に病原体の貪食受容体として機

能するだけでなく、シグナル伝達分子として免疫応答の活性化や調節に関連する遺伝子の発

現の誘導にも関与している 3)。 

	
 糖鎖認識ドメインに EPN モチーフ(Glu-Pro-Asn)をもつ一群の CLR は末端マンノース、

GlcNAc、フコースを有するリガンドに結合し、それらの細胞への取り込みを促進することか

ら、病原体の取り込みに関与していると考えられている。このような活性を引き起こす受容

体として、はじめにマクロファージマンノース受容体（MMR）が特定された。しかし、

DC-SIGN とその関連分子（SIGNR）および Langerin が DC のような抗原提示細胞に限局

して発現していることから、現在ではこれらの分子がマンノースを認識する受容体として興

味の対象となっている 4)。マウスの抗原提示細胞には構造的に良く似た２種のマンノースを

認識する受容体、SIGNR1および SIGNR3が発現している。また、真皮や粘膜上皮に存在す

る抗原提示細胞であるランゲルハンス細胞には Langerin がマンノース受容体として発現し
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ている。これらマンノース受容体の糖鎖認識特異性は可溶型組換え CLRと糖鎖アレイを用い

てスクリーニングされており、SIGNR1、 SIGNR3 および Langerin はいずれも高マンノ

ース型糖鎖やルイス血液型糖鎖に高い親和性を持つことが示されている 5)-8)。しかし、実際の

病原体を用いた細胞への貪食では、 SIGNR1 を発現している細胞が Salmonella 

typhimurium や Escherichia coliを捕捉・貪食することができるのに対して、SIGNR3 お

よび Langerinを発現した細胞ではこれら細菌の貪食が認められていない 9),10) 。一方で、こ

れら３種の CLR を発現している細胞はいずれも、酵母の細胞壁の粒子で主にβ-glucan と

mannan から構成される Zymosan を取り込むことができる。このような事実は、たとえ糖

鎖認識分子としての CLRとしてその糖鎖認識特性が類似していても、それぞれの CLRは微

生物の取り込みに関与する時には固有の糖鎖認識パターンを持っていることを示唆している。

しかしながら、微生物そのものを用いているため、これら CLRの糖鎖で覆われた粒子の取り

込みに関連した糖鎖の詳細な選択性については不明であった。そこで本章において著者は、

CLRによる糖鎖修飾粒子の細胞への取り込みを、構造が明確な人工糖脂質で被覆したリポソ

ームと SIGNR1、 SIGNR3 および Langerin を一過性に発現させた CHO 細胞を用いて評

価した。 

 

2-2 実験材料および方法 

	
 2-2-1 試薬および細胞	
 

	
 CHO-K1細胞は、2 mMグルタミン、100 U/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイ

シンおよび 10 %ウシ胎児血清を含有した RPMI1640培地で培養した。ジパルミトイルホス

ファチジルエタノールアミン（DPPE）とジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）、

FITC-BSAはそれぞれ Sigma-Aldrichより購入した。。また、biotin-conjugated monoclonal 
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anti-FLAG 抗体と phycoerythrin (PE)-conjugated streptavidinは、Rockland（Gilbertsville, 

PA）と BD PahrMingen（San Diego, CA）より入手した。 

 

	
 2-2-2 人工糖脂質の合成	
 

	
 第１章 Table 1-2に示した人工糖脂質のうち本研究ではMan2-DPPE, Man3-DPPE, 

Man5-DPPE, LNFP1-DPPE, LNFP3-DPPE, BNCP-DPPEおよび LNT-DPPEを用いた。

これらの人工糖脂質は以下の方法で合成した 11)。まず、20 µmolの構造既知のオリゴ糖と 70 

µmol の DPPEを 5 mlの chloroform/methanol/water (10:10:1, v/v/v)に反応バイアル中で超

音波処理により完全に溶解させた。次いで溶液中に 1 mlのメタノールに溶かした 300 µmol 

のシアノホウ素化ナトリウムを加え、反応混液を 80°Cで 5時間反応させた。反応終了後溶

媒を除去し、残さを 10 mlの chloroform/methanol/water (4:50:50, v/v/v)に懸濁し、同じ溶

媒で平衡化した C18 カラム（Bond Elute, MEGA BE-C18, Varian, Harbor City, CA）に供

した。カラムを 50 ml の chloroform/methanol/water (4:50:50, v/v/v)で洗浄・脱塩した後、

30 ml の chloroform/methanol/water (10:10:3, v/v/v)で全脂質を溶出した。ついで人工糖脂

質を全脂質から silica column (Wakosil 5SIL-120, 0.75×30 cm, Wako Pure Chemical, 

Tokyo, Japan)を用いた HPLCにより精製した。人工糖脂質の溶出には

chloroform/methanol/water from 65:30:5から 50:55:18にいたる直線濃度勾配によった。人

工糖脂質の構造と純度はMALDI-TOF質量分析計とシリカゲルを用いたHPTLCによって確

認した。純度は少なくとも 95%以上であった。全ての人工糖脂質の物質量は人工糖脂質中の

全リン酸量およびヘキソース量を測定することで定量した。その結果、それぞれ少なくとも

95%の純度が確認できた。 
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2-2-3 人工糖脂質被覆リポソームの作製 

	
 人工糖脂質被覆リポソームはこれまでの方法 11)に従って、DPPE:コレステロール:人工糖脂

質の構成モル比率が 10:10:1で作製したものを用いた。chloroform/ methanol（1:1, v/v）の

溶媒で溶解した DPPCとコレステロールをそれぞれ 1.5 µmol、人工糖脂質 0.15 µmolをフラ

スコ内で混合し、エバポレータを用いて脂質フィルムを作製した。乾燥した脂質フィルムに

5mg/mlの FITC-BSAの PBS溶液（180 µl）を加え、ボルテックスで分散させ多重層の小胞

を調製した。その後形成した小泡を孔径 1μmのポリカーボネート膜（Nucleopore, 

Pleasanton, CA）をセットしたエクストルーダに 10回以上通し、直径 1 µmに粒径を調整し

た。PBSを用いてリポソームを３回洗浄し（20,000×g、30min、4°C）、封入されなかった

FITC-BSAを除去した。また、DPPC:コレステロール:人工糖脂質の構成モル比率が 10:7:4

で作製したリポソームは DPPEを 1.05 µmol、コレステロールを 1.5 µmol、また人工糖脂質

0.6 µmolで脂質フィルムを作製した。リポソーム中のコレステロール と DPPCは HPLCを

用いて以前報告した方法で定量し、人工糖脂質はフェノール/硫酸法によって定量した。また、

リポソームに封入された FITC-BSAのタンパク質量と蛍光強度は FITC-BSAを標準物質と

して用いて 0.3% SDS存在下で蛍光スペクトロメーター（RF-5300PC, Shimadzu, Kyoto, 

Japan）により定量した。得られたリポソームの粒子径は動的光散乱式粒径分布測定装置

（LB-550, Horiba, Kyoto, Japan）により測定した。 

 

2-2-4 リポソームの取り込み評価 

	
 CHO-K1細胞(1×106)に 1.0 µg の C-末端に FLAGタグを有する SIGNR1, SIGNR3, 

Langerin, または dectin-1の全長がコードされた cDNAを含む pCMV expression vectorを

Lipofectamine 2000を用いてトランスフェクトした。24時間後、FITC-BSAを封入した人
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工糖脂質被覆リポソーム（コレステロール量で 10μg）を添加し、37℃で 16時間穏やかに撹

拌しながら培養した。ポジティブコントロールとして、FITC-標識した Zymosanを用いた。

細胞表面に結合したリポソームを取り除く為に 1mM EDTAを含むPBSで細胞を２回洗浄し

た後、細胞表面に発現した CLR分子の検出をする為に、biotin- conjugated anti-FLAG抗体

と PE-conjugated streptavidinで染色を行った。洗浄後 2%パラホルムアルデヒドで固定化

し、FLAGタグが陽性となる CHO細胞（CLRが発現している CHO細胞）中のリポソーム

中に封入された FITC-BSA に由来する蛍光強度をフローサイトメトリーで解析した。 

 

2-3	
 結果	
 

2-3-1 CLR発現細胞による Man3-DPPE被覆リポソームの取り込み 

	
 はじめに、人工糖脂質被覆リポソームの取り込みに関与しているかどうか定性的に検討し

た。C末端に FLAGエピトープタグを持つ SIGNR1、SIGNR3、Langerinを CHO細胞に一

過性に発現させて、FITC-labeled Zymosan 粒子 あるいは FITC-BSAを封入した

Man3-DPPE被覆リポソームを加え 16時間培養後、細胞内に取り込まれた蛍光シグナルを蛍

光顕微鏡で観察した。SIGNR1、SIGNR3、Langerinを遺伝子導入した細胞いずれにおいて

も Zymosan粒子の取込みが観察できた事から、それぞれ CLRが機能をもつ形で細胞表面に

存在している事が確認できた (Fig. 2-1A, upper panel)。 そこで次に、FITC-BSAを封入し

たMan3-DPPE被覆リポソームで調べたところ、FITC由来の蛍光シグナルは SIGNR1を遺

伝子導入した CHO細胞にだけ認められ、SIGNR3や Langerinを遺伝子導入した細胞では

認められなかった（Fig. 2-1A, lower panel）。FLAGエピトープは細胞表面にて観察でき、

FITCに由来する蛍光シグナルは細胞質側に認められることから、リポソームは細胞内に取

り込まれていると判断した(Fig. 2-1B)。 
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次に CLRを発現している CHO細胞へのリポソームの取り込みをフローサイトメトリー

で定量的に評価した。3種の異なる CLRを介したリポソームの細胞への取り込みを定量的に

比較評価するためには、まず CLRの発現レベルが同程度でなければならない。そこで、FLAG

タグを C-末端に持つ SIGNR1, SIGNR3 あるいは Langerinを CHO細胞に一過性に発現さ

せて、細胞表面に発現した FLAG エピトープを特異抗体で検出した。いずれの CLR を導入

した場合でも 15-20% の CHO細胞 FLAGエピトープ陽性となって (R1 in Fig. 2-2)、トラ

ンスフェクション効率には CLR間で差がないことが確認できた。また、その平均蛍光強度も

CLR 間で差がなかった  (Fig. 2-2 upper panel) 。また、SIGNR1, SIGNR3 あるいは 

Langerinを一過性に発現している CHO細胞への zymosan 粒子の取り込みはそれぞれ 89.1 

± 10.1, 85.7 ± 7.3, および 87.5 ± 8.9%であった。以上の結果から、CLRを発現している CHO

細胞上には機能のある CLRがほぼ同じレベルで発現していると結論した。 

そこでこの条件を用いて Man3-DPPE 被覆リポソームの CLR 発現細胞への取り込みを

検証した。80%以上の SIGNR1 を発現した細胞  (R1 in Fig. 2-2A upper panel) は

Man3-DPPE 被覆リポソームに封入されている FITC の蛍光シグナルを持っていた（Fig. 

