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序論  
 
概論  
 
炎症制御の重要性  

	
 私たちの周囲にはウイルスや細菌などの様々な外敵が存在し常に感染の危険

にさらされているが、私たちの身体に備わる免疫システムはこれらの外敵を認

識し、排除することで健康を維持している (図 0-1)。その際に起こる炎症応答は

その原因や時間経過により様々な免疫細胞が関与する複雑な生命現象であり、

感染防御だけでなく多くの疾患との関わりが報告されている[1]。例えば、行き

過ぎた炎症応答は自己の細胞や組織を傷つけることにつながるため、関節リウ

マチなどの自己免疫疾患の原因となる。さらに、近年では慢性的な弱い炎症が

生活習慣病やガンなどの基盤病態であるとも言われている[2,3]。これらの事実

から分かるように、生体内の炎症応答を適切に制御することが私たちの健康に

とって非常に重要である。 

	
 免疫細胞は自然免疫細胞と獲得免疫細胞の大きく二つのグループに分類され

る。自然免疫細胞にはマクロファージ・樹状細胞・顆粒球などの細胞が属し、

細胞表面や細胞質内のパターン認識受容体 (Pattern Recognition Receptor, PRR)に

より体内に侵入した異物を認識し、即座に活性化される[4]。その一方、T細胞・

B 細胞などが属する獲得免疫細胞は異物の侵入から活性化されるまでに数日の

時間を必要とするものの、特異的な抗原認識が可能でありその情報を長期にわ

たり記憶しておくこともできる。 

	
 前述したように、炎症応答はその原因や進行段階によって様々な細胞が関与

する複雑な反応である。従来はそれらの細胞の中でヘルパーT細胞 (Th cell)など

の獲得免疫細胞が免疫応答の司令塔として働き、自然免疫系はその司令により

受動的に働く原始的なシステムであると考えられてきた。しかし、TLR (Toll-like 

Receptor)をはじめとした多くの PRRの発見と機能の解明により自然免疫細胞の

重要性が見直され、現在では獲得免疫系と自然免疫系は互いに協調的に働くと

認識されている。TLRの発見者であるブルース・ボイトラー博士とジュールズ・

ホフマン博士はその功績が認められ 2011年にノーベル賞を受賞している。この

ように自然免疫細胞の重要性が理解されつつあるが、獲得免疫細胞に比べると

依然として研究が遅れているのも事実である。そこで私は炎症応答における自
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然免疫細胞の中でも特にマクロファージの役割に注目した。マクロファージは

貪食細胞とも呼ばれ、その名の通り異物を細胞内に取り込む能力が高い細胞で

あるが、その他にも①全身のあらゆる臓器・組織に存在する、②炎症誘導型を

含む多様な表現型を示す、③様々な病気の発症と関係があるなどの特徴を持つ

[2,5,6]。このような性質を持つマクロファージは炎症応答においては「火付け役」

であると同時に、炎症の寛解や創傷治癒など「火消し」の働きも担うことが知

られており[7]、炎症を制御する上で極めて重要な細胞であると考えられる。 

 

どのように炎症を制御するか  

	
 炎症応答は様々な因子によって制御されている。例えば、ステロイドは強力

な炎症抑制作用を持つため炎症抑制剤として利用されているほか、抗炎症性サ

イトカインであるインターロイキン-10 (IL-10)は炎症抑制作用を持つ数少ない

サイトカインである[8]。T細胞の中には制御性 T細胞 (Treg)と呼ばれ、IL-10産

生などにより積極的に炎症応答を沈静化する細胞も存在する[9]。また、IRAK-M, 

SHP-1, SHP-2, SOCSなどの因子は細胞内シグナルを遮断することにより、過剰

な炎症を抑制することが知られている[10-14]。転写因子 NF-κBの p50アイソフ

ォームは炎症性サイトカイン発現のリプレッサーとして働くなど、転写因子に

よる炎症応答制御も重要な機能を果たす[15-17]。このように炎症応答は液性因

子、細胞間相互作用、細胞内シグナル、転写因子など、様々なメカニズムによ

って制御されているが、本研究ではシアル酸認識レクチン Siglec に注目して研

究を行った。 

	
 Siglec は免疫細胞表面に発現するレクチンであり、細胞内の Immunoreceptor 

Tyrosine-based Inhibitory Motif (ITIM)を介して免疫応答を負に制御する働きを持

つ[18,19] (図 0-2)。また、シアル酸は糖脂質や糖タンパク質の修飾糖鎖末端に存

在し様々な生命現象に関与することが知られている[20,21]。特に免疫機能にお

いては免疫細胞による自己・非自己の認識に関わると考えられており、炎症応

答においても重要な役割を持つと推定される。実際に、B 細胞において CD22 

(Siglec-2)が B 細胞受容体シグナルの調節に関わることや Siglec-9 がマクロファ

ージの炎症応答を強く抑制することなどが報告されている[22,23]。このように、

Siglecは様々な免疫細胞の活性を制御することが知られているため、私は Siglec

を利用して生体内の炎症応答を制御することが可能なのではないかと考え、本

研究ではそのような可能性について生物工学的な手法を用いて検証を試みた。 
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 しかし、Siglecファミリーの中でも CD33関連型 Siglecと呼ばれるグループは

同じ哺乳類であっても種によって保存性が低く、機能の共通点・相違点には不

明な点が多いのが現状である[24]。ノックアウトマウスを利用した個体レベルで

の機能解析が進みマウス Siglec には機能が明らかにされたものも多いが、ヒト

Siglecには依然として機能が明確でないものも存在する。中には、マウス Siglec-F

やヒト Siglec-8 のように類似した機能を示す組み合わせが同定されている例も

あるが[25]、そのような例は稀である。 

	
 これらの状況を踏まえ、私はヒトおよびマウスにおける Siglec の共通点・相

違点を明確にすることが重要であると考えた。そこで、本研究ではマウスに比

べて研究が進んでいないヒト Siglec の機能解析および発現解析を試みた。本論

文ではその研究成果を以下の章のようにまとめた。 

 

第一章 

Siglec-9によるマクロファージの IL-10産生促進作用のメカニズム解析 

	
 マウスマクロファージ細胞株 RAW264 におけるヒト Siglec-9 の IL-10 産生促

進作用について分子メカニズムの解明を試み、ルシフェラーゼアッセイにより

転写因子 C/EBPβが IL-10の発現を促進する可能性を示唆した。 

 

第二章 

Siglec-9によるマクロファージの IL-4応答促進作用のメカニズム解析 

	
 RAW264におけるヒト Siglec-9の IL-4応答促進作用について分子メカニズム

の解明を試みた。ウエスタンブロッティングにより Siglec-9が影響を与える細胞

内シグナル伝達経路を明らかにし、さらに阻害剤を用いて Siglec-9の機能に重要

なシグナル伝達経路を推定した。 

 

第三章 

ヒト単球/マクロファージにおける Siglecの発現および機能解析 

	
 ヒト末梢血の単球およびマクロファージにおける Siglec の発現を様々な分化

および刺激条件下で比較し、それぞれの Siglec は独立した機構によって発現を

制御されていることが示唆された。さらに Siglec-9がマクロファージの遺伝子発

現に与える影響をノックダウン実験により解析し、CCR7や CD200Rといった免

疫制御分子の発現が Siglec-9により制御されていることを示した。 
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本研究のもたらすインパクト  