2-2A, lower panel）。それに対し人工糖脂質を被覆していないリポソームを取り込ませた細胞

やCLRを導入していないCHO細胞ではいずれのリポソーム由来の蛍光シグナルを認めなか

った。従って、Man3-DPPE被覆リポソームは細胞に発現した SIGNR1を介して取り込まれ

たと結論できる。また、約 30%の SIGNR3 発現細胞および 15%の Langerin 発現細胞に

Man3-DPPE 被覆リポソームが取り込まれることが確かめられた。そこで、以降の実験にお

いては、CLR陽性細胞中の FITC陽性細胞の割合を求めて、CLRを介した人工糖脂質被覆リ

ポソームの貪食特異性を定量的に評価することとした。 
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2-3-2 SIGNR1発現細胞によるマンノース含有人工糖脂質被覆リポソームの取り込み 

	
 次に、様々な人工糖脂質被覆リポソームを作製し（DPPC:cholesterol:Man3-DPPE, 

10:10:1）、SIGNR1 を一過性発現させた CHO 細胞による各リポソームの取り込み特異性を

比較検討した。リポソームに被覆する人工糖脂質はそれぞれ、α1-6Man2-DPPE-, 

Man3-DPPE-、Man5-DPPE-、 LNFP-I-DPPE-、LNFP-III-DPPE-、BNCP-DPPE-、そし

て LNT-DPPE を選択した。細胞内の蛍光強度を基に評価するため、使用する人工糖脂質被

覆リポソーム内に封入されたFITC-BSAの量および人工糖脂質の物質量が同程度でなければ

ならない。そのため、各種リポソーム内に封入された FITC-BSA 量を測定した。その結果、

コレステロール量 1 mgあたりのFITC-BSA量はそれぞれ 209 µg/mg、210 µg/mg、225 µg/mg、

189 µg/mg、197 µg/mg、201 µg/mg、207 µg/mg、254 µg/mgであった。またこれらリポソ

ーム組成はモル比で DPPC:cholesterol:人工糖脂質で 1.00:1.09 ± 0.21:0.11 ± 0.03であり、リ

ポソーム間で人工糖脂質の物質量に大きな違いはなかった。さらにそれぞれのリポソームの

平均粒子径は 1065 から 1442 nmの間にあり、大きな違いはなかった。これらのリポソーム

の分析結果は、実験で使用する数種の人工糖脂質被覆リポソームが、リポソーム間で定量的

に比較できる程度に同じ量の FITC-BSA をもち（すなわち同定度の蛍光強度を有し）、同じ

量のオリゴ糖を提示し、ほぼ同じ粒子径を持っていることを示している。 

	
 これら比較可能な人工糖脂質を用いて、マンノースを持つ人工糖脂質で被覆したリポソー

ムの取り込みの選択性について SIGNR1発現 CHO細胞で検討した。SIGNR1発現 CHO細

胞はMan2-, Man3- および Man5-DPPEをいずれも取り込んだが、これらのうち

Man3-DPPE被覆リポソームを最も効率的に取り込んだ（Fig. 2-3A）。 

 

	
 2-3-3 SIGNR1発現細胞による LNFPIII –DPPEと BNCP-DPPE被覆リポソームの取り込み 
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 SIGNR1 を発現している CHO 細胞はそれぞれ末端フコースまたは GlcNAc をもつ

LNFPIII-DPPE あるいは BNCP-DPPE を被覆したリポソームを取り込んだ（Fig. 2-3A）。

しかし、その効率はMan3-DPPEを被覆したそれよりは明らかに低く、Man5-DPPEを被覆

したリポソームとほぼ同程度であった。また末端ガラクトースをもつ LNT-DPPE を被覆し

たリポソームの SIGNR1発現細胞への取り込みは観察されなかった。さらに、末端フコース

をもつ LNFPI(blood group H type pentasaccharide)-DPPE を被覆したリポソームは

SIGNR1発現 CHO細胞にほとんど取り込まれなかった。 

 

	
 2-3-4 SIGNR3および Langerinの糖鎖選択性の解析 

	
 SIGNR3を発現している CHO細胞は、Man2-, Man3- および Man5-DPPEをいずれも取

り込んだが、その効率性は SIGNR1発現細胞と比較すると、全体的に著しく低いものであっ

た(Fig. 2-3B)。また、SIGNR3発現細胞の取り込みにおいて、人工糖脂質のマンノース残基

の数は関連していた。すなわち、Man5-DPPE で被覆したリポソームがこの中で最も効率的

にとりこまれた。SIGNR1発現細胞とは対照的に、SIGNR3発現細胞への LNFP-III-DPPE 

および BNCP-DPPE で被覆したリポソームの明瞭な取り込みは観察されなかった。可溶性

SIGNR3 を用いた糖鎖結合特異性の解析から、SIGNR1 も SIGNR3 もほぼ同じ糖鎖に対し

て同程度の結合特性を示すことが知られているが 10),11)、この結果からは貪食受容体としての

SIGNR3の糖鎖選択性はSIGNR1のそれとは取り込み効率も含め異なっていると考えられた。

また、Dectin-1はβ−グルカンを認識する CLRであり、マンノースやフコースをもつ糖鎖と

の親和性はないとされている 25)。そのため、本研究では Dectin-1を発現させた CHO細胞を

ネガティブコントロールとしていた。この Dectin-1発現細胞への 7種の人工糖脂質被覆リポ

ソームの取り込みと比較して、Langerinを発現している細胞はこれら 7種の人工糖脂質を取
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り込んでいないと判断した（Fig. 2-3C, D）。 

	
  

	
 2-3-5人工糖脂質被覆リポソームの取り込みにおける糖鎖密度要求性	
  

	
 一般的に、レクチンの糖鎖認識において、糖鎖の多価性が重要となる事が知られている 26)。

そのため、SIGNR3および Langerin発現細胞が SIGNR1に比べて、人工糖脂質、コレステ

ロール、および DPPCを 1:10:10で含むリポソームを低い効率でしか取り込まない一つの理

由として、リポソーム表面の糖鎖密度が低いためであると考えられた。そこで DPPC、コレ

ステロール、およびMan3-DPPEを 5:10:6で含む糖鎖密度の高いMan3-DPPE被覆リポソ

ームを調製し、その取り込みを検討した（Fig. 2-4A）。その結果、SIGNR3発現細胞におい

てもMan3-DPPEの表面密度が高いリポソームの取り込みが観察された（Fig. 2-4B）。これ

らの結果より、SIGNR3は貪食受容体として機能する際に、SIGNR1よりも高い糖鎖密度を

必要とする事が示唆された。 

 

	
 2-3-6 CLR発現細胞による高密度人工糖脂質被覆リポソームの取り込み 

	
 そこで cholesterol, DPPCと人工糖脂質がモル比 10:7:4で構成されている糖鎖密度の高い

リポソームを用い、その取り込みを検討した。これらリポソームの平均組成は DPPC, 

cholesterol, と人工糖脂質がモル比で 1.00: 0.66 ± 0.12: 0.31 ± 0.06となり、リポソーム間で

人工糖脂質の物質量に大きな違いはなかった。SIGNR1 発現細胞においてはリポソーム上の

糖鎖密度を上昇させることで、Man2-, Man3-, Man5-, LNFPIII-, BNCP-DPPE被覆リポソ

ームともほぼ同程度に取り込まれるようになった (Fig. 2-5A) 。一方、LNFPI-DPPE被覆リ

ポソームは糖鎖密度が上昇しても全く取り込まれなかった。SIGNR1 発現細胞による取り込

みにおいて、リポソーム上の糖鎖密度を上昇させると糖鎖選択の特異性に差がみられなくな
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ってしまったが、その中でもMan3-DPPEを被覆したリポソームが最も効率よく取り込まれ

た。 

	
 	
 SIGNR3 および Langerin 発現細胞においても、糖鎖密度をが低いリポソームの取込み

(Fig. 2-3)と比較すると、糖鎖密度の上昇にともない、取込みの選択性がみられるようになっ

た(Fig. 2-5B, C)。なかでも、Man2-、 Man3-、 および Man5-DPPE被覆リポソームを明

瞭に取り込みが確認できたが、その取り込み効率は SIGNR1 とは異なり Man5-DPPE > 

Man3-DPPE > Man2-DPPEの順であった。また両 CLR発現細胞とも、糖鎖密度が上昇する

ことで BNCP-DPPE 被覆リポソームを取り込んだが、SIGNR1 発現細胞で明瞭な取り込み

がみられた LNFPIII-DPPE 被覆リポソームの取込みはほとんど観察されなかった。一方で

SIGNR1 発現細胞では全くその取り込みが観察されない LNFPI-DPPE 被覆リポソームは弱

いながらも SIGNR3および Langerin発現細胞において観察された。 

 

	
 2-3-7 SIGNR1および SIGNR3のネック領域の糖鎖選択性および糖鎖密度要求性の違いに

及ぼす影響 

	
 上記のように、人工糖脂質を被覆したリポソームの CLR 発現細胞への取り込みにおいて、

SIGNR3 および Langerin は SIGNR1 に比べて糖鎖の高い表面密度を要求した。SIGNR1

はヒト DC-SIGNと同様、CRDに続く比較的長いネックドメインをもっており、このドメイ

ンを介して細胞表面でオリゴマーを形成していると考えられている 12),13)。これに対して

SIGNR3 および Langerinは短いネックドメインをもっており、オリゴマー構造をとれない

ため単量体で存在していると考えられている。このような細胞表面での CLRのオリゴマー形

成が糖鎖密度要求性に影響をあたえていることが予想された。このことを検証するため、

SIGNR1と SIGNR3の糖鎖認識ドメインを組み換えたキメラ体を構築し、これまで同様細胞
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に発現させて、これらリポソームの取り込みを検討した。SIGNR3 の CRD を有する

SIGNR1/R3CRDキメラはコレステロール、DPPC、および人工糖脂質を 10:10:1で含むリポ

ソームを取り込むようになった（Fig. 2-6）。一方で、SIGNR1 の CRD を有する

SIGNR3/R1CRD キメラを発現させた細胞へのリポソームの取り込みはほとんどみられなく

なった（Fig.2-6）。興味深いことに、SIGNR3 の CRD をもつ SIGNR1/R3CRD キメラを発

現している細胞の取り込み効率がマンノースの数に比例しており、Man5-DPPE > 

Man3-DPPE > Man2-DPPEの順であり、SIGNR3を発現している細胞と同じであった。 

 

2-4 考察 

	
 CLRの糖鎖結合特異性の結果は、可溶性 CLRを用いて検討されてきているが、CLRは膜

タンパク質であり、細胞膜脂質２重層に埋まった状態（すなわちある程度自由度を制限され

た状態）で機能していることから、このような状態の CLRの糖鎖結合特異性や選択性が非生

理的な状態で自由度の高い可溶性 CLR と同じであるかどうかについての知見は少なかった。

そこで、著者は本研究において細胞表面に発現している SIGNR1, SIGNR3 および Langerin

を介した糖鎖修飾粒子の細胞内への貪食を、糖鎖構造がはっきりしている人工糖脂質被覆リ

ポソームをプローブとして用いることで比較した。その結果、ともに EPN モチーフを持ち

マンノース結合レクチン受容体である３つの CLR の間で貪食受容体としての糖鎖選択性や

糖鎖密度の要求性が異なっていることが明らかになった。特に細胞表面に発現している CLR

（Membrane-associated form）の糖鎖の選択性に関しては、詳細な部分でこれまで報告され

ている可溶化組換え CLR（Soluble form）の糖鎖結合特異性とは異なっていた。その違いを

Table 2-1に表示した。 

	
 可溶化組換え CLR の固相化した糖鎖プローブへの結合を指標として評価する方法で検証
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された SIGNR1の糖鎖結合特異性によると、SIGNR1はマンノースを含むオリゴ糖に結合す

るが、その結合の特異性はオリゴ糖中のマンノースの残基数と比例するという報告がなされ

ている。また Leaや Lex構造のようなフコース含有オリゴ糖により強く結合することも示さ

れている 7）。しかし一方では、SIGNR1のフコース含有オリゴ糖への結合はほとんど観察さ

れないという報告もある 14）。これに対して貪食機能を指標とした本研究の評価法では、

SIGNR1はマンノース、フコース、および GlcNAcを末端にもつオリゴ糖を認識しそれらに

被覆されたリポソームを取り込むことができたが、その中でもMan3-DPPEで被覆されたリ

ポソームを最も効率良く取り込んだ。特にオリゴマンノースを被覆したリポソームの

SIGNR1発現細胞への取り込みは、Man3-DPPE > Man2-DPPE > Man5-DPPEの順であり、

必ずしもマンノースの残基数とは比例しなかった。また、可溶型 SIGNR1は Lex構造を持つ

糖鎖に対して最も高い親和性を示すが、LNFPIII(Lex)-DPPEで被覆したリポソームの取り込

み効率は Man3-DPPE よりも低かった。GlcNAc にα1-3 結合したフコースをもつ LNFPIII 

(Lex)-DPPE で被覆されたリポソームは SIGNR1 によってよく取り込まれたが、ガラクトー

スにα1-2結合したフコースをもつ LNFPI-DPPEで被覆されたものは全く取り込まれなかっ

た。従って、SIGNR1 が貪食受容体として機能する時にはマンノースの数やフコースの結合

様式を認識し区別しているように思われた。またその選択性はこれまで報告のある可溶型

CLR とは異なっていた。このような可溶型 CLR で示された糖鎖認識特異性と貪食受容体と

してのCLRの糖鎖選択性のわずかな違いはSIGNR3およびLangerinでも観察されている。 

	
 本章における検討で特に興味深い点は、貪食受容体としての CLRによって、要求する粒子

上の糖鎖密度が異なるということである。特に SIGNR3 と SIGNR1 はほとんど同じ糖鎖に

対して特異性を示すことが知られているが、コレステロール、DPPC と人工糖脂質がモル比

10:10:1で構成されたMan3-DPPE被覆リポソームは SIGNR1を発現している CHO細胞に
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は効率よく取り込まれるのに対して、SIGNR3 を発現している CHO 細胞にはほとんど取り

込まれない。しかしリポソームを構成している人工糖脂質の比率を増加させると、SIGNR3

発現細胞でも SIGNR1発現細胞と遜色なく取り込むようになる。このように、貪食受容体と

しての CLRには貪食する粒子上にある一定以上の糖鎖密度を要求しており、その密度はおそ

らく CLR によってそれぞれ異なっているのであろう。SIGNR1 を発現している細胞のみが

Salmonella typhimurium や Escherichia coliを捕捉・貪食することができ、SIGNR3 およ

び Langerin を発現した細胞ではこれら細菌の貪食が認められていないという報告があるが

9), 10）、これはそれぞれの細菌の表層に提示されている糖鎖の密度あるいは量が少ないために

みられたのかもしれない。このような糖鎖の密度要求性が異なる理由として、CLRの細胞膜

上での存在様式の違いが影響していることも本研究では明らかにした。SIGNR1 はヒト

DC-SIGNと同様に CRDに続く比較的長いネックドメインをもっており、このドメインを介

して細胞表面でオリゴマーを形成していると考えられている 12）, 13）。これに対して SIGNR3 

および Langerin は短いネックドメインをもっており、そのためオリゴマー構造をとれない

ため単量体で存在していると考えられている。実際にキメラ分子を構築してリポソームの貪

食を比較すると、SIGNR3の CRDを有する SIGNR1/R3CRDキメラを発現している細胞は

低い糖鎖密度を有する人工糖脂質被覆リポソームを取り込むようになり、また SIGNR1 の

CRDと SIGNR3のネック部分を有する SIGNR3/R1CRDキメラを発現している細胞は低い

糖鎖密度を有する人工糖脂質被覆リポソームを取り込めなくなった。この結果は、オリゴマ

ー構造をとっている CLRのほうが単量体の CLRより低密度の糖鎖を効率よく認識できるこ

とを示している。 

	
 	
 以上本章での結果を総括すると、それぞれの CLRにおいて貪食受容体としての糖鎖選択

性と糖鎖認識分子としての糖鎖結合特異性の間には違いがあることを著者は明らかにした。
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このような違いは、Soluble formの CLRとMembrane-associated formの CLRの間で機能

的に違いよると考えられる。実際にデキストランなどは細胞表面に発現している CLRを介し

て細胞内に取り込まれるが、可溶性の組み替え CLRを用いてもデキストランへの結合はほと

んど観察されない。しかし、このような違いはそれぞれの CRD が本質的に持っているもの

かもしれない。なぜなら、SIGNR3 発現細胞はオリゴマンノース被覆リポソームを

Man5-DPPE > Man3-DPPE > Man2-DPPE の順に取り込むが、SIGNR3の CRDを有する

SIGNR1/R3CRDキメラ分子を発現している細胞も、おそらく細胞膜上で SIGNR1と同様に

オリゴマー形成しているにも関わらず、オリゴマンノース被覆リポソームの取り込み効率は

Man5-DPPE > Man3-DPPE > Man2-DPPE の順であった。すなわち、このオリゴマンノー

スに対する糖鎖選択性は貪食受容体として機能する場合の SIGNR3の CRDが持っている本

質的な機能であると考えられる。本研究においては一過性の発現系を用いているため、細胞

接着を指標として膜結合型 CLRの糖鎖結合性を評価できていない。従って、本研究で示され

た貪食受容体としての糖鎖選択性が細胞膜上の糖鎖認識分子としての糖鎖認識特異性と異な

っているかについては結論が出た訳ではない。これを解決するためには、定常的にこれらの

CLR を発現させた細胞を用いて固定化糖鎖への細胞結合とリポソームの貪食能を系統的に

比較検討することが必要であろう。筆者は次章において、この問題を解決するための研究を

展開している。 

	
 また本章では、貪食受容体としての CLRがそれぞれ固有の糖鎖密度要求性を示すことを明

らかにした。このような貪食受容体としての CLRの糖鎖の選択性および糖鎖密度の要求性の

違いを利用すれば、たとえ SIGNR1、SIGNR3および Langerinのように CLRの糖鎖認識

特異性が重複していても、リポソームなどの粒子の上に提示させる糖鎖の種類や糖鎖密度を

適切に選択することで、特定の CLRに適したリポソーム粒子をデザインできる可能性がある。
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人工糖脂質被覆リポソームはその上に提示させる糖鎖の種類や密度を比較的厳密にコントロ

ールできることからこの目的に適しているといえる。 
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Table 2-1.  Evaluation of carbohydrate specificities of membrane-associated and 

soluble CLRs 

 

                                                                             

Carbohydrates     Membrane-associated form1)          Soluble form2)               

 SIGNR1  SIGNR3  Langerin   SIGNR1  SIGNR3  Langerin 

                                                                             

Man2 ++++  +++  +++       ND4)      ND       ND 

Man3 +++++    ++++  +++      +        -           - 

Man5 +++  +++++  ++++      ++       +           - 

Lex (LNFP-III) +++  +/-  +/-      ++       +          +/- 

H (LNFP-I) +/-  +  +      -       -          +/- 

Terminal GlcNAc3) +++  ++++  ++++      +       -          +/- 

LNT -  -  -      -       -           -     

1) Scores based on results shown in Fig. 2-3. 

2) Scores based on results from Ref. 7. 

3) BNCP and chitotriose were used as oligosaccharides with a terminal GlcNAc as 

membrane-associated and soluble CLRs, respectively. 

4) ND indicates not determined. 
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Fig. 2-1. Uptake of Man3-DPPE-coated liposomes into CLR-transfected CHO cells. A. 

CHO cells were transfected with cDNAs encoding SIGNR1, SIGNR3, or Langerin tagged with 

C-terminal FLAG. FITC-labeled zymosan particles (upper panel) or Man3-DPPE-coated 

liposomes with encased FITC-BSA (lower panel) were added to cell cultures at 24 h after 

transfection. CLR expression determined by an anti-FLAG antibody (red) and particle uptake 

(green) were detected by fluorescent microscopy. B. Distribution of Man3-DPPE-coated 

liposomes at the cells. Note that FITC signgals were found in the cells, indicating that 

Man3-DPPE-coated liposomes were ingested in the cells.
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Fig. 2-2. Uptake of Man3-DPPE-coated liposomes by CHO cells expressing SIGNR1, 

SIGNR3 or Langerin. CHO cells were transfected with FLAG-tagged SIGNR1 (A), SIGNR3 

(B) or Langerin (C) and incubated with FITC-labeled liposomes coated with Man3-DPPE 

(Man3-DPPE) or uncoated liposomes (Bare) for 18 h. The cells were then stained with a 

biotin-conjugated anti-FLAG antibody followed by PE-conjugated streptavidin, and expression 

levels of CLRs were evaluated by FACS (upper panels). White and gray peaks indicate 

SIGNR1-transfected and mock-transfected CHO cells, respectively. Each R1 region of the 

CLR-transfected cells was gated and the fluorescent signals from FITC-BSA encased in the 

liposomes in the gated cells were analyzed (lower panels). The mean fluorescent intensity 

(MFI) of cells in each R1 region is indicated in each upper panel. White and gray peaks 

indicate cells incubated with and without liposomes, respectively. The percentage of 

FITC-positive cells is shown in each panel. 
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Fig. 2-3. Efficiency of uptake of liposomes by CLR-expressing CHO cells. FLAG-tagged 

SIGNR1 (A), SIGNR3 (B), Langerin (C), or dectin-1(D) transfected cells were incubated with 

FITC-BSA-containing liposomes consisting of DPPC, cholesterol, and various neoglycolipids 

(indicated on abscissa) at a molar ratio of 10:10:1 for 24 h. The cells were then stained with a 

biotin-conjugated anti-FLAG antibody followed by PE (Phycoerythrin)-conjugated streptavidin, 

and analyzed by FACS. The percentage of FITC-positive cells in PE-positive CLR-expressing 

cells is shown on the vertical axis. Each bar shows the mean ± SD for 5 independent 

experiments.  
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Fig. 2-4. Effect of neoglycolipid content on liposome uptake by CLR-expressing cells. 

A. CHO cells transfected with FLAG-tagged SIGNR1 or SIGNR3 were incubated with 

liposomes consisting of cholesterol, DPPC, and Man3-DPPE at molar ratios of 10:10:1 and 

10:5:6, respectively. Liposome uptake was detected by fluorescent microscopy. B. Cells 

transfected with SIGNR1 (black bars) or SIGNR3 (gray bars) were incubated with liposomes 

containing different ratios of Man3-DPPE, as indicated in the figure, and the uptake of each 

liposome was analyzed as described in Fig. 2-2. Data are expressed as the mean percentage 

of 2 independent experiments. 
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Fig. 2-5. CLR-mediated uptake of liposomes with a higher density of neoglycolipids. 

CHO cells transfected with FLAG-tagged SIGNR1 (A), SIGNR3 (B), and Langerin (C) were 

incubated with neoglycolipid-coated liposomes containing cholesterol, DPPC, and various 

neoglycolipids at a molar ratio of 10:7:4. Liposome uptake was analyzed as described in Fig. 

2-2. Each bar shows the mean ± SD of 3 independent experiments. 
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Fig. 2-6. Effect of oligomerization of CLRs on uptake of liposomes coated with 

neoglycolipids.  

A. SIGNR1 contains a juxta-membrane extended neck region and a carbohydrate recognition 

domain in the extracellular domain, and SIGNR1 forms oligomers on the cell surface through 

the extended neck region. In contrast, SIGNR3 are present in a monomeric state on the cell 

surface because of their short neck regions. To examine the effect of oligomer formation of 

CLRs on the liposomal uptake, uptake of liposomes by the cells that express chimera 

molecules. SIGNR1/R3 is the chimera with carbohydrate recognition domain (CRD) of 

SIGNR1 and neck, transmembrane, and cytosolic domains of SIGNR3. SIGNR3/R1 is the 

chimera with CRD of SIGNR3 and neck, transmembrane, and cytosolic domains of SIGNR1. 

B. Uptake of liposomes by the cells that express SIGNR1, SIGNR3, SIGNR3/R1, or 

SIGNR1/R3.
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第３章	
 貪食受容体および接着分子としての SIGNR1の糖鎖選択性の評価 

3-1	
 序論	
 

	
 体内に侵入してきた病原体は、DCのようなプロフェッショナルな貪食細胞によって認識お

よび貪食・分解され抗原として提示される。これは免疫応答の関わるエフェクターT細胞の分

化の決定に関わってくる非常に重要な一連の流れである1)-3)。TLRやCLRなどのPRRはAPC

上に発現しており、免疫応答誘誘導のための病原体認識に関与している4)-6)。CLRは、病原体

の認識および細胞内への取り込みに関与する重要なPRRである事が近年明らかとなってきた。

特に、DC-SIGNやDC-SIGN関連分子のようなEPNモチーフを有するCLRは、末端にマンノ

ースやフコース、GlcNAcを有するリガンドへ結合および取り込む事が出来るため、病原体の

認識に関与していると考えられている7)-8)。小島らは、オリゴマンノースで被覆したリポソー

ム（OML）が生体内において糖鎖依存的にCLRを介して貪食細胞に選択的に取り込まれるこ

と、また、この生体内でのOMLの取り込みに応答して貪食細胞が活性化・成熟し、OMLに

封入された抗原がMHC分子上に提示され、CD4+と CD8+ T 細胞を活性化することで、感染

症やがんの病態制御が可能になることをマウスモデルで見いだしてきている9)-14)。これらのこ

とは、EPNモチーフを有するCLRの貪食能を利用する事で、特異的な免疫応答を誘導する事

ができることを暗示している。 

	
 ところが、CLRは生体内において常に病原体の貪食受容体としてだけ機能しているのでは

なく、免疫細胞の細胞接着分子としての機能や、糖鎖をもつ自己抗原の認識に関しても重要

な役割を担っていることが示されている。例えば、未熟な DC上に発現している DC-SIGN

は、未感作の T細胞の一部に発現している ICAM-3の高マンノース型糖鎖を認識することや

15)、血管内皮細胞上に発現した Ley提示 ICAM-2との相互作用を介して、DC前駆細胞の血

管内皮細胞上へのローリングや接着を引き起こすことも知られている 16)。さらに、DCと好
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中球にとの細胞間相互作用が、DC上に発現している DC-SIGNと好中球上の LeXを提示し