	
 本研究では Siglec がマクロファージの炎症応答に与える影響に注目した。ヒ

ト Siglec の生理的役割や発現制御機構についてはあまり理解が進んでいなかっ

たが、本研究によりヒト Siglec の機能や発現制御について新しい知見を得るこ

とが出来た。Siglecファミリーは互いに非常に似た構造を持つため類似した機能

を持つと考えられてきたが、本研究の結果からそれぞれの Siglec は細胞が置か

れた状況に応じて異なる役割を果たすことが示唆された。今後、それぞれの

Siglecがどのような環境で機能するかを解析することでSiglecの生理的意義の解

明につながると考えられる。 

	
 近年、医薬品業界では従来の低分子医薬品とは異なり抗体や核酸などの生体

分子を利用したバイオ医薬品が注目を集めている。バイオ医薬品は生体への毒

性の低さや特異性の高さから次世代の医薬品として期待されており、関節リウ

マチの治療には TNFαや IL-6 受容体を標的とした抗体医薬品が既に利用されて

いる。また、CTLA-4や PD-1などの免疫制御分子はガン治療の標的分子として

注目を集めており、抗体医薬品による効果的なガン治療が期待されている。そ

のような中 Siglecファミリーにおいても Siglec-8や Siglec-15なども抗体医薬品

のターゲットとして研究が進められており[26,27]、今後、臨床治験などを経て

医薬品市場に登場することが期待される。本研究で得られた成果は基礎研究の

レベルではあるものの、私たちの健康や病気と Siglec が関連する可能性を示唆

している。本研究の成果をきっかけに、Siglecの基礎研究ならびに医療への応用

研究がこれまで以上に活発に展開されることが望まれる。 
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図 0-1. 免疫細胞による生体防御  

 

私たちの身体の周囲にはウイルスや細菌が存在し、常に感染の危険に曝されて

いる。免疫システムはこれらの侵入者を異物として認識し、排除する働きを持

つ。マクロファージや樹状細胞といった自然免疫細胞は最初の生体防御システ

ムとして機能する。それに対して、T細胞や B細胞といった獲得免疫細胞は抗

原特異的な免疫応答を確立し、長期間の免疫記憶などにより重複した感染から

体を守る働きがある。 
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図 0-2. Siglec-9の構造模式図  

 

Siglec-9は細胞表面に発現しており、細胞外 (図の左側)にシアル酸を認識するレ

クチンドメインを持ち、細胞内 (図の右側)に ITIMと呼ばれるシグナル抑制モチ

ーフを持つ。ITIMにはチロシン脱リン酸化酵素である SHP-1, SHP-2が結合し、

細胞内シグナルを抑制する。このような仕組みにより、Siglecは様々な免疫応答

を調節する働きがあると考えられる。 
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第一章  
Siglec-9によるマクロファージの  

IL-10産生促進作用のメカニズム解析  
 

緒言  
 

	
 自然免疫系は病原体を認識し、それらから体を保護する働きや、獲得免疫系

の活性化を促す働きを持つ。TLRは細菌やウイルスなどの病原体を認識するパ

ターン認識受容体 (PRR)の一つであり、例えば TLR4は大腸菌の細胞壁成分リ

ポポリサッカライド (LPS)を認識することにより炎症応答を誘導する[1]。 

	
 Siglecは主に免疫細胞でのみ発現するシアル酸認識レクチンである。Siglecフ

ァミリーの中でも CD33関連型 Siglecと呼ばれるものの多くは細胞質に

Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif (ITIM)を持ち、自然免疫・獲得免

疫応答を抑制する働きがある[2,3]。実際に、CD33関連型 Siglecの一つである

Siglec-9は ITIMを介して TLRリガンド刺激による炎症性サイトカイン産生を抑

制する一方、抗炎症性サイトカイン IL-10産生を促進することが報告されている

[4]。 

	
 CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)ファミリーは塩基性ロイシンジッパ

ータンパク質 (bZIP)に属する転写因子であり、C/EBPα, β, γ, δ, ζなどが存在する

[5]。C/EBPは肝臓の代謝、脂質合成、造血など多くの生命現象で中心的な役割

を果たし、他の転写因子と複合体を形成することで複雑な応答を制御すること

が知られる。自然免疫応答においては C/EBPファミリーの中でも C/EBPβが重要

な役割を果たすことが知られている。C/EBPβには同一 mRNA上の異なる開始コ

ドンから翻訳される 3つのアイソフォーム (LAP*, LAP, LIP)が存在し[6]、LAP

と LAP*は転写活性化、LIPは転写抑制に働くことが示されている。 

	
 IL-10はマクロファージにおいて LPS刺激によって産生され、ネガティブフィ

ードバック機構によって炎症を抑制する働きがある[7]。C/EBPβの発現は LPS刺

激により誘導され、さらに IL-10のプロモーターには C/EBPβの結合部位がいく

つか存在しているため、C/EBPβは LPS刺激による IL-10の発現に必要であると

考えられる[8-10]。本章では Siglec-9による IL-10産生促進作用に C/EBPβが果た

す役割をルシフェラーゼアッセイによって解析した。 
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実験材料および実験手法  
 

プラスミド構築  

	
 マウス IL-10プロモーターを以下のプライマーで増幅し、pGL3-basic vector 

(Promega, Madison, WI, USA)に導入した。 

 

-500bp direct : 5’-CATACGCGTATCAGCCCTCTCGGGGTTTC-3’ 

-1000bp direct : 5’-CATACGCGTACGTGTAGCATTGCCCCCC-3’ 

-1500bp direct : 5’-CATACGCGTGATCTCTGATCTACAGCAGTGTGTC-3’ 

共通 reverse : 5’-CATCTCGAGGATGGAGCTCTCTTTTCTGCAAGG-3’ 

 

	
 下線部はクローニングに使用した MluIおよび XhoIの認識配列である。 

 

	
 マウス C/EBPβを以下のプライマーで増幅し、pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)に導入した。 

 

LAP* direct : 5’-CATAAGCTTACCATGCACCGCCTGCTGGC-3’ 

LAP direct : 5’-CATGAATTCGCCATGGAAGTGGCCAAC-3’ 

LIP direct : 5’-CATGAATTCACCATGGCGGCCGGTTTC-3’ 

共通 reverse : 5’-CATCTCGAGGCAGTGGCCCGCCGAGG-3’ 

 

	
 下線部はクローニングに使用した HindIII, EcoRIおよび XhoIの認識配列であ

る。 

 

細胞培養  

	
 マウスマクロファージ細胞株 RAW264 は理研バイオリソースセンター 

(Tsukuba, Japan)より購入した。細胞は、10%非働化ウシ胎児血清、0.03% L-グル

タミン、5×10-5 M 2-メルカプトエタノール、100 U/ml ペニシリン G、100 µg/ml 

ストレプトマイシンを添加したRPMI1640培地 (Nissui, Tokyo, Japan)で維持培養

した。 

	
 Mockおよび Siglec-9発現 RAW264は、それぞれ pcDNA4 (Invitrogen)、Siglec-9

発現用 pcDNA4 をトランスフェクションし、安定発現株をクローン化したもの
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を実験に使用した。 

 

ルシフェラーゼアッセイ  

	
 3×105の細胞を 24-wellプレートにまき、24時間後に FuGENE HD (Promega)

を用いてトランスフェクションした。トランスフェクションから 48時間後に、

500 ng/ml LPS (O111由来; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA)で 8時間刺激し、ル

シフェラーゼの活性を測定した。ルシフェラーゼ活性の測定には、luciferase assay 

kit (Promega)を使用し、luminometer (Atto, Tokyo, Japan)にて測定した。 

	
 プラスミドは目的に合わせて以下の比で細胞に導入した。 

 

レポータープラスミド 1.8 µg + TK-Renilla 0.2 µg 

レポータープラスミド 0.9 µg + LAP発現ベクター1.0 µg + TK-Renilla 0.1 µg 
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実験結果  
 