たMac-1や CEACAM1との結合を介して行われていることも知られている 17),18)。また、未

熟な DCは DC-SIGNを介して自己の糖タンパク質を捕捉して、自己抗原に対する免疫寛容

を引き起こすことも知られている 19)-21)。そのため、CLRと自己抗原上の糖鎖との継続的な相

互作用は免疫の恒常性の維持に必要であると考えられる。従って、病原体を認識・貪食する

貪食受容体あるいは自己抗原を認識し細胞間認識を司る細胞接着分子という CLRの機能に

応じて、CLRを介した糖鎖認識は免疫応答誘導と免疫寛容というような、相反する細胞応答

を導くことができるといえる。 

	
 前述したように、効率的に APCに抗原を輸送するために、APC上に発現している CLRと

これらのリガンド間の相互作用を利用する事は、細胞と抗原間の特異的相互作用を惹起する

為の非常に良いアプローチとなると考えられる 22)。これまで既に、モノクローナル抗体を用

いた樹上細胞上の CLRの同定およびターゲティングは、初期段階で検討されてきた 19),23)。

CLRは病原体上に発現している特定の糖鎖を認識するため、CLRによって特異的に認識さ

れる糖鎖はモノクローナル抗体の代わりのターゲティングシグナルに利用できる。さらに、

糖は抗体よりも小さく安定な分子であり化学的手法より合成可能なため、糖鎖を利用した手

法はモノクローナル抗体より利点がある。それゆえ、特定の CLRが最も選択的に認識するな

糖鎖の特定は、糖鎖をターゲットとした抗原送達システムにおいて非常に重要である。 

	
 一般的に CLRは病原体上の糖と自己抗原の糖をそれぞれ区別しないと考えられている 24)。

SIGNR1 の糖鎖認識特異性は可溶型組換えタンパク質と糖鎖アレイを用いて調べられており、

その結果、マンノースを含むオリゴ糖よりもルイス血液型糖鎖をより選択的に認識すること

が示された 25)。しかし第２章でも示したとおり、SIGNR1の貪食受容体としての糖鎖選択性

を人工糖脂質被覆リポソームの SIGNR1を一過性に発現させた CHO細胞への取り込みを指
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標として評価した結果、その糖選択特異性は、LeXや GlcNAcを末端にもつ糖を被覆したリ

ポソームよりもオリゴマンノース残基をもつ糖脂質を被覆したリポソームの方が効率的かつ

選択的に取り込まれる事を見いだした 26)。このような SIGNR1の糖選択特異性における矛盾

は、単純に、可溶型組換え SIGNR1と細胞膜上に発現した SIGNR1の構造的あるいは存在

様式の違いに起因すると説明することは可能である。実際、可溶型ヒト DC-SIGNはMan3

より Lex に対して高い親和性を示すが、DC-SIGNを発現した細胞はMan3あるいは Lexを

結合させたマイクロビーズをほとんど同程度に取り込む 27)。しかしながら、この違いが貪食

受容体としての SIGNR1の糖鎖選択性と細胞接着分子としての糖鎖認識特異性の違い、すな

わち機能の違いに起因する糖鎖選択性の違いのためであると考えることもできる。このよう

な問題を克服するには、CLRのそれぞれの機能に対応した糖鎖選択性を細胞表面に提示され

た CLRを用いて比較する必要がある。 

	
 前述したように、CLRは免疫応答の活性化と寛容といった相反する細胞応答を誘導するこ

とができる。CLR の機能の違いに応じて CLR の糖鎖選択性やその後のシグナル伝達が変化

するということは、なぜ CLRが機能に対応して相反するような細胞応答を誘導するかという

ことを説明するのに大変魅力的な仮説となる。また、もし貪食受容体としての CLRの糖鎖選

択性が細胞接着分子としてのそれと異なるのであれば、特定の CLRを標的として効率のよい

抗原送達を達成するためにはその CLR が貪食受容体として最も選択性の高い糖鎖を決定す

る必要がある。そこで著者は本章において、SIGNR1 を安定的に発現しているマウスマクロ

ファージ様 RAW264.7細胞（RAW-SIGNR1）と人工糖脂質を用いて、SIGNR1の貪食受容

体としての糖鎖選択性を細胞接着分子としてのそれとを比較した。 

 

3-2 実験材料および方法	
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 3-2-1 細胞および材料	
 

	
 マウスマクロファージ様細胞である RAW264.7 細胞に SIGNR1 分子を恒常的に発現させ

た細胞（RAW-SIGNR1細胞）は当研究室で樹立した。この細胞は 10%ウシ胎児血清、2 mM 

グルタミンおよび 0.5 mg/ml G418を含む DMEM培地で培養維持した。また Table1-2に示

した人工糖脂質のなかで、 α1-2Man2-DPPE, α1-3Man2-DPPE, α1-4Man2-DPPE, 

α1-6Man2-DPPE, Man3-DPPE, Man5-DPPE, 2-FL-DPPE, 3-FL-DPPE, LNFP2-DPPE, 

LNFP3-DPPE, LNDFH-DPPE, BNCP-DPPE, and LNT-DPPEの１３種類を本研究では用

いた。合成および精製方法は第２章で述べた方法に準じた。これら１３種の人工糖脂質を被

覆したリポソームもまた第２章で述べて方法に従った。なお、人工糖脂質被覆リポソームの

構成比率は DPPC, cholesterol, NGL が 1.00: 0.94 ± 0.15: 0.11 ± 0.01であり、FITC-BSA

をコレステロール 1 mgあたり 190 から 230 µgの範囲で含み、その平均値は 209 ± 10.5 µg

であった。またリポソームの粒子径は 985から 1200 nm の範囲にあり、その平均値は 1080 

± 80 nmであった。 

 

3-2-2 人工糖脂質を固定化した固相に対する細胞接着評価法 

	
 人工糖脂質を固定化した固相（NGL-coated solid phase）は以下の方法で調製した。2-プ

ロパノールで溶解し様々な濃度（10-200 µM）に調製した人工糖脂質を 100 µlずつ 96well

プレートのそれぞれのウェルに加え、37°Cで一晩放置し溶媒を完全に除去した。その後各ウ

ェルを PBSで洗浄し、1%BSA を含む PBSを 100µl加えて 30分間 37°Cで放置し、ブロッ

キングを行った。これを再び PBSでウェルを洗浄し NGL- coated solid phaseとした。なお、

固相上に固定化プレート上にコートされた人工糖脂質の定量性を調べるため、100 pmolの

α1-2Man2-、Man3-、Man5-、LNFP2-、LNDFH-、3-FL-、BNCP-DPPEを上記の方法で
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固層化した 96wellプレートからそれぞれ回収し、人工糖脂質のリン酸量を測定した。その結

果、α1-2Man2-DPPEでは 85.5±4.9 pmol、Man3-DPPEでは 83.3±5.2 pmol、Man5-DPPE

では 81.2±3.1 pmol、LNFP2-DPPEでは 83.8±3.9 pmol、LNDFH-DPPEでは 80.2±4.1 pmol、

3-FL-DPPEでは 86.8±3.7 pmol、BNCP-DPPEでは 84.5±4.5 pmolと、人工糖脂質の種類に

よる糖量のばらつきは無いことが確認できた。 

	
 CaCl2 およびMgCl2 あるいは 5 mM EDTAを含むHank’s balanced salt solution (HBSS)

に懸濁した RAW-SIGNR1または親株である RAW264.7細胞(each 1 x 106/well)を人工糖脂質

が固定化されたウェルに加え、180 × g (1000rpm)で 1分間遠心した。25°Cで 30分間恒温放

置した後、各ウェルを温めておいた HBSSで満たし、プレートシールで密封した。プレート

を反転させ 180 ×gで 1分間遠心することで、固相に接着していない細胞を除去した。固相に

接着した細胞の数は cell counting kit-8（Dojindo, Kumamoto, Japan）を用いて 450nm波

長で吸光度測定することで評価した。 

 

3-2-3 RAW-SIGNR1細胞によるリポソーム取り込みの評価法 

	
 RAW細胞、もしくは RAW-SIGNR1細胞によるリポソームの取り込みは、第２章に述べ

た方法に準拠して行った。すなわち、CaCl2 およびMgCl2を含む Hank’s balanced salt 

solution (HBSS)に懸濁した細胞（5 x 105/500 µl）を 1.5-ml のシリコナイズチューブ中にと

り、FITC-BSAを封入した人工糖脂質被覆リポソーム（人工糖脂質で 2.5 nmol、コレステロ

ールとして 10 µg 相当）を加えて 37°Cで 1時間緩やかに撹拌した。その後、EDTAを含む

HBSSで細胞を洗浄し、1%パラホルムアルデヒドで細胞を固定化した。細胞へのリポソーム

の取り込みは第２章で述べたように FACSを用いて細胞中の FITCに由来する蛍光強度を測

定することで評価した。リポソームの細胞表面への結合と取り込みの比較は細胞とリポソー
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ムを 4°C または 37°Cでそれぞれ反応させて、その後の洗浄および固定化の操作を行わず、

反応終了直後に FACSを用いて細胞中の蛍光強度を測定することで評価した。 

 

3-3 結果 

	
 3-3-1 固相化人工糖脂質に対する濃度依存的な RAW-SIGNR1細胞の接着評価 

	
 細胞膜上に発現しているSIGNR1の細胞接着分子としての糖鎖結合特異性を明らかにする

為に、マクロファージ様細胞である RAWに SIGNR1を恒常的に発現させた RAW-SIGNR1

細胞を樹立し、固相化した糖脂質に対する細胞の接着を検討した。Man3-DPPE の固相化量

を変えると、Man3-DPPE 固相化量依存的に RAW-SIGNR1 の結合量が増加し、約 50 

pmol/well以上の量になると、結合量は一定となった（Fig. 3-1A）。固相化したMan3-DPPE

に対する細胞接着は EDTA存在下で接着がみられなくなり、SIGNR1抗体で前処理をするこ

とでも接着がみられなくなった（Fig.3-1A）。また、親細胞で SIGNR1が発現していない RAW

細胞ではMan3-DPPEに対する接着はみられなかったことから、RAW-SIGNR1細胞の接着

は SIGNR1を介していると結論された。またその他の糖脂質との結合を調べた結果、末端に

α1-2結合のフコースをもつ2-FL-DPPEやα1-4結合のフコースを側鎖にもつLNFP2-DPPE、

末端に GlcNAcをもつ BNCP-DPPEを固定化した固相に対しても、最大結合量はそれぞれの

糖脂質で異なっていたが、Man3-DPPE 固定化固相への接着と同様の濃度依存性で

RAW-SIGNR1細胞は結合した（Fig. 3-1B）。 

 

	
 3-3-2 SIGNR1を介した各種固相化糖脂質に対する細胞接着比較 

	
 次に上記の結果を基として、RWA-SIGNR1 細胞と親株である RAW 細胞を用いて、

50pmol/well の各種糖脂質を固定化した固相上への細胞接着を比較検討した (Fig3-2)。その
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結果、SIGNR1 分子を発現していない親株である RAW 細胞は、全ての人工糖脂質固定化固

相に対して接着性を示さなかった。マンノースを含む各固相化糖脂質に対する

RAW-SIGNR1 細胞の接着を検討した結果、α1-2Man2-DPPE と α1-３Man2-DPPE、

Man3-DPPE に対して同程度の細胞接着を示した。また、Man5-DPPE に対しては、

Man3-DPPEりも効率よく細胞接着がみられたが、α1-４Man2-DPPEと α1-６Man2-DPPE

に対しては α1-３Man2-DPPEと Man3-DPPEに対するよりも接着性が顕著に低いレベルで

あった。マンノースを含有する各固相化糖脂質に対する細胞接着性の効率はそれぞれ、Man5- 

> Man3- ≥ α1-3Man2- ≈ α1-2Man2- > α1-6Man2- > α1-4Man2-DPPEであり、概ねマンノ

ースの残基数に比例していた。この結果は、可溶化組み換え SIGNR1を用いたこれまでの報

告の結果と矛盾しなかった 25)。 

	
 次に、フコースもしくは GlcNAcを含む人工糖脂質を固定化した固相への接着性について

検討した。フコースを含む固相化糖脂質への細胞接着は、いずれもMan3-DPPEよりも効率

的な結合がみられた（Fig. 3-2）。更にこれら糖脂質間での顕著な差異はみられなかった。対

照的に、BNCP-DPPEへの細胞接着程度は、Man3-DPPEよりも低かった。 

 

	
 3-3-3 RAW-SIGNR1細胞によるリポソーム取り込み評価 

	
 細胞膜上に発現しているSIGNR1の貪食受容体としての糖鎖選択性を明らかにするために、

第２章同様、FITC-BSA を封入した人工糖脂質被覆リポソームとともに細胞を培養して、そ

の貪食効率を比較した。その結果、RAW-SIGNR1細胞の約 60％以上の細胞が、コレステロ

ール：DPPC：人工糖脂質のモル比が 10:10:1の比率で作製されたリポソームを取り込んでい

る事が確認できた（Fig.3-3A）。対照的に、RAW細胞によるMan3-DPPE被覆リポソームの

取込みは 10％以下であった。加えて、RAW-SIGNR1細胞を予め SIGNR1抗体で処理するこ
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とで、Man3-DPPE被覆リポソームの取込みは阻害された（Fig.3-3A）。また、 LNT-DPPE

被覆リポソームや糖脂質を被覆していないリポソームの取り込みは 10％以下であった。従っ

て、Man3-DPPE被覆リポソームは細胞表面に発現した SIGNR1を介して細胞内に取り込ま

れている。 

	
 様々な系で細胞表面上に発現している CLR とリガンドとの結合は 4℃で測定することで、

またリガンドの CLR を介した取り込みは 37℃で測定することで評価されている。そこで、

RAW-SIGNR1細胞とMan3-DPPE被覆リポソームを 1時間 4°Cで反応させ、リポソームの

取り込みを解析した結果、細胞に取り込まれたリポソーム内の蛍光タンパクは検出されなか

ったが、反応温度が 37°Cの場合では明らかな取り込みがみられた（Fig. 3-3B）。このことか

ら、人工糖脂質被覆リポソームと細胞表面に発現している SIGNR1の結合の評価はできない

と判断した。 

 

3-3-4 SIGNR1を介した各種糖脂質被覆リポソームの取込みの比較 

	
 貪食受容体としての SIGNR1分子の糖鎖選択特異性を調べるため、第２章で述べた方法を

用いて、RAW-SIGNR1 細胞による様々な糖脂質被覆リポソームの取り込みを比較検討した

リポソームは全てコレステロール：DPPC：人工糖脂質の構成比率が 10:10:1で調製されたも

のを用いた。これらの糖脂質の取り込みは FACSで解析し、その代表的な糖脂質の取り込み

結果を Fig.3-4 に示した。結果、α1-3Man2-DPPE を被覆したリポソームは RAW-SIGNR1

細胞の約半数に取り込まれた。それとは対照的に、α1-2Man2-DPPE を被覆したリポソーム

はα1-3Man2-DPPE を被覆したリポソームと比較すると、明らかに取り込み効率は低下して

い (Fig. 3-4 upper pane)。また、LNFP2 (Lea)-DPPEを被覆したリポソームにおいては、

RAW-SIGNR1 細胞の約 80％程度の取り込みがみとめられたが、LNDFH (Leb)-DPPE や
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LNFP1(Lx)-DPPE を被覆したリポソームは Lea-DPPE を被覆したリポソームと比較すると

顕著な取り込み率の低下がみとめられた (Fig. 3-4 middle panel)。 加えて、2-FL-DPPE被

覆リポソームは RAW-SIGNR1 細胞に取り込まれたのに対して、3-FL-DPPE 被覆リポソー

ムでは取り込みがみとめられなかった。(Fig. 3-4 lower panel) 

	
 以上のような結果を基に、RAW-SIGNR1 細胞への各種人工糖脂質被覆リポソームの取り

込みを Fig. 3-5 にまとめた。マンノースを含む人工糖脂質で被覆したリポソームの中では

Man3-DPPE 被覆リポソームが最も効率よく細胞に取り込まれるという結果が得られた。貪

食 効 率 の 順 序 は Man3- > Man5- ≈ α1-3Man2- > α1-2Man2- ≈ α1-6Man2- > 

α1-4Man2-DPPEであった（Fig. 3-5 upper panel）。一方、フコースを含む人工糖脂質被覆

リポソームの貪食を比較した場合、Lea-DPPE で被覆したリポソームが Lex-DPPE または

Leb-DPPEで被覆したリポソームよりも効率よく取り込まれていた。フコースおよび GlcNAc

を含む人工糖脂質被覆リポソームの取り込み効率は、Lea- ≈ Man3- ≥ BNCP- ≈ 2-FL- > Lex- > 

Leb- > 3-FL-DPPE の順であった。また全 13 種類の人工糖脂質被覆リポソームの中では

Man3-DPPEおよび Lea-DPPEで被覆したリポソームが最も効率よく RAW-SIGNR1細胞に

貪食された（Fig. 3-5 lower panel）。 

 

	
 3-3-5 SIGNR1を介した糖脂質低被覆率リポソームの取り込み 

	
 一般的に、レクチンによる糖鎖認識には糖鎖が多価の状態で存在することが必要である 30)。

著者は既に第２章において、人工糖脂質被覆リポソーム上の糖鎖密度が CLRを介したリポソ

ームの貪食効率に影響を与えることを示している。コレステロール, DPPC, および人工糖脂

質が 10:10:1で構成されたリポソームを用いた場合Man3-DPPEおよび Lea-DPPEで被覆し

たリポソームが最も効率よく貪食されたことから、この２種の人工糖脂質を従来のリポソー
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ムよりも低い割合で被覆したリポソームの取り込みについて検討した (Fig. 3-6)。 

	
 その結果、コレステロール：DPPC：人工糖脂質の構成比率を 10:10:1で作製したリポソー

ムの取り込みと同様に、10:10:0.5で構成されているリポソームではMan3-DPPEおよび

Lea-DPPEのどちらも、RAW-SIGNR1細胞によって効率的に取り込まれたが、コレステロ

ール, DPPC, およびMan3-DPPEが 10:10:0.2で構成されたリポソームの細胞への取り込み

は著しく低下した。一方で、RAW-SIGNR1細胞による、コレステロール：DPPC：Lea-DPPE

の比率が 10:10:0.2のモル比率で構成されているリポソームの取り込みにおいては、細胞内へ

の取り込みが確認できた。従って、相対的に糖脂質の密度が低い状態ではMan3-DPPE被覆

リポソームよりも Lea-DPPE被覆リポソームの方が、細胞表面上に発現している SIGNR1分

子を介して効率的に貪食されることが明らかとなった。 

 

3-4 考察 

	
 CLRの機能についての知見が増すにつれて、CLRが免疫応答の誘導と調節といった場面に

重要な役割を果たしていることが明らかになってきている。CLRの機能における糖鎖選択性

や特異性を理解することによって、ホメオスタシスの維持における抗原提示細胞の細胞間相

互作用や、免疫誘導における病原体の取り込みを理解することも可能となる。既に述べたよ

うに、CLRの糖鎖結合特異性は基本的に組換え可溶型の CLRと糖鎖アレイなど固相化され

た糖鎖との結合や相互作用を指標として調べられているが、実験系の違いによって細かな結

合特異性が異なっている場合がある。例えば、Galustianらは人工糖脂質の糖鎖アレイを用

いて検討を行い、可溶型 SIGNR1がルイス血液型糖鎖をオリゴマンノースに対して含む糖鎖

よりも選択的に結合することを報告している 26)。対照的に、Takaharaらは糖鎖マイクロア

レイと evanescent-field fluorescence-assisted detection systemを用いて可溶化組換え
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SIGNR1の糖鎖認識結合特異性を検討し、SIGNR1はα−マンノースと菌体のマンナンには強

く結合するが、Leaや Lexのようなフコースを含む糖鎖は認識しないと結論づけている 28)。

前者はレクチンの糖鎖認識ドメインを IgGの Fc部位に融合させた組換え CLRを抗 Fc抗体

でポリメライズしたものを可溶型 CLRとして用いているが、後者では、２量体の可溶型

SIGNR1を可溶型 CLRとして用いている。これらの結果から、CLRのオリゴマー形成の違

いが CLRの糖鎖選択特異性に影響をあたえる可能性が示唆された。第２章でも述べたように、

SIGNR1は膜近傍に長いネック領域をもち 31)、ヒト DC-SIGNのように細胞表面上でネック

領域を介して SIGNR1の多量体を形成していると考えられている 29),30)。つまり生理的な条件

ではSIGNR1は細胞表面でオリゴマーを形成した状態で貪食受容体もしくは細胞接着分子と

して機能している。従って、CLRをワクチンでの抗原送達のターゲットとして利用しようと

した場合には細胞表面での CLRの糖鎖選択性を評価する必要がある。 

	
 そこで本章では、生理的条件下での SIGNR1、すなわち膜上に発現した SIGNR1の貪食受

容体あるいは細胞接着分子としての糖鎖選択性を評価することを目的とした。そのため、マ

ウスマクロファージ様細胞である RAW264.7細胞に SIGNR1を恒常的に発現させた

RAW-SIGNR1細胞を樹立し、様々な人工糖脂質を固相化したプレートに対する細胞接着と、

人工糖脂質を被覆したリポソームの細胞への取り込み選択性を系統的に比較した。結論とし

て、貪食受容体としての SIGNR1の糖鎖選択性は細胞接着分子のそれとは細かい点で異なっ

ていた。その詳細な比較結果は Table 3-1に総括した。ここで人工糖脂質を固定化した固相

への RAW-SIGNR1細胞への接着効率と人工糖脂質被覆リポソームの RAW-SIGNR1細胞へ

の貪食効率を比較してみると、Man3-DPPEはMan5-DPPEあるいはフコースを含む多くの

人工糖脂質に比べ、接着分子としての SIGNR1のリガンドとしては効率が低い。この結果は

Galustianらが可溶型 SIGNR1多量体を用いて得た結果と概ね一致している。一方で、
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Man3-DPPEはMan5-DPPEあるいはフコースを含む多くの人工糖脂質に比べ貪食受容体と

しての SIGNR1のリガンドとしては適しているといえる。逆に DC-SIGNにおいてよいリガ

ンドとされている Lex-DPPE または Leb-DPPEは確かに接着分子としての SIGNR1のリガ

ンドとしても優れていたが、貪食受容体としての SIGNR1のリガンドとしてはMan3-DPPE

や Lea-DPPEに比べて優れたリガンドとはならないと考えられた。このような違いがなぜ生

じるのかについての明確な答えはない。しかしひとつの理由として、糖鎖の提示のされ方に

よる違いが原因となっている可能性がある。なぜなら、プラスチックの固相上で人工糖脂質

糖鎖が提示される状態とリポソームの脂質二重層上で人工糖脂質糖鎖が提示される状態では、

大きく異なるからである。そこで著者も人工糖脂質被覆リポソームの細胞への結合を、人工

糖脂質被覆リポソームと細胞を 4℃で反応させることで評価しようと試みた。しかし。Fig. 3-5

に示したように、リポソームの細胞への結合を検出することができなかった。また機能によ

って選択性に違いが生じる原因として、細胞表面上の他の分子が影響を与えている可能性も

考えられる。例えば、貪食というプロセスは非常に複雑であり、貪食受容体以外の多数の分

子が関与していることが知られている 31),32)。これら貪食に関与する受容体以外の分子が糖鎖

を提示している粒子のソーティングに影響を及ぼしているのかもしれない。しかし、このこ

とを示すためにはさらなる研究が必要である。 

	
 本章を総括すると、人工糖脂質が CLRの機能を考慮した糖鎖選択性の解明に非常に有用で

あることを示し、また LeaとMan3を含む糖鎖（人工糖脂質）が貪食受容体としての SIGNR1

をターゲットとするうえで非常に魅力的なリガンドになる事を示した。DCに CLRを介して

抗原を送達する上で、それぞれの CLRの糖鎖選択特異性を明らかにする事は重要である 22) 。

これまで、CLRを介して DCに抗原を送達する場合、その糖鎖は可溶型組換え CLRで示さ

れた糖鎖結合特異性を基に選択をされている。しかしながら今回の結果より、糖鎖を用いた
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ターゲティングには、機能に応じた糖鎖選択性を基として選択する必要性が浮き彫りになっ

た。また、著者らのグループではMan3-DPPEで被覆したリポソームを用いてマウスの抗原

提示細胞への抗原送達を達成してきたが、本研究の結果はMan3-DPPEを選択した妥当性を

与えるものであった。一方でヒト DC-SIGNでは異なる糖鎖によって異なるシグナルが伝達

され、その結果として異なる免疫応答が誘導されることが示されていることから 33)-35)、CLR

の機能に応じた糖鎖認識の選択性の違いが異なるシグナルを惹起している可能性も考えられ

る。今後、人工糖脂質固定化固相への CLRを介した細胞接着から惹起されるシグナルや細胞

応答を人工糖脂質被覆リポソームの CLRを介した取り込みから惹起されるそれらと比較す

ることで、免疫系における CLRの機能を理解できるようになることが期待される。 
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Table 3-1.  Evaluation of carbohydrate preference of SIGNR1 

Neoglycolipid Assessed as a cell Assessed as a phagocytic receptor  

 adhesion molecule 	
 DPPC:Chol:NGL DPPC:Chol:NGL 

          (10:10:1)  (10:10:0.2)  

                                                                            

a1-2Man2  ++  + ND 

a1-3Man2  ++  +++  +/- 

a1-4Man2  +  +/-  ND 

a1-6Man2  +  +  ND 

Man3  ++  ++++  + 

Man5  +++  +++  +/- 

LNFP2 (Lea)  ++++  ++++  +++ 

LNFP3 (Lex)  ++++  +++  +/- 

LNDFH (Leb)  ++++  ++  +/- 

2-FL (Blood group H)  ++++  +++  ND 

3-FL  ++++  +/-  ND 

BNCP  ++  +++  + 

LNT  -  -  ND 

                                                                            

ND; not determined 
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Fig. 3-1. Assessment of SIGNR1-mediated cell adhesion to NGL-coated solid phases.  