IL-10の転写に重要なプロモーター領域の同定  

	
 IL-10の転写開始点から 500bp, 1000bp, 1500bp上流までをプロモーター領域と

してクローニングし、ルシフェラーゼレポータープラスミドに組み込んだ。こ

れらのプラスミドを RAW264にトランスフェクションし、ルシフェラーゼ活性

を測定した。その結果 IL-10の発現には LPS刺激が必要だと考えられているが、

刺激なしの条件でもわずかにルシフェラーゼ活性が検出された (図 1-1)。

Siglec-9発現細胞では LPS刺激の有無どちらの条件でも高いルシフェラーゼ活

性が観察された。この結果ではいずれの長さのプロモーターでも同様のルシフ

ェラーゼ活性が観察されたため、IL-10発現の主要な制御領域は転写開始点から

500bp以内に存在することが示唆された。 

 

Siglec-9による IL-10産生促進には C/EBPβが重要である  

	
 IL-10の転写開始点から 500bp以内の領域には C/EBPβの結合部位が存在する

ことが報告されているため[7]、IL-10産生における C/EBPβの影響を解析した。

C/EBPβの主要なアイソフォームである LAPを一過性発現させ 1500bpの IL-10

プロモーター活性をルシフェラーゼアッセイにより測定したところ、Mock細胞

では LPSの有無に関わらずルシフェラーゼ活性が低下していた。その一方、

Siglec-9発現細胞では LAPを発現させるだけでルシフェラーゼ活性が増加し、

LPS刺激によりさらに促進された (図 1-2)。 
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考察  
 

	
 Siglec-9が RAW264において LPS刺激による IL-10産生を促進することが報

告されていたが、その詳細な分子メカニズムは不明であった。そこで、本章で

は転写因子 C/EBPβに注目し Siglec-9による IL-10産生促進作用のメカニズムの

解明を試みた。 

	
 マウス IL-10の発現はC/EBPβ, δ, Sp1などによって活性化されることが知られ

ている[7]。IL-10の発現は LPS刺激により誘導され、同様に C/EBPβの発現も TLR

リガンド刺激によって制御されることが示されているため[8-10]、C/EBPβが

Siglec-9による IL-10産生促進に重要な役割を果たすと考えられる。 

	
 本章ではルシフェラーゼアッセイにより IL-10発現に重要なプロモーター領

域の同定を試み、転写開始点から 500bp上流までの領域が重要な制御領域であ

ることが示唆された (図 1-1)。このルシフェラーゼアッセイの結果はMock細胞

と Siglec-9発現細胞における実際の IL-10産生の結果と一致している。次に、

C/EBPβの主要なアイソフォームである LAPを強制発現させ同様にルシフェラ

ーゼアッセイを行った。その結果 Siglec-9発現細胞でのみルシフェラーゼ活性の

増加が観察されたことから、Siglec-9による IL-10産生促進作用には C/EBPβが

重要であることが示唆された (図 1-2)。 

	
 Siglec-9が C/EBPβの発現にどのように影響を与えているかは現在のところ未

解明である。しかしMock細胞と Siglec-9発現細胞でのルシフェラーゼ活性の差

は、実際の IL-10産生の差と比較すると小さく、C/EBPβの他にも Siglec-9によ

り制御される因子の存在が示唆される。今後、他の転写因子の発現や翻訳後修

飾、エピジェネティック制御などの様々な発現制御機構に対して Siglec-9がどの

ような影響を与えるかを解析していく必要があると考えられる。 
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図 1-1. ルシフェラーゼアッセイによる IL-10プロモーターの活性測定  

 

転写開始点より 500bp, 1000bp, 1500bpの領域をクローニングし、ルシフェラー

ゼアッセイによりプロモーター活性を測定した。それぞれ刺激無しおよび LPS 

(500 ng/ml)で 8時間刺激した時のルシフェラーゼ活性を比較した。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示す。*はMock

に対して p < 0.05以下であることを示す。 
 

この図は以下の論文より引用したものである。 

Shoji et al. (2015) Effects of Siglec on the expression of IL-10 in the macrophage cell line RAW264, 

Cytotechnology, 67(4), 633-639. 
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図 1-2. C/EBPβ強制発現によるルシフェラーゼ活性の向上  

 

C/EBPβの LAPアイソフォームを強制発現させ、1500bpの IL-10プロモーターコ

ンストラクトのルシフェラーゼ活性を測定した。それぞれ刺激無しおよび LPS 

(500 ng/ml)で 8時間刺激した時のルシフェラーゼ活性を比較した。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示す。*は empty

に対して p < 0.05以下であることを示す。 
 

この図は以下の論文より引用したものである。 

Shoji et al. (2015) Effects of Siglec on the expression of IL-10 in the macrophage cell line RAW264, 

Cytotechnology, 67(4), 633-639. 
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第二章  
Siglec-9によるマクロファージの  

IL-4応答促進作用のメカニズム解析  
 

緒言  
 

	
 シアル酸は糖脂質や糖タンパク質の修飾糖鎖末端に存在し、免疫応答の制御

において様々な役割を果たす[1,2]。Siglecはそのようなシアル酸を認識するレク

チンであり主に免疫細胞に発現している。Siglecの中でも CD33関連型 Siglecと

呼ばれるものはこれまでにマウスで 5種類、ヒトで 11種類同定されており、細

胞質にもつ ITIMによって自然免疫・獲得免疫応答を抑制すると考えられている

[3-5]。ITIMには SH2-containing cytoplasmic tyrosine phosphatase (SHP)-1などのシ

グナル制御分子がリクルートされることが確認されており、Immunoreceptor 

Tyrosine-based Activation Motif (ITAM)や TLRなどのシグナルを制御すると考え

られている[6]。 

	
 マクロファージは全身の臓器・組織に存在する細胞であり通常は組織の恒常

性維持に関与する[7,8]。しかし病原体感染時には、TLR などのパターン認識受

容体を介して炎症性サイトカインや活性酸素種などを産生し、病原体に対する

最初の生体防御機構として働く[9]。このように炎症引き起こすマクロファージ

は”Classically activated”あるいは”M1”マクロファージとも呼ばれている。しかし

近年、刺激の種類や常在する臓器によってマクロファージの遺伝子発現パター

ンには多様性があることが報告されている。その典型的な例として、IL-4や IL-13

といったサイトカインはマクロファージを全く異なる性質に誘導する。このよ

うなマクロファージは “Alternatively activated”あるいは”M2”マクロファージと

も呼ばれ、従来考えられていたマクロファージの機能とは異なり炎症抑制や損

傷組織の治癒などに関与すると考えられている[7,8]。  

	
 Siglec はマクロファージの様々な機能を制御することが報告されている。

Siglec-9 や Siglec-E は TLR リガンド刺激による炎症性サイトカインの産生を抑

制する働きがあるほか[10,11]、Siglec-G はウイルス RNA センサーである RIG-I

の分解を促すことにより抗ウイルス応答を阻害することが報告されている[12]。

これらの発見はマクロファージにおける Siglecの役割を部分的に明らかにした。

しかし、Siglec とマクロファージの IL-4 応答との関わりについてはこれまでに
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報告されていないかったため、本章ではマクロファージの IL-4応答と Siglecの

関係に注目した。 

 

	
 これまでに、マウスマクロファージ細胞株 RAW264 に Siglec-9 を発現させる

と IL-4刺激によるアルギナーゼ-1などの遺伝子発現が促進されるという結果が

得られていたが、その分子メカニズムは未解明であった。そこで本章では

Siglec-9 が IL-4 シグナル伝達経路へ与える影響を解析することにより、Siglec-9

の IL-4応答促進作用の分子メカニズムの解明を試みた。 

	
 IL-4受容体には二種類のヘテロダイマーが存在する[13]。IL-4Rαは両方の受容

体で共通であり、common γ chainとヘテロダイマーを形成したものは Type 1、

IL-13Rαとヘテロダイマーを形成したものは Type 2と呼ばれる。これらの受容体

はどちらも Jakキナーゼを活性することにより転写因子 STAT6を活性化する。

さらに Type 1受容体は PI3K-Akt経路、MEK-ERK経路などのシグナル伝達経路

の活性化にも関与することが知られている[13-15]。そこで、まず Siglec-9がこれ

らのシグナルの活性化に与える影響をウエスタンブロッティングにより解析し、

さらにシグナル伝達因子の特異的阻害を利用して Siglec-9 の活性に重要なシグ

ナル伝達経路の特定を試みた。
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実験材料および実験手法  
 

細胞培養  

	
 マウスマクロファージ細胞株 RAW264は理研バイオリソースセンターより購

入した。細胞は、10%非働化ウシ胎児血清、0.03% L-グルタミン、5×10-5 M 2-

メルカプトエタノール、100 U/ml ペニシリン G、100 µg/ml ストレプトマイシ

ンを添加した RPMI1640培地 (Nissui)で維持培養した。 

	
 Mockおよび Siglec-9発現 RAW264は、それぞれ pcDNA4 (Invitrogen)、Siglec-9

発現用 pcDNA4 をトランスフェクションし、安定発現株をクローン化したもの

を実験に使用した。 

 

サイトカイン刺激実験  

	
 IL-4及び IL-13は Pepro Tech (Rocky Hill, NJ, USA)より購入し、いずれも 20 

ng/mlの濃度で使用した。 

 

ウエスタンブロッティング  

	
 Mockおよび Siglec-9発現 RAW264を 24-wellプレートに 4×105ずつまき接着

させた後、必要な時間 IL-4で刺激した。刺激後、細胞を PBSでよく洗浄し SDS 

sample buffer 100 µlで細胞を溶解した。100 ℃処理 5分、超音波破砕したものを

解析に使用した。 

	
 anti-phospho STAT6 (sc-11762-R)は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 

USA)より、anti-phospho Akt (Ser473, #92715)及び anti-phospho ERK1/2 (#9101)は

Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)より購入したものを使用した。二次

抗体にはいずれも HRP 標識抗 IgG 抗体 (Santa Cruz Biotechnology)を使用し、

LAS3000 mini (Fuji Film, Tokyo, Japan)を用いて解析した。 

	
  

阻害剤実験  

	
 STAT6 阻害剤 AS1517499 及び Jak3 阻害剤 Janex-1 は Cayman Chemical (Ann 

Arbor, MI, USA)より、Akt 阻害剤 GSK690693 及び PI3K 阻害剤 wortmannin は

Sigma-Aldrichより、MEK阻害剤U0126及び PD0325901はそれぞれ Cell Signaling 

Technology、Wako Pure Chemicals (Osaka, Japan)より購入した。 

	
 STAT6阻害剤は 30分間処理した後、IL-4で 8時間刺激した。それ以外の阻害
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剤は 30分間処理した後、阻害剤を除き IL-4で 8時間刺激した。 

 

定量 RT-PCR 

	
 Isogen II (Nippon Gene, Tokyo, Japan)により細胞から RNA を抽出し、

ReverTraAce (Toyobo, Osaka, Japan)により cDNAに逆転写した。Thunderbird qPCR 

Mix (Toyobo)を使用し、cDNA を鋳型として定量 PCR を行った。遺伝子の発現

量は、GAPDHを基準としたΔΔCt法により算出した。 

	
 標的遺伝子を増幅するために用いたプライマー配列を以下に示す。 

 

マウス GAPDH 

Direct : 5’-CTACCCCCAATGTGTCCGTC-3’ 

Reverse : 5’-GCTGTTGAAGTCGCAGGAGAC-3’ 

アルギナーゼ-1 

Direct : 5’-TTGGCAAGGTGATGGAAGAGACCT-3’ 

Reverse : 5’-CAAGGTTAAAGCCACTGCCGTGTT-3’ 
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実験結果  
 

Siglec-9が IL-4シグナル伝達経路へ与える影響  

	
 IL-4刺激時には Jak1, 2により STAT6のチロシン残基がリン酸化され、様々な

IL-4応答遺伝子の発現を誘導する。その他にも PI3K-Akt経路やMEK-ERK経路

が IL-4応答遺伝子の発現に関与していることが報告されている[13-15]。そこで、

Siglec-9 がこれらのシグナルに与える影響をウエスタンブロッティングにより

解析した。その結果、Mock 細胞に比べて Siglec-9 発現細胞では STAT6 のリン

酸化がやや減少していたが、Aktおよび ERK1/2のリン酸化は増加していた (図

2-1, 2)。次に、これらのシグナルが Siglec-9による IL-4応答促進作用に与える影

響を明らかにするため、シグナル伝達経路の阻害剤を用いて解析した。 

 

STAT6の重要性  

	
 STAT6阻害剤 AS1517499 (1 µM)存在下で IL-4刺激し、アルギナーゼ-1の発現

を定量 RT-PCRで解析した。その結果、Mock細胞および Siglec-9発現細胞いず

れにおいてもアルギナーゼ-1 の発現が著しく低下したため、STAT6 は Siglec-9

の有無に関わらず IL-4応答遺伝子の発現に必要であることが示された (図 2-3)。 

 

PI3K-Akt経路の重要性  

	
 PI3K阻害剤wortmannin (100 nM)およびAkt阻害剤GSK690693 (1 µM)で細胞を

処理し、IL-4 刺激によるアルギナーゼ-1 の発現を定量 RT-PCR で解析した。そ

の結果、Mock細胞および Siglec-9発現細胞いずれにおいてもアルギナーゼ-1の

発現に変化は見られなかった (図 2-4)。 

	
 IL-4 受容体はヘテロダイマーであり、その組み合わせによって二種類の受容

体が形成されることが知られている[13]。IL-4Rαと common γ chainから成るType 

1受容体は Jak3の活性化によりPI3K-Akt経路を活性化するが、IL-4Rαと IL-13Rα

から成る Type 2受容体は Jak3を活性化できないことが報告されている。そこで

Jak3阻害剤 Janex-1 (50 µM)で細胞を処理し IL-4刺激によるアルギナーゼ-1の発

現を解析したところ、PI3Kおよび Aktの阻害実験と同様にアルギナーゼ-1の発

現に変化は見られなかった (図 2-4)。これらの結果から、Siglec-9による IL-4応

答促進活性には PI3K-Akt経路は必要でないと考えられる。 

	
 IL-13 は IL-4 と類似した生理活性を持ち同様に STAT6 の活性化を促すが、
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Jak3-PI3K-Akt経路を活性化することができない[13]。そこで IL-13応答に対して

Siglec-9が与える影響を解析した。その結果、Siglec-9は IL-4と同様に IL-13刺

激によるアルギナーゼ-1発現も促進することが明らかとなった (図 2-5)。この結

果は阻害剤実験の結果と矛盾せず、Siglec-9 の持つ IL-4 応答促進活性には

PI3K-Akt経路は必要でないことが示された。 

 