To prepare NGL-coated solid phases, different quantities of NGLs were added in the wells of 

a 96-well plate (indicated on abscissa), and the wells were dried, washed with PBS, and 

blocked with 1% BSA in PBS for 1h at room temperature. A. Cell adhesion of RAW-SIGNR1 

cells to Man3-DPPE coated solid phases was determined in the presence of CaCl2 and MgCl2 

(open squares), EDTA (open diamonds) or an anti-SIGNR1 antibody (open circles). Each bar 

shows the mean ± SD for 3 independent experiments. B. Cell adhesion of RAW-SIGNR1 cells 

to the solid phases coated with Man3- (open squares), 2-FL- (closed diamonds), LNFP2- 

(closed circles), or BNCP-DPPE (closed triangles) was determined in the presence of CaCl2 

and MgCl2. Each bar shows the mean ± SD for 5 independent experiments. 
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Fig. 3-2. 

Efficiency of cell 

adhesion to NGL- 

coated solid phases. 

The cells were plated 

on wells of 96-well 

plates coated with 50 

pmol of various NGLs 

(indicated on abscissa), 

and incubated for 1h at 

37°C. Unbound cells 

were removed by 

centrifugation and the 

bound cells on each 

well were measured. 

Black and gray bars 

indicate the cell adhesion of RAW-SIGNR1 and RAW264.7 cells, respectively. Each bar 

shows the mean ± SD for 5 independent experiments. * P < 0.05 vs. adhesion of cells to 

Man3-DPPE-coated solid-phase.
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Fig. 3-3. Assessment of SIGNR1-mediated phagocytosis of NGL-coated liposomes 

A. RAW264.7 or RAW-SIGNR1 cells were incubated with FITC-labeled liposomes coated with 

Man3-DPPE (open peaks) or uncoated liposomes (shaded peaks) at 37°C for 1 h, and the 

fluorescence in the cells were analyzed. Prior to addition of liposomes, cells were treated with 

or without an anti-SIGNR1 antibody for 30 min at 4°C. B. The cells were incubated with the 

liposomes in HBSS containing CaCl2 and MgCl2 at 4°C or 37°C for 1 h, and the fluorescence 

from FITC in the cells were analyzed by flow cytometry. Open and shaded peak indicates the 

fluorescent intensities of RAW-SIGNR1 and RAW264.7 cells, respectively.
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Fig. 3-4. Representative histograms of uptake of liposomes coated with various NGLs 

by RAW-SIGNR1 cells 

FITC-labeled NGL-coated liposomes comprising of cholesterol, DPPC, and various NGLs 

(indicated in the panels) at a molar ratio of 10:10:1(open peaks) or uncoated liposomes 

(shaded peaks) were incubated with RAW-SIGNR1 for 1 h, and the fluorescent signals in the 

cells were analyzed.
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Fig. 3-5. 

Efficiency of 

uptake of NGL- 

coated 

liposomes by 

RAW-SIGNR1 

cells. 

The cells were 

incubated with FITC-BSA-containing liposomes comprised of DPPC, cholesterol, and various 

NGLs (indicated on abscissa) at a molar ratio of 10:10:1 for 3 h. and liposome uptake was 

analyzed by FACS. The percentage of FITC-positive cells in the cells is shown on the vertical 

axis. Black and gray bars indicate the liposome uptake by RAW-SIGNR1 and RAW264.7 cells, 

respectively. Each bar shows the mean percentage ± SD of 5 independent experiments. * P < 

0.05 vs. uptake of Man3-DPPE-coated liposomes. 
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Fig. 3-6. Uptake of liposomes with lower NGL quantities 

Uptake of FITC-BSA containing liposomes comprised of cholesterol, DPPC, and various 

NGLs at molar ratios of 10:10:1, 10:10:0.5, and 10:10:0.2 were analyzed. A. Representative 

histograms of the uptake of liposomes coated with Man3-DPPE and those coated with 

LNFP2-DPPE. B. Quantitative comparison of the uptake of liposomes containing different 

quantities of NGLs. Black and gray bars indicate the percentage of FITC-positive cells that 

incubated with liposomes coated with Man3-DPPE and those coated with LNFP2-DPPE, 

respectively. Data are expressed as the mean percentage ± SD of 5 independent 

experiments.
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第４章	
 免疫応答に及ぼす貪食受容体としての SIGNR1の機能評価 

4-1 序論 

	
 SIGNR1は糖鎖を被覆したリポソームのような大きな粒子を貪食する貪食（ファゴサイト

ーシス）受容体として機能するとともに、糖タンパク質やデキストランのような糖鎖をもつ

可溶性高分子を細胞内に取り込むエンドサイトーシス受容体としても機能する 1)-3)。さらに、

第３章で示したようにSIGNR1は糖鎖で被覆された固相上への細胞接着も媒介する接着分子

としての機能も持っている。すなわち、SIGNR1などの CLRは多機能分子であるといえる。 

前章までに述べてきたように、Man3-DPPEで被覆したリポソーム（OML）が SIGNR1

を発現している細胞に SIGNR1を介してMan5-DPPEを含む他の人工糖脂質被覆リポソー

ムより効率よく取り込まれることを著者は明らかにした。一方で、SIGNR1を発現している

細胞はMan5-DPPEを固定化した固相上にMan3-DPPEを固定化したそれよりも効率よく接

着した 3)。このことは貪食受容体としての SIGNR1と細胞接着分子としての SIGNR1では、

細かな糖鎖選択性が異なっていることを示している。 

ところで、SIGNR1のヒトの相同体である DC-SIGNは数多くの病原体に対する免疫応答

誘導において鍵分子として機能していることが明らかにされている 4）。例えば、DC-SIGNと

病原体のマンノースやフコースを含む糖鎖との相互作用は DCの成熟化を障害することで、

TLR4を基点とした免疫応答に影響を与えている。また DC-SIGNがリガンド糖鎖と結合す

ることで serine/threonine kinaseである Raf-1が活性化し、そのために NF-κB subunit, p65

のリン酸化が亢進しさらに、IL-10 遺伝子の転写が増加し、IL-10の産生量が増える 5)。さら

には、ダニの唾液腺で作られる免疫抑制タンパク質 Salp15は DC-SIGNと結合することで細

胞内にシグナルを伝達し、TLR2あるいは TLR4を介した IL-6や TNF-αといった炎症性サ
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イトカインの産生を阻害することも示されている 6)。このように、様々なサイトカインの産

生が CLRと糖鎖との相互作用を介したシグナル伝達によって調節されていることが示され

ているが、CLRの多彩な機能の違いがサイトカインの産生にどのような影響を与えているか

について述べた報告は見当たらない。 

小島らは、腹腔内に OMLを投与すると貪食細胞が SIGNR1を介して OMLを貪食し、そ

の結果として細胞が活性化され Th1免疫応答誘導に必須である IL-12が選択的に産生される

ことを示した 2)。この能力は OMLの持っている優れた特徴の一つである。しかし同時に、

貪食細胞が産生する IL-6が OMLの取り込みに応答して著しく抑制されることも見いだして

いる。このことは SIGNR1による OMLの認識によって DC-SIGNの場合と同じように炎症

性サイトカインの産生が抑制されることを示している。前章において述べたように、SIGNR1

の糖鎖認識選択性はそれぞれの機能に応じて異なっていると考えられることから、SIGNR1

による免疫応答調節においても糖鎖認識の場合と同じようにSIGNR1の機能に応じて異なっ

ている可能性が考えられた。そこで本章においては、SIGNR1の様々な機能、すなわち貪食

受容体、エンドサイトーシス受容体および接着分子としての機能が炎症性サイトカインの産

生にどのような影響を与えるか、RAW-SIGNR1細胞を用いて、グラム陰性菌の細胞壁の成

分であるLPSで刺激することでTLR4を介した炎症性サイトカインの産生量の変化を検討し

た。 

 

4-2 実験材料および方法 

	
 4-2-1 試薬、細胞および方法	
 

	
 マウスマクロファージ様細胞である RAW264.7細胞に SIGNR1分子を恒常的に発現させ

た細胞(RAW-SIGNR1細胞)は、第３章同様、著者の研究室で樹立した細胞株を用いた。
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Hamster由来の SIGNR1モノクローナル抗体（22D1） は eBoscience（Boston, MA, USA）

から購入した。また特に断らない限り、使用した試薬類および方法は基本的には第１章から

３章までに述べたものと同じである。 

 

	
 4-2-2 サイトカインの測定方法 

	
 2%の牛胎児血清を含む培地に懸濁した RAW-SIGNR1細胞（5 × 105/500 µl）を 1.5 mlのシ

リコナイズドチューブに入れ、そこに 100 ng/mlになるように Escherichia. coli 0111:B4株の

LPS (Sigma-Aldrich)を加えた。LPSを加えた直後に、人工糖脂質被覆リポソーム、あるい

は可溶性の糖鎖プローブ（Man3-BSAまたはMan3-PAA）を加え、１時間 37℃で穏やかに

撹拌した。その後、細胞を 24-wellプレートに移し、37℃18時間培養した。また別途、細胞

をMan3-DPPEまたはMan3-BSAを固定化したプラスチックプレートに加え、180 × gで１

分間遠心し、すぐに LPSを加え 37℃18時間培養した。培養後培地を回収し培地中に分泌さ

れたサイトカインをそれぞれの ELISAキット（BD bioscience）を用いて定量した。 

 

4-3 結果 

	
 4-3-1 SIGNR1を介した OMLの貪食による IL-6の分泌抑制 

これまで、OMLが SIGNR1を介してマクロファージに取り込まれる事で、LPS刺激より

惹起される IL-6 のサイトカイン分泌が抑えられるという結果が得られている。そこで

RAW264.7細胞からのサイトカイン産生において、SIGNR1を介した OMLの取込みが与え

る影響を検討する為に、OML存在もしくは非存在下での LPS刺激による RAW-SIGNR1細

胞からの IL-6産生量の変化を調べた。第３章で示したように、RAW-SIGNR1細胞は SIGNR1

依存的に OMLを速やかに取り込むが、親株 RAW264.7細胞では OMLの取り込みはほとん
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ど観察されない。SIGNR1を発現していない RAW264.7細胞では、OMLも糖鎖を被覆して

いないリポソーム(BL)も、LPS によって誘導される IL-6 の産生に影響を与えなかった(Fig. 