MEK-ERK経路の重要性  

	
 MEK阻害剤 U0126 (2.5-10 µM)および PD0325901 (1 µM)で細胞を処理し IL-4

刺激によるアルギナーゼ-1 の発現を解析したところ、アルギナーゼ-1 の発現が

有意に阻害された (図 2-6)。さらに、U0126の濃度変化に依存した阻害作用が観

察された。この結果はMock細胞および Siglec-9発現細胞いずれおいても観察さ

れたが、Siglec-9発現細胞においてより強い阻害作用が観察された。この結果か

ら、Siglec-9 の持つ IL-4 応答促進活性には MEK-ERK 経路の活性化が重要であ

ることが示唆された。 
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考察  
 

	
 マクロファージは環境の変化に応じて様々な活性を示す。IL-4 はマクロファ

ージの活性を変化させる因子の一つであり、M2マクロファージと呼ばれる炎症

抑制機能を持つマクロファージを誘導する[7,8]。 

	
 Siglecは様々な免疫細胞の機能を制御することが報告されており、Siglec-9は

マクロファージの炎症を抑制する働きがあることが示されている[10]。しかし、

これまでに Siglecがマクロファージの IL-4応答に与える影響は解析されていな

かった。そこで、マウスマクロファージ細胞株 RAW264 に Siglec-9 を発現させ

IL-4応答への影響を解析したところ、Siglec-9発現細胞では IL-4刺激によるアル

ギナーゼ-1などの遺伝子発現が著しく促進された。本章では Siglec-9の IL-4応

答促進作用に注目し、その分子メカニズムの解明を試みた。特に Siglec-9が IL-4

シグナル伝達経路に与える影響について詳細に解析した。 

	
 IL-4 刺激によりマクロファージで誘導される遺伝子は生物種によって異なる

ことが知られているが、STAT6 や PI3K など共通のシグナルが活性化される

[13-15]。そのため、本章ではモデル系としてよく利用されている RAW264にヒ

ト Siglec-9を発現させ、IL-4シグナル伝達経路に与える影響を解析した。 

	
 ウエスタンブロッティングにより STAT6, Akt, ERK1/2のリン酸化を解析した

ところ、Siglec-9の発現によって STAT6のリン酸化は減少する一方、Aktおよび

ERK1/2のリン酸化は増加していた (図 2-1, 2)。STAT6は SHP-1によってリン酸

化が阻害されることが報告されており[16]、さらに Siglec-9 は細胞内の ITIM に

SHP-1 をリクルートすることが確認されていることから、STAT6 リン酸化の減

少は Siglec-9の働きであると推測される。しかし STAT6の阻害によってアルギ

ナーゼ-1の発現が大幅に低下したことから、STAT6の活性化は Siglec-9の IL-4

応答促進活性において極めて重要であることが確認された (図 2-3)。Siglec-9に

よってリン酸化が増加していたAktおよび ERK1/2は他の Siglecにより活性化が

促されるという例が報告されているため[17,18]、これらの活性化も Siglec-9の働

きであると考えられる。PI3K-Akt経路の活性化は IL-4応答遺伝子の発現を促進

することが報告されているが、本章の結果では Siglec-9 によるアルギナーゼ-1

発現促進作用と PI3K-Akt 経路の活性化には相関がないことが示された (図 2-4, 

5)。一方、MEK-ERK 経路の活性化が IL-4 応答を促進するという報告は多くな

いものの[15,19]、Siglec-9による IL-4応答促進作用にはMEK-ERK経路の活性化
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が重要であることが示唆された (図 2-6)。これらの結果から、Siglec-9は IL-4刺

激による様々なシグナル伝達経路の活性化に影響を与えるが、IL-4 応答の促進

にはMEK-ERK経路の活性化が重要なメカニズムであると考えられる。 

 

	
 Siglec-9が STAT6, Akt, ERK1/2の活性化を制御するメカニズムは現段階では

不明であるが、ITIMと相互作用する SHP-1および 2の関与が考えられる。実際

に、SHP-1 および SHP-2 をそれぞれノックダウンすると、いずれのノックダウ

ンによっても Siglec-9 によるアルギナーゼ-1 発現の促進が抑制されるという結

果も得られている。また、SHP-1 および-2 は通常はチロシンリン酸化の阻害に

より細胞内シグナルを抑制する働きがあると考えられているが、ERK の活性化

を促進する働きがあることも知られている[20,21]。本章の結果においても、

Siglec-9発現細胞における ERK1/2の活性化は IL-4刺激に依存していないことが

観察されており (図 2-2C,D)、これらの事実から Siglec-9-SHPの複合体の形成に

より直接MEK-ERK経路が活性化される可能性が考えられる。今後、Siglec-9-SHP

複合体が MEK-ERK 経路の活性化にどのような影響を与えるか詳細な解析が必

要である。 

 

	
 本章の結果から、SiglecはM2マクロファージの活性化を促進する機能を持つ

ことが示唆された。さらに Siglec-9がマクロファージの炎症応答を抑制すること

が報告されていることから、Siglecが M1/M2マクロファージの活性を制御する

因子の一つであることが示唆される。マクロファージ表現型の制御メカニズム

は盛んに研究が行われている分野であり、ガンや肥満、動脈硬化など治療の難

しい疾患との関連も深い。基礎研究の段階ではあるが、本章で得られた成果は

これらの病気の発症メカニズムの解明や治療に貢献するものであると考えられ

る。また、これまで知られていなかった新しい Siglec の機能を明らかにしたこ

とから、今後の Siglec研究の可能性を広げることができたと考えられる。 
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図 2-1. STAT6のリン酸化  

 

ウエスタンブロッティングにより IL-4刺激時のSTAT6のリン酸化を解析したと

ころ、Mock (左側)に比べて Siglec-9発現細胞 (右側)で STAT6のリン酸化が減少

していた。 
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図 2-2. Aktおよび ERK1/2のリン酸化  

 

ウエスタンブロッティングにより IL-4刺激時の Aktおよび ERK1/2のリン酸化

を解析した。 

(A,B) Aktのリン酸化は Siglec-9発現細胞で増加していた。相対的なバンド強度

を定量したものを(B)の棒グラフに示した。 

(C,D) ERK1/2のリン酸化は Siglec-9発現細胞で増加していた。相対的なバンド

強度を定量したものを(B)の棒グラフに示した。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示す。*はMock

に対して有意差 (p < 0.05)が認められたことを示す。 

 
この図の一部は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2015) Siglec-9 modulated IL-4 responses in the macrophage cell line RAW264,  
Biosci. Biotecch. Biochem., DOI:10.1080/09168451.2015.1104238 
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図 2-3. STAT6阻害剤の影響  

 

STAT6阻害剤 (AS1517499, 1 µM)存在下で、細胞を IL-4 (20 ng/ml)で 8時間刺激

し、アルギナーゼ-1 (Arg1)の発現を定量 RT-PCRにより解析した。いずれの細胞

でもアルギナーゼ-1の発現が大幅に低下していた。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示しており、

Mockのみの結果を右側に示した。*は controlに対して有意差 (p < 0.05)が認めら

れたことを示す。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2015) Siglec-9 modulated IL-4 responses in the macrophage cell line RAW264,  
Biosci. Biotecch. Biochem., DOI:10.1080/09168451.2015.1104238 
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図 2-4. PI3K, Aktおよび Jak3阻害剤の影響  

 

(A) PI3K阻害剤 (wortmannin, 100 nM)および Akt阻害剤 (GSK690693, 1 µM)  

(B) Jak3阻害剤 (Janex-1, 50 µM)で細胞を処理した後、IL-4 (20 ng/ml)で 8時間刺

激し、アルギナーゼ-1 (Arg1)の発現を定量 RT-PCRにより解析した。いずれの細

胞においても、アルギナーゼ-1の発現には大きな変化は認められなかった。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示しており、

Mockのみの結果をそれぞれ右側に示した。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2015) Siglec-9 modulated IL-4 responses in the macrophage cell line RAW264,  
Biosci. Biotecch. Biochem., DOI:10.1080/09168451.2015.1104238 
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図 2-5. Siglec-9が IL-4および IL-13の応答に与える影響の比較  