4-1A)。対照的に、RAW-SIGNR1 細胞による OML 存在下での IL-6 の産生は、顕著に抑制

された。別のクローンでも同様に OMLによる IL-6の産生抑制はみられた。しかし BL存在

下では、いずれのクローン株においても IL-6の産生抑制は認められなかった。さらに、OML

濃度依存的に IL-6の産生が抑制される事も、明らかとなった(Fig. 4-1B)。 

SIGNR1分子と相同性の高い DC-SIGNは、TLRを介したシグナル伝達で惹起される IL-6、

IL-β、TNF-α、IL-12 といった幅広い炎症性のサイトカインの産生を抑える報告がある。そ

こで、SIGNR1 分子による炎症性のサイトカイン産生への影響を検討した。その結果、

SIGNR1を介した OMLの貪食は IL-6だけではなく IL-βの産生も抑制するが、TNF-αの産

生には全く影響を与えない事が明らかとなった(Fig. 4-1C)。 

 

	
 4-3-2 粒径が異なる OMLによる IL-6の分泌抑制 

上記の実験では粒子径が約 1 µm の OMLを用いている。そこで、粒子径が与える影響を

検討するため、粒子径が 1.0 µm、0.4 µm、0.2 µmおよび 0.1 µmになるように調整した OML

を用いて LPS 刺激によって誘導される IL-6 産生の抑制ついて検討した。RAW-SIGNR1 細

胞は直径 0.1 µmの OMLであっても、細胞内に取り込んだ (Fig.4-2A)。しかしながら、直径

が 0.2 µm以下の OMLでは IL-6の産生は抑制されなかった。一方、直径 0.4 µmのリポソー

ムは 1.0 µmのリポソーム同様に IL-6の抑制が認められた（Fig.4-2B）。ファゴサイトーシス

とは貪食細胞が 500 nm以上の大きな粒子をアクチンに依存した形で細胞内に取り込む過程

を指している。0.4 µm以上の OMLでは抑制効果がみられ、それ以下では見られないという

ことは、SIGNR1 を介したファゴサイトーシスが LPS 刺激で誘導される IL-6 や IL-1βの産
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生を抑制していることを示している。 

 

	
 4-3-3 SIGNR1を介したエンドサイトーシスによる IL-6の分泌抑制 

次に SIGNR1 を介したエンドサイトーシスがどのようにサイトカイン産生に影響を及ぼ

すかを調べるために、可溶性の SIGNR1 リガンドを用いて TLR4 を介した IL-6 産生への影

響を検討した。RAW-SIGNR1 細胞に可溶性の糖鎖ポリマーである Man3-PAA を加えて培

養した結果、Man3-PAAの顕著な取込みが認められた（Fig. 4-3A）。しかしながら、20 µg/ml

の Man3-PAA 存在下における RAW-SIGNR1 細胞からの LPS 刺激による IL-6 の産生は抑

制されなかった（Fig. 4-3B）。また高濃度の Man3-PAA でも IL-6 産生への影響は認められ

なかった。さらに人工糖タンパク質であるMan3-BSAも RAW-SIGNR1からの IL-6の産生

に影響を与えなかった（Fig. 4-3B）。このことは、SIGNR1 を介した可溶性のリガンドの認

識と取り込みはOMLのような粒子の取り込みの場合とは異なり TLR4を介した IL-6の産生

に影響を与えないことを示している。そこで、SIGNR1のエンドサイトーシスの IL-6産生へ

の影響を検討することにした。すなわち、RAW-SIGNR1細胞をハムスター抗 SIGNR1抗体

で処理した後に抗ハムスターIgG 抗体を用いて SIGNR1 分子をクロスリンクすることで、

SIGNR1 の受容体依存型エンドサイトーシスを惹起した。その結果、抗体によるクロスリン

クによって SIGNR1は明瞭にエンドサイトーシスされた（Fig. 4-3C）。しかしながら、これ

らの処理によっても LPS 刺激によって誘導される IL-6 の産生は全く抑制を受けなかった

(Fig. 4-3D)。以上のことから、SIGNR1を介したエンドサイトーシスは IL-6の産生には影響

を与えないことが明らかになった。 

 

	
 4-3-4 SIGNR1を介した細胞接着による IL-6の分泌抑制 
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SIGNR1のような C型レクチン受容体は抗原取り込み受容体としてだけでなく、細胞接着

分子としても機能している。そのため、固相化した SIGNR1 リガンドへの接着による LPS

刺激誘導の IL-6の産生への影響を検討した。その結果、RAW-SIGNR1細胞と常在性腹腔内

マクロファージによる Man3-DPPE と Man3-BSA を固相化プレートへの明らかな結合が認

められた（Fig. 4-4A, C）。しかし、細胞の SIGNR1を介した固相化プレートへの結合は LPS

刺激で誘導される IL-6産生に全く影響を与えなかった(Fig. 4-4B, D)。 

 

4-4 考察 

	
 本章ではマンノトリオース（Man3）で被覆された 0.4 µm以上の粒径をもつリポソームが

SIGNR1経由で取り込まれたときに、LPSの刺激によって惹起されるマウスマクロファージ

RAW 細胞からの IL-6 の産生が顕著に抑制されることを示した。一方で 0.4 µm 未満の粒径

をもつリポソームやMan3を有する可溶性高分子はSIGNR1を介して細胞内に取り込まれる

が、これらの取り込みは IL-6の産生には影響を与えなかった。同様にMan3を固定化した固

相への SIGNR1 を介した細胞接着も IL-6 の産生に影響を与えなかった。貪食（ファゴサイ

トーシス）とは、貪食細胞が 500 nm以上の粒径を持つ大きな粒子をアクチンに依存した機

構で取り込むことであり 7)、体内に侵入した細菌などの病原微生物を排除するための生体防

御機構として重要な働きである。多くの CLRは病原体を捕食するファゴサイトーシス受容体、

糖鎖を持つ自己抗原などの認識と取り込みに関与するエンドサイトーシス受容体および細胞

間認識で機能するような細胞接着分子としての機能を持っている。しかし、これまで CLRの

これら機能と CLR が関与するような免疫応答誘導の関連性は明らかではなかった。本章で

RAW-SIGNR1 細胞を用いて示した結果は、SIGNR1 のもつ機能、すなわちファゴサイトー

シス受容体、エンドサイトーシス受容体あるいは接着分子としての機能の中で、ファゴサイ
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トーシス受容体としての SIGNR1だけが、TLR4を介した炎症性サイトカインの産生を抑制

することを明確に示している。 

	
 DC-SIGN と SIGNR１はそれぞれヒトとマウスの相同的な分子であることや、ダニや鞭虫

の可溶性糖鎖あるいはマンソン住血吸虫の卵の抗原のような特定のリガンドの DC-SIGN に

よる認識が TLRによって媒介される幅広い炎症性サイトカイン、すなわち IL-6, IL-12およ

び TNF-αなどの産生を抑制することが既に明らかになっていることから 6), 8), 9)、SIGNR1を

介した貪食が TLR4 を介した炎症性サイトカインの産生を抑制すること自体は、驚くにあた

らない。しかし DC-SIGN による前述のリガンドの認識は IL-6および TNF-αの両者の産生

を抑制するのに対して、SIGNR1 を介した OML の貪食は IL-6 の産生のみを抑制し TNF-α

の産生には全く影響を与えないことが本研究より明らかとなった。また、DC-SIGN の場合

可溶性のリガンドであってもサイトカインの産生抑制が見られるが、SIGNR1 の場合は

Man3-BSAやMan3-PAAといった可溶性リガンドのエンドサイトーシスでは全く IL-6の産

生抑制が認められない。従って、その抑制のメカニズムはおそらく大きく違っていると考え

られる。すなわち SIGNR1を介した貪食は DC-SIGNによるリガンド認識とは異なるシグナ

ル伝達系で特定の炎症性サイトカインの産生だけを抑制していると考えられた。筆者が本章

で示した結果は、多彩な機能をもつ CLRがその機能に応じて特異的な免疫応答を形成できる

ことを強く示唆しており、CLRが多様な病原体に対して免疫応答を誘導する上で重要な分子

であることを改めて示したものである。今後は SIGNR1の機能に応じたシグナル伝達系につ

いて詳細に検討するとともに、DC-SIGN でも同様なことが起きるか否かを本章で用いた構

造既知の様々な糖鎖プローブを用いてさらに検討する必要がある。 
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Fig. 4-1. Suppression of LPS-induced cytokine production by OMLs  

A. Three clones of RAW-SIGNR1 cells or parental RAW cells (1 x 106/ml) were stimulated 

with LPS alone (100 ng/ml), LPS plus OMLs (20 µg/ml of cholesterol), or LPS plus uncoated 

liposomes (BLs; 20 µg/ml of cholesterol), cultured for 18 h, and secretion of IL-6 into the 

medium was determined. B. RAW-SIGNR1 cells (clone #1) were stimulated with LPS and 

different concentration of OMLs, as indicated. C. RAW-SIGNR1 cells (clone #1) were 

stimulated with LPS plus OMLs (20 µg/ml of cholesterol), and then secretion of IL-6, IL-1β, 

and TNF-α into the medium was determined. Each bar shows the mean ± SD for 5 

independent experiments. * P < 0.05 vs. LPS alone. 
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Fig. 4-2. Effect of particle sizes and carbohydrates of the liposomes on LPS-induced 

IL-6 production. A. RAW-SIGNR1 cells were incubated with FITC-BSA-containing OMLs 

with different particle sizes for 30 min, and uptake of OMLs into the cells was determined 

based on the fluorescent intensity of FITC-BSA by FACS. B. The cells were incubated with 

LPS and OMLs of different particle sizes, and then secretion of IL-6 into the medium was 

determined. C. The cells were incubated with LPS plus liposomes coated with either 

Man3-DPPE, LNFP-2-DPPE, LNFP-3-DPPE, or BNCP-DPPE. Each bar shows the 

mean ± SD for 3 independent experiments. 
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Fig. 4-3. Effect of SIGNR1-mediated endocytosis of soluble ligands on LPS-induced 

IL-6 production. A. Endocytosis of Man3-PAA. Biotin-conjugated Man3-PAA were incubated 

with PE-conjugated streptavidin for 30 min, and RAW-SIGNR1 cells were cultured with the 

Man3-PAA-streptavidin complex for 60 min. After washing with PBS containing 1 mM EDTA, 

the cells were stained with FITC-conjugated CD11b on ice for 30 min to label the cell surfaces. 

The cells were then washed with PBS and fixed with 1% paraformaldehyde. B. RAW-SIGNR1 

(1 x 106/ml) cells were incubated with LPS alone, LPS plus Man3-PAA (20 µg/ml), LPS plus 

Man3-BSA (50 µg/ml), or LPS plus OMLs (20 µg/ml of cholesterol) for 18 h, and secretion of 

IL-6 into the medium was determined. Each bar shows the mean ± SD for 3 independent 

experiments. * P < 0.02 vs. LPS alone. C. Endocytosis of SIGNR1. The cells were treated 

with an anti-SIGNR1 antibody, 22D1, and PE-conjugated anti-hamster IgG antibody for 30 

min on ice. After washing with PBS, the cells were incubated for 30 min at 37°C. Then cells 

were stained with FITC-conjugated CD11b on ice for 30 min, washed and fixed. D. The cells 

were treated with LPS, LPS plus anti-SIGNR1 antibody (10 µg/ml), or LPS plus anti-SIGNR1 

antibody and anti-hamster IgG antibody to crosslink SIGNR1 on the cell surface. Secretion of 

IL-6 from the cells was determined after 18 h. Each bar shows the mean ± SD for 3 

independent experiments. * P < 0.02 vs. LPS alone 
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Fig. 4-4. Effect of SIGNR1-mediated cell adhesion to ligand-coated solid phases on 

LPS-induced IL-6 production. A. The cells (1 x 105/well) were plated on wells of 96-well 

plates coated with ligands (indicated on abscissa). The plates were centrifuged to allow the 

cells to adhere to the coated ligands and the cells were incubated for 1h at 37°C. Unbound 

cells were removed by centrifugation and the bound cells in each well were measured. B. The 

cells (1 x 105/well) were plated on 96-well plates coated with ligands (indicated on the 

abscissa), and then the plates were centrifuged for 1 min to allow the cells to adhere to the 

coated ligands. LPS were added to each well and then cells were incubated for 18 h at 37°C. 

Secretion of IL-6 from the cells was determined after 18 h. Each bar shows the mean ± SD for 

4 independent experiments.