 

IL-4応答および Il-13応答に対して Siglec-9が与える影響を比較した。細胞を、

IL-4 (20 ng/ml)または IL-13 (20 ng/ml)で 8時間刺激した後、定量 RT-PCRにより

アルギナーゼ-1 (Arg1)の発現を定量した。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示す。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2015) Siglec-9 modulated IL-4 responses in the macrophage cell line RAW264,  
Biosci. Biotecch. Biochem., DOI:10.1080/09168451.2015.1104238 
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図 2-6. MEK阻害剤の影響  

 

MEK阻害剤 (A)U0126 (2.5-10 µM)および (B)PD0325901 (1 µM)で細胞を処理し

た後、IL-4 (20 ng/ml)で 8時間刺激し、アルギナーゼ-1 (Arg1)の発現を定量

RT-PCRにより解析した。Siglec-9発現細胞でのみ、アルギナーゼ-1の発現が有

意に低下した。 

白い棒グラフはMock、黒い棒グラフは Siglec-9発現細胞の結果を示しており、

Mockのみの結果を下側に示した。*は阻害剤を添加していない条件に対して有

意差 (p < 0.05)が認められたことを示す。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2015) Siglec-9 modulated IL-4 responses in the macrophage cell line RAW264,  
Biosci. Biotecch. Biochem., DOI:10.1080/09168451.2015.1104238 
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第三章  
ヒト単球 /マクロファージにおける  

Siglecの発現および機能解析  
 
緒言  
 

	
 シアル酸は細胞表面の糖脂質や糖タンパク質の糖鎖修飾末端に付加されてお

り、免疫応答など様々な生命現象に関与する[1,2]。Siglecはシアル酸を認識する

レクチンであり、主に免疫細胞表面に発現している。Siglecファミリーの中でも

CD33関連型 Siglecと呼ばれるグループは進化圧にさらされた結果、生物種によ

って保存性が低いことが知られており、現在までにマウスでは 5 種類、ヒトで

は 11 種類の分子が同定されている[3-5]。これらの分子の多くは細胞内に持つ

ITIMにより免疫応答を抑制する働きがある。一方、最近発見された Siglecの中

には ITIM を持たず、その代わりに膜貫通ドメインの正電荷により DNAX 

activating protein 12 (DAP12)と相互作用するものも存在する。DAP12は ITAMを

持つ分子であるため、これらの Siglec は ITAM に依存したシグナルを活性化す

る[3-5]。これら 2 つの種類の Siglec は互いに拮抗すると考えられており、両方

の Siglec が発現している条件下では細胞応答に複雑な影響を及ぼすことが予想

される。 

	
 マウスマクロファージ細胞株 RAW264 にヒト Siglec-9 を発現させると、TLR

リガンド刺激による TNFαや IL-6 などの炎症性サイトカインの産生が抑制され

ることが報告されている[6]。さらにマクロファージにおいて Siglec-E を抗体で

架橋することにより、LPS刺激による TNFα, IL-6の産生が阻害されることも報

告されている[7]。これらの報告から、Siglecは TLRによって引き起こされる炎

症応答を制御する働きがあると考えられる。 

	
 マクロファージは炎症の惹起や寛解など炎症応答の様々な側面に関わる細胞

である[8]。そのため、マクロファージは M1 マクロファージや M2 マクロファ

ージに代表される様々な表現型を示すことが知られている[9,10]。M1 マクロフ

ァージは IFN- γと TLR リガンド刺激によって誘導され、炎症を引き起こす働き

があるのに対して、M2マクロファージは IL-4や IL-13刺激によって誘導され、

炎症抑制や組織の治癒などに関わる。いずれの表現型も in vitroの実験系で再現

することが可能であり、マクロファージのM1/M2活性化の分子メカニズムは精
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力的に研究が行われている研究分野である。 

	
 ヒト末梢血中の単球はいくつかの Siglec を恒常的に発現していることが知ら

れているが、その生理的役割は未解明である[11]。一方、マウスの単球およびマ

クロファージには Siglec はあまり発現しておらず、細菌やウイルスの感染時に

発現が誘導される[7,12]。このように、Siglec の発現制御メカニズムはヒトとマ

ウスとで全く異なると推定される。CD33関連型 Siglecの中にはヒトとマウスで

類似した機能を持つものも存在するが[13]、多くのものは保存性が低くそれぞれ

の生物種で特異的な役割を果たすと考えられる。本章ではマウスに比べて研究

があまり進んでいないヒト Siglec の生理的役割の解明を目指し、ヒト初代培養

単球およびマクロファージを用いた解析を行った。まずマクロファージの分化

およびM1/M2刺激条件下での Siglecの発現変動を解析し、さらに Siglec-9ノッ

クダウンによりヒトマクロファージにおける Siglec-9 の生理的役割の解明を試

みた。また、近年ヒト単球は CD14および CD16の発現パターンにより 3つのサ

ブポピュレーションに分類されることが報告されているため[14,15]、これらの

ポピュレーションにおける Siglec-9 の発現をフローサイトメトリーにより比較

した。 
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実験材料および実験手法  
 

試薬・抗体  

	
 大腸菌 O111由来リポポリサッカライド (LPS)は Sigma Aldrichより購入した。

macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), granulocyte macrophage-stimulating 

factor (GM-CSF), IL-4, IFN- γは Pepro Techより購入した。anti-human CD14 (PE標

識)は Beckman Coulter (Brea, CA, USA)より購入した。goat anti-human Siglec-9は

R&D Systems (Minneapollis, MN, USA)より購入した。donkey anti-goat IgG (FITC

標識)は Santa Cruz Biotechnologyより購入した。anti-human CD16、control mouse 

IgG1 (どちらも PE/Cy5標識)は Biolegend (San Diego, CA, USA)より購入した。 

 

ヒト単球の分離、培養、マクロファージへの分化  

	
 ヒト末梢血由来単核球 (PBMC)は健常な日本人の血液より Histopaque-1077  

(Sigma Aldrich)を使用して分離した。 

	
 PBMCを anti-CD14抗体で染色後、anti-mouse IgG microbeadsで染色し、MACS 

(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA)により単離した CD14陽性細胞を、単球として

実験に使用した。 

	
 10%非働化ウシ胎児血清、0.03% L-グルタミン、5×10-5 M 2-メルカプトエタノ

ール、100 U/ml ペニシリン G、100 ⎧g/ml ストレプトマイシンを添加した

RPMI1640培地 (Nissui)に、50 ng/ml M-CSFまたは 25 ng/ml GM-CSFを添加し、

単球を 6 日間培養することでマクロファージに分化させた。浮遊している細胞

を除き、接着細胞のみを実験に使用した。 

	
 全ての実験は名古屋大学倫理委員会の承認を得た上で行った。 

 

定量 RT-PCR 

	
 Isogen II (Nippon Gene)により細胞から RNAを抽出し、ReverTraAce (Toyobo)

により cDNAに逆転写した。Thunderbird qPCR Mix (Toyobo)を使用し、cDNAを

鋳型として定量 PCR を行った。遺伝子の発現量は、GAPDH を基準としたΔΔ

Ct法により算出した。 

	
 標的遺伝子を増幅するために用いたプライマー配列を以下に示す。 
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ヒト GAPDH 

 direct : 5’- TCCCTCCAAAATCAAGTGGGG -3’ 

 reverse : 5’- GTCCTTCCACGATACCAAAGTTGTC -3’ 

CD33 

 direct : 5’- TGTGCATGTGACAGACTTGACCC- 3’ 

 reverse : 5’- TTATGAGCACCGAGGAGTGAGTAGTC -3’ 