* 94 

第５章	
 全体の総括と今後の展望 

5-1 総括と展望	
 

	
 DC は最も強力な抗原提示細胞であり、免疫応答を誘導するための中心的な役割を担って

いる。そこで、次世代のワクチンは抗原をMHCクラス Iおよび IIに送達し CD4と CD8陽

性 T 細胞を同時に活性化するために DC をターゲットとするものでなければならない。DC

に特異的な受容体とそのリガンドとの間の相互作用を利用することは DC と送達したい抗原

との間の相互作用を増強できるので、特異的な抗原送達のためには好ましい。DC 上に発現

している CLRは病原体を認識し細胞内に取り込み、MHC分子上に病原体由来の抗原を提示

させるために重要な受容体であり、またいくつかの CLRはそのシグナル伝達系を介して免疫

応答をコントロールする能力を有しているので CLR がワクチンのためのターゲット分子と

して有用である。Steinmann らは CLR のひとつである Dec205 に対する抗体を結合させた

抗原を用いて DC への特異的な抗原送達を達成し、抗原特異的な細胞性免疫応答を誘導する

ことに成功した。CLRは糖鎖を認識する分子であり、糖鎖が抗体に比べ小さく、安定で、化

学的に合成することができる。従って、ターゲッティングシグナルとして CLRに対する特異

抗体の代わり CLRが選択的に認識する糖鎖を用いることができれば、薬学的には抗体を用い

ることに比べてはるかに有利となる。この問題を解決するためには、標的となる CLRの糖鎖

認識特性を理解する必要がある。CLRの糖鎖認識特異性は一般的に組み替え可溶型タンパク

質を用いて評価されているが、評価系や評価方法の違いによって特異性が一致しない場合が

みられる。CLRは膜タンパク質であり、細胞膜上で貪食受容体あるいは細胞接着分子として

機能している。また DC-SIGNなどの CLRは細胞膜上でオリゴマーを形成していることも知

られている。従って、CLRの糖鎖認識選択性・特異性は細胞膜上に存在する様式で機能に基

づいた糖鎖認識特異性・選択性を系統的に評価する必要があった。 
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 当研究室では、オリゴ糖とリン脂質から合成される人工糖脂質の応用、特に細胞への薬剤

や抗原の特異的な送達方法への応用について研究を続けてきた。ところで、人工糖脂質は次

のような特性を有している。 

①	
 構造が明確な多様なオリゴ糖から多様な人工糖脂質のライブラリーが比較的簡便

に構築できる。 

②	
 リポソームの脂質２重層に容易に封埋され、また疎水的な固相上にも容易に固定化

でき、糖鎖の密度を自由に調節できる。このことから、糖鎖の種類や密度が異なる多様

な糖鎖被覆リポソームや糖鎖固定化固相を容易に構築できる。 

③	
 人工糖脂質で被覆されたリポソームの粒径を自由に調節できることから、多様な粒

子径のリポソームを容易に調製できる 

④	
 人工糖脂質被覆リポソームの脂質２重層や内部に蛍光色素や抗原などを導入する

ことで簡単に標識ができる。 

このような人工糖脂質の特性から考えて、著者は、糖鎖構造が明らかな人工糖脂質で被覆さ

れた一群のリポソームおよびそれらを固定化した固相は、細胞表面に発現している CLRの代

表的な機能、すなわち貪食機能と細胞接着機能に基づいた糖鎖選択性を解析する上で有用な

ツールとなると予想した。そこで著者は、人工糖脂質の CLR機能解析への有用性を確かめる

ため、様々な構造既知のオリゴ糖から 14種類の異なる糖鎖構造をもつ人工糖脂質を合成・精

製し、この人工糖脂質ライブラリーを用いて、CLR 特に SIGNR1 の機能に基づいた糖鎖選

択性の解析を試みた。 

	
 第２章では、ともに EPN モチーフを持ち類似した糖鎖認識特異性を持っているマンノー

ス結合 CLRである SIGNR1, SIGNR3 および Langerinを介した糖鎖修飾粒子の細胞内への

貪食を、糖鎖構造がはっきりしている人工糖脂質被覆リポソームをプローブとして用いるこ
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とで比較した。その結果、３つの CLRの間で貪食受容体としての糖鎖選択性やリポソーム上

の糖鎖密度の要求性が異なっていることが明らかになった。特に SIGNR3 および Langerin

は貪食受容体として SIGNR1 に比べ明らかにリポソーム上での高い糖鎖密度を必要とした。

このことは、たとえ SIGNR1, SIGNR3, Langerinのように CLRの糖鎖認識特異性が重複類

似していても、適切な糖鎖を選択した上で人工糖脂質被覆リポソームの糖鎖密度を適切に調

節することで、特定の CLRを標的とした分子指向性の高い粒子でデバイスをデザインし構築

できることを強く示唆している。本章での重要な点のひとつとして、これまで可溶型の組換

え CLR を用いて報告されていた CLR の糖鎖認識特異性と貪食受容体としての CLR の糖鎖

選択性に違いがあることを明らかにしたことがあげられる。特に SIGNR1においてはその違

いが顕著であった。SIGNR1 は細胞膜上でオリゴマーを形成していると知られていることか

ら、糖鎖選択性の違いは細胞表面に発現している SIGNR1のMembrane-associated formと

Soluble formという存在様式の違いが影響している可能性と糖鎖を提示している粒子の貪食

と糖鎖認識という機能的な違いが影響している可能性が考えられた。 

	
 第３章では、上記の点を明らかにするために、同じ人工糖脂質をプローブとして用いるこ

とで、貪食と細胞接着という機能に基づいて、細胞表面に発現している SIGNR1の糖鎖の選

択性について検討した。SIGNR1 を安定的に発現しているマウスマクロファージ様細胞への

人工糖脂質被覆リポソームと貪食と人工糖脂質を固定化した固相への同細胞の接着を比較し

たところ、それぞれの機能での糖鎖の選択性にはわずかではあるが明確に差があることが判

明した。ここで重要な点は、細胞接着分子としての SIGNR1の糖鎖選択性は、可溶性 SIGNR1

を用いて調べられた糖鎖認識特異性と基本的に同じであり、貪食受容体としての糖鎖選択性

に変化が生じているところにある。すなわち、第２章で課題とされた糖鎖選択性の違いは、

SIGNR1 の存在様式や構造的な違いではなく、機能的な違いに起因して生じていることが明
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らかになった。一般に、CLRは病原体の糖鎖と自己の糖鎖を区別することはなく、貪食と細

胞接着という機能の違いによっても糖鎖を区別することはないと信じられていたが、筆者の

研究結果は、CLRが機能によってその糖鎖選択性を変化させている可能性を初めて示したも

のといえる。 

	
 また本研究のもう一つの成果は、糖鎖をターゲッティングシグナルとして用いて CLRを標

的としたデリバリーシステムを構築する際には、可溶性 CLRで示された糖鎖認識特異性を基

盤としてではなく、CLRを介した貪食機能に基づいた糖鎖選択性で示された最適な糖鎖を用

いなければならないこと示した点である。例えば、Galustianらが可溶性組換え SIGNR1を

用いて示した糖鎖選択性をあるいは本研究において著者が明らかにした細胞接着分子として

の糖鎖選択性を基盤とすれば、マンノースを含む糖鎖よりルイス血液型である Lex糖鎖のよ

うにフコースを含む糖鎖を選択すべきであるし、マンノースを含む糖鎖の中ではなるべくマ

ンノースを多く含む Man5-DPPE を選択する必要がある。著者らのグループでは

Man3-DPPE を被覆した OML を用いて、抗原を抗原提示細胞へ選択的に送達することで、

様々な疾患に対して効果的な免疫応答を誘導することができることをマウスモデルで示して

おり、またマウス DCにおける OMLの受容体として SIGNR1を同定した。外部から遺伝子

を導入して強制的に SIGNR1を発現させた細胞を用いているが、本章で示したように、様々

な人工糖脂質で被覆したリポソームの中で、DPPC, cholesterol, Man3-DPPE がモル比

10:10:1で構成されたOMLがMan5-DPPEや Lex- (LNFP3-)DPPEで被覆されたリポソーム

よりも効率的に SIGNR1を介して貪食されたことから、当研究室が新規ワクチンの抗原送達

媒体として OMLを用いてきた妥当性が示されたといえる。 

	
 第４章では、CLR とリガンドとの結合が CLR の機能に応じて免疫応答に異なる影響を及

ぼしていることを示した。SIGNR1 のような貪食細胞上の CLR は病原体といった大きな粒
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子を取り込んで排除する貪食受容体としての役割と、自己抗原を認識し免疫のホメオスタシ

スを維持するためのエンドサイトーシス受容体あるいは細胞間接着分子としての機能を持っ

ている。貪食細胞である RAW-SIGNR1 細胞が同じ糖鎖を持つリガンドを認識した場合、

SIGNR1 を介した大きな粒子のファゴサイトーシスが LPS 刺激で誘導される IL-6 および

IL-1の産生を抑制したのに対し、SIGNR1を介した可溶性高分子のエンドサートーシスや細

胞接着は全く影響を与えなかった。CLRの機能が免疫応答にどのように影響を及ぼすかにつ

いてはほとんど知見がなかったことから、本章で得られた知見は CLRが機能に応じて免疫応

答の形を規定していることを初めて示したものであるといえる。 

	
 以上に述べたような一連の研究を通して、著者は、人工糖脂質が CLRの機能に基づいた糖

鎖の選択性や機能を解析する上できわめて優れたツールになることを示した。また、人工糖

脂質被覆リポソームを用いることで、特定の CLRに強い選択性を持つ抗原・薬剤の送達媒体

を構築できることも示した。SIGNR１は腹腔マクロファージが OMLを選択的に取り込む際

の主要な受容体として機能していることが示されており 1)、また、OMLの選択的な取り込み

によって OML に封入された抗原特異的な細胞性免疫が誘導されることも示されている 2)。

従って筆者は本論文において、マウスモデルで OML を抗原送達に用いてきた一連の研究の

妥当性を示すことができたと考える。冒頭に述べた通り、SIGNR1のマウス DCでの発現に

ついては未だ明確ではない。本論文では示さなかったが、筆者は DCにおける SIGNR1の発

現についても検討を試みている。すなわちマウス腹腔内貪食細胞の中の亜集団

（CD11b+CD14+F4/80- 貪食細胞）が未熟な DC の表現系をもっていることを細胞表面の分

子マーカーの発現を基に見いだし、マウスの系統に関わらず、その亜集団に含まれる細胞に

は SIGNR1が発現していることを明らかにした 3)。また著者は、この腹腔内未熟 DC様細胞

が試験管内で SIGNR1を介して OMLを取り込むことを示し、その SIGNR1を介した OML
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の取り込みに応答して貪食細胞での CD11c, CD86, およびMHC class IIの発現が増加する

ことも示している 3)。このことは、SIGNR1 を介した人工糖脂質被覆リポソームのような糖

鎖修飾粒子の貪食が、これらの細胞の成熟シグナルを惹起することを示している。最近、腸

管の DC やリンパ節髄質 DC で SIGNR1 が発現していることが示されている 4),5)。また

SIGNR1はマウスでのヒトホモログと考えられているヒト DC-SIGNは、生体内の広い範囲

で DC に発現しており、免疫誘導において重要な役割を担っていることが知られている。従

って、ヒト DC-SIGNと同様に SIGR1もまた生体内の幅広い DCの亜集団に発現しており、

様々な免疫応答誘導に関与している可能性が考えられる。 

OML はマウスだけでなくヒトにおいても非常に強く細胞性免疫を誘導できることが最

近の研究で判明している 6), 7)。このヒトにおける細胞性免疫誘導には SIGNR1の機能的なホ

モログであるヒト DC-SIGNが関与している可能性が考えられる。従ってMan3-DPPEで被

覆した OML の作用機序を理解する上では、ヒト DC-SIGN についても本研究で示されたよ

うな方法論でその貪食機能に関する糖鎖選択性を明らかにする必要がある。特に DC-SIGN

に関しては可溶性タンパク質による糖鎖選択性から Lex や Ley が選択されているが 8)、

SIGNR1 で示されたように、Lexや Leyよりも Man3 あるいは Leaが適している可能性は否

定できない。 

糖鎖を提示している粒子状の抗原送達キャリアについては多くの報告があり、いずれも

効率的に抗原を DC に送達することができる 9)-11)。しかし、これらのキャリアのほとんどは

DC を活性化・成熟させることはできないため、活性化シグナルを伝えるためのアジュバン

トを別に必要とする。それに対して、OMLは抗原提示細胞に抗原を送達しMHC分子上に抗

原をクロスプレゼンテーションできるだけでなく、抗原提示細胞を活性化し成熟化させるア

ジュバント活性があり、追加のアジュバントを必要としない 12), 13)。このことは、SIGNR1を
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含めて CLRのリポソームの認識・貪食によって DCに活性化・成熟シグナルが伝達されるこ

とを意味している。実際に細胞表面の SIGNR1 を抗体でクロスリンクすることで、TNF-α

の産生を促進するようなシグナルが惹起されることを、著者らは明らかにしている 14)。しか

し未だに、CLR を介したシグナル伝達の詳細ははっきりと理解されていない。これまでの

CLRを介したシグナル伝達系の解析では、多くの場合病原体そのものあるいは病原体の構成

成分が用いられてきたが、著者が本論文で示した CLRの糖鎖選択性の解析における人工糖脂

質の有用性と同様に、CLRを介したシグナル伝達の解析においても人工糖脂質およびそれら

を被覆したリポソームは有用なツールとなると考えられる。今後人工糖脂質を用いて、サイ

トカインの産生などを指標として、CLRの機能に応じた糖鎖認識に対して細胞がどのように

応答するか、また、その応答が惹起されるときにどのようなシグナル分子が関与するかなど

の解析を進めてゆく必要がある。 
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