Siglec-5 

 direct : 5’- TACCATCACCTCGGGTTCCAG -3’ 

 reverse : 5’- GGTCCTTAGGCTCCCTCGACT -3’ 

Siglec-7 

 direct : 5’- GGCCTGTATCAGGAGTGTTGCT -3’ 

 reverse : 5’- GCAGCCAGGCCATGGTG -3’ 

Siglec-8 

 direct : 5’- AGATCCACAAGCGAGAAACTG -3’ 

 reverse : 5’- GGTGACCTACTGCATAGCATG -3’ 

Siglec-9 

direct : 5’- GGGTGCTGGAGCTGCCTT -3’ 

 reverse : 5’- GTCACTCCTGATGTGGCTTTGC -3’ 

Siglec-10 

direct : 5’- ATCAATGTGGTCCCGACG -3’ 

 reverse : 5’- GGAAACTGGGCAACTGATACTG -3’ 

Siglec-11 

 direct : 5’- CTCGGAGATCAAGATCCACAC -3’ 

 reverse : 5’- ACTTGCTGGTGTCCTGTTG -3’ 

Siglec-14 

direct : 5’- GCCATCAGCATCTTCTTCAGAAATG -3’ 

 reverse : 5’- GCTTTTCCCTCCCGGAACCA -3’ 

Siglec-16 

direct : 5’- TCAAATGGAGCACGAAGGAG -3’ 

 reverse : 5’- GATCTTCATAGCCACCTCCC -3’ 

CCR7 

direct : 5’- TTCAGTGGCATGCTCCTACTTC -3’ 

 reverse : 5’- GCTGAGACAGCCTGGACGAT -3’ 
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CD200R 

direct : 5’- GAGCAATGGCACAGTGACTGTT -3’ 

 reverse : 5’- GTGGCAGGTCACGGTAGACA -3’ 

Mrc1 (マンノース受容体) 

direct : 5’- GGACGTGGCTGTGGATAAAT -3’ 

 reverse : 5’- ACCCAGAAGACGCATGTAAAG -3’ 

 

Siglec-9ノックダウン  

	
 M-CSF で分化させたマクロファージに siRNA をトランスフェクションし、

Siglec-9をノックダウンした。トランスフェクションには INTERFERin (Polyplus 

Transfection, Illkirch, France)を使用した。siRNA は Stealth RNAi oligonucleotide 

duplex (Invitrogen)を使用し、Siglec-9特異的 siRNA (#1299001, Invitrogen)と control 

siRNA (Stealth RNAi negative control with medium GC; Invitrogen)で比較した。

Siglec-9特異的 siRNAの配列を以下に示す。 

 

sense : 5’-GGCACAGUAUCCACAGUCUUGGGAA-3’ 

 antisense : 5’-UUCCCAAGACUGUGGAUACUGUGCC-3’ 

 

	
 siRNAトランスフェクションから 48時間後、細胞を PBSで洗浄し、LPS (100 

ng/ml), IFN- γ (20 ng/ml), IL-4 (20 ng/ml)で 24時間刺激した。 

 

フローサイトメトリー  

 ヒト単球は、CD14 と CD16 の発現パターンによって 3 つのサブポピュレーシ

ョンに分類される[14,15]。PBMC を Human BD Fc Block (BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA)で室温 10 min処理し、Fc受容体を介した抗体の非特異結合を阻

害した後、anti-Siglec-9を添加し、氷上で 20 min染色した。PBSで細胞を一回洗

浄した後、anti-CD14-PE, anti-CD16-PE/Cy5および anti-goat IgG-FITCを添加し、

氷上で 20 min染色した。EPICS ALTRA (Beckman Coulter)を使用して、それぞれ

のポピュレーションにおける Siglec-9の発現を解析した。
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実験結果  
 

ヒト単球における Siglecの発現  

	
 フローサイトメトリーを用いた実験によりヒト単球にはいくつかの Siglec が

高いレベルで発現していることが報告されているが[11]、抗体によって親和性が

異なるためそれぞれの Siglec の発現量を直接比較することは困難であると考え

られる。そこで、本章では定量 RT-PCR によりヒト単球における Siglec の発現

量を比較した。 

	
 単球およびマクロファージの細胞表面マーカーである CD14 陽性細胞を

MACSにより 90%以上の純度で単離した (図 3-1A)。この細胞を単球として用い、

Siglecの発現を定量 RT-PCRにより解析したところ、CD33, Siglec-5, -7, -9，-10

は同程度発現していたが、Siglec-8, -11, -14, -16の発現はこれらの 20分の 1以下

であり、ほとんど発現していなかった (図 3-1B)。この結果は過去の報告とも一

致する結果である[11]。 

 

ヒトマクロファージにおける Siglecの発現  

	
 M-CSFとGM−CSFは異なる性質のマクロファージを誘導することが知られて

いるため[16,17]、本章では分化方法の違いによる Siglec発現の変化を比較した。 

	
 顕微鏡観察により、分化方法の違いによるマクロファージの形態の違いが観

察された (図 3-2A)。M-CSFで分化させたマクロファージは細長い形態のものが

多く観察されたが、GM-CSF で分化させたマクロファージは目玉焼き状の丸い

形態のものが多く観察された。この結果は過去の報告とも一致する結果である

[17]。 

	
 マクロファージへの分化によって Siglec の発現にどのような変化があるか解

析したところ、Siglec-7は約 3倍、Siglec-9は約 2倍に増加するのに対し、CD33, 

Siglec-5, -10は発現が低下する傾向であった (図 3-3A)。これらの結果から、単球

における Siglecは 3つのグループに分類されると考えられる。1つ目は Siglec-7, 

-9 のようにマクロファージへの分化に伴って発現が増加するもの、2 つ目は

CD33, Siglec-5, -10のようにマクロファージへの分化に伴って発現が減少するも

の、3つ目は Siglec-8, -11, -14, -16のようにほとんど発現していないものである。

また、これらの結果は分化方法によらず同様の結果であった。 
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刺激による Siglec発現の変化  

	
 マクロファージは刺激によって多様な表現型を示すことが知られている。本

章では分化させたマクロファージを LPS+IFN- γ共刺激または IL-4 刺激により、

それぞれ M1 マクロファージまたは M2 マクロファージを誘導した時の Siglec

発現の変化を比較した (図 3-3A)。 

	
 LPS+IFN- γ共刺激ではマーカー遺伝子として CCR7 の発現が、IL-4 刺激では

Mrc-1 (マンノース受容体)および CD200Rの発現が誘導されることをいずれのマ

クロファージにおいても確認した[16] (図 3-2B, C, D)。 

	
 上記の刺激が Siglec の発現に与える影響はそれぞれの Siglec によって異なる

ものの、LPS+IFN- γによる Siglec-7の発現低下や IL-4刺激による Siglec-10の発

現増加が顕著な変化として観察された (図 3-3B, D)。その一方、Siglec-9の発現

レベルはこれらの刺激により変化せず、安定的に発現していた (図 3-3C)。これ

らの結果から、それぞれの Siglec の発現は独立した仕組みによって制御されて

いることが示唆された。 

 

Siglec-9ノックダウンの遺伝子発現への影響  

	
 ヒトSiglec-9とマウスSiglec-Eは機能的に対応したオルソログであると考えら

れている。Siglec-Eはマクロファージにおける炎症を抑制することが報告されて

いるため、Siglec-9もヒトマクロファージにおいて重要な機能を持つと推測され

た。そこで、M-CSF で分化させたマクロファージにおいて Siglec-9 をノックダ

ウンし、LPS/IFN- γ刺激または IL-4刺激による遺伝子発現に与える影響を解析し

た。 

	
 CCR7は LPS刺激によって 20倍、LPS+IFN- γ共刺激によって 150倍程度まで

発現が誘導され、Siglec-9ノックダウンによってさらに 2-4倍程度まで発現が増

加した (図 3-4)。 

	
 一方、IL-4 刺激によって強く誘導される CD200R の発現は Siglec-9 ノックダ

ウンによって半分程度まで低下した (図 3-5)。 

	
 この現象の詳細な分子メカニズムは未解明であるが、Siglec-9がヒトマクロフ

ァージの機能制御に関わることが示唆された。 

 

単球のサブポピュレーションにおける Siglec-9の発現比較  

	
 ヒト単球はCD14とCD16の発現パターンによって 3つのサブポピュレーショ
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ンに分類されることが知られている[14,15]。CD14hiCD16-の細胞群は”Classical”

と呼ばれる単球の 70-80%を占める主要なグループである。その他に、

CD14loCD16hiの細胞群は”Non-classical”、CD14hiCD16loの細胞群は”Intermediate”

と呼ばれている。Classicalは炎症時に組織に浸潤しマクロファージとして働くこ

とが知られるのに対し、Non-classical や Intermediate は血管内皮をパトロールし

ており血管壁の恒常性維持に関わると考えられている。しかし、これらのグル

ープは血中の細胞数が少ないため機能については不明な点が多い。 

	
 これらのサブポピュレーションにおける Siglec の発現はこれまで解析されて

いないため、Siglec-9の発現をフローサイトメトリーにより解析した。その結果、

いずれのポピュレーションにおいても同程度の Siglec-9 が発現していることが

明らかになった (図 3-6)。 
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考察  
 

	
 Siglecファミリーの中でも CD33関連型 Siglecと呼ばれるものは生物種によっ

て保存性が低く、進化の過程で特異的な機能を獲得してきたと考えられている。

マウスおよびヒトにおいてそれぞれの CD33 関連型 Siglec の機能が解析され、

様々な免疫機能の制御に関わることが報告されているが、ヒト・マウス間での

対応関係には不明確な点が多い。さらに近年では遺伝子組換え技術の発達によ

りノックアウトマウスの利用が容易になり、マウス Siglec の発現制御や機能に

ついては多く報告されているが、ヒト Siglec についてはあまり研究が進んでお

らずその機能や発現制御メカニズムの多くは未解明である。 

	
 ヒト単球およびマクロファージにはいくつかの Siglec が恒常的に発現してい

ることが知られていたが、それらの機能は明らかではない。これまで RAW264

をモデル系として利用しヒト Siglec-9の機能解析を行ってきたが、本章ではヒト

初代培養単球およびマクロファージにおけるヒト Siglec の発現および機能解析

を試みた。 

 

	
 ヒト単球における Siglecの発現を定量 RT-PCRによって解析した結果、CD33, 

Siglec-5, -7, -9, -10は同程度発現していたが、Siglec-8, -11, -14, -16はほとんど発

現していなかった (図 3-1B)。この結果はフローサイトメトリーにより解析され

た過去の報告と一致しており、Siglec の mRNA 量とタンパク質量の間には相関

があると考えられる。 

	
 また、単球のサブポピュレーションにおける Siglec-9の発現をフローサイトメ

ト リ ー に よ り 比 較 し た と こ ろ 、 Classical (CD14hiCD16-), Non-classical 

(CD14loCD16hi), Intermediate (CD14hiCD16lo)と分類される 3 つのグループで

Siglec-9の発現は同程度であった (図 3-6)。Non-classical, Intermediateなどは血中

での存在数が極めて少ないため、その機能には不明な点が多いが[14,15]、本章

の結果から Siglec-9 はそれぞれのサブポピュレーションの特異的な働きには関

与しないと推定される。 

	
 現在までにヒト Siglecにはポリモルフィズムの存在がいくつか知られている。

代表的なものは Siglec-5 と Siglec-14 の発現に関するものであり、一部のヒトに

おいては Siglec-14遺伝子の大部分が染色体上から欠失していることが報告され

ている[18]。このような場合には Siglec-5の発現が認められるが、Siglec-14遺伝
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子が欠失していない場合は Siglec-5が発現しないことが確認されている。この変

異は人種によって保有率が異なり、アジア人において比較的多く存在すること

が調べられているため、Siglec-5 と Siglec-14 の発現についてはこのような変異

の有無を確認してから判断する必要がある。 

 

	
 マウスマクロファージでは特定の刺激によっていくつかの Siglec の発現が誘

導されることが知られている。例えばマウス骨髄由来マクロファージを TLRリ

ガンドで刺激すると Siglec-Eの発現が誘導されることや、RNAウイルス感染に

よって Siglec-G の発現が誘導されることが報告されている[7,12]。このような

Siglec の発現誘導は炎症応答のネガティブフィードバック機構であると考えら

れ、急性炎症の寛解において重要な働きが推定される。本章ではヒト単球およ

びマクロファージにおける Siglec の発現がどのような刺激条件で変動するかに

注目した。 

	
 単球をM-CSFまたはGM-CSFで分化させると Siglec-7, -9の発現は増加したが、

CD33, Siglec-5, -10 の発現は減少した。さらに、分化させたマクロファージを

LPS+IFN- γ共刺激すると Siglec-7の発現が低下したが、IL-4刺激により Siglec-10

の発現が増加した。これに対して Siglec-9の発現はこれらの刺激によりほとんど

変化しなかった (図 3-3)。これらの結果から、ヒトマクロファージにおいてもマ

ウスの場合と同様にそれぞれの Siglec は独立したメカニズムによって発現を制

御されており、細胞の置かれた環境によって異なる Siglec が機能することが示

唆された。今後、これらの Siglec の具体的な発現制御機構や生理的役割が明ら

かにされることが期待される。 

 

	
 ヒト Siglec-9 はマウス Siglec-E のオルソログであると考えられている[5]。

Siglec-E はマクロファージにおいて炎症応答を抑制することが報告されている

ため、Siglec-9も同様にマクロファージの活性を制御すると推測された。そこで

Siglec-9 ノックダウンの遺伝子発現への影響を解析した。Siglec-9 をノックダウ

ンし LPS刺激または LPS+IFN- γ共刺激したところ、ケモカイン受容体 CCR7の

発現が増加した (図 3-4)。一方、IL-4刺激による免疫制御分子 CD200Rの発現は

Siglec-9ノックダウンにより減少した (図 3-5)。これらの結果から、ヒト Siglec-9

もマクロファージの活性を制御する可能性が示唆された。しかし、LPS 刺激、

LPS+IFN- γ共刺激によって誘導される TNFαや IL-4 刺激によって誘導されるマ
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ンノース受容体 (Mrc1)の発現には Siglec-9 ノックダウンによる影響は観察され

なかった。この結果はSiglec-9のノックダウン効率が30-50%程度であり (図3-4B

および 3-5B)、機能を完全に阻害できていないことが原因の一つとして考えられ

るが、Siglec-9による遺伝子発現制御は一部の遺伝子に限定されることが示唆さ

れた。現段階では Siglec-9による遺伝子発現制御のメカニズムは不明であるため、

今後 Siglec-9 が影響を与えるシグナル伝達経路や転写因子などを特定する必要

がある。 

	
 CCR7はリンパ節への遊走に関わるケモカイン受容体であり、マクロファージ

においては動脈硬化プラークからの離脱や脂肪組織への浸潤などに関与するこ

とが報告されている[19, 20]。また CCR7はマクロファージだけでなく樹状細胞

や T 細胞などにも発現しているため、リンパ節における獲得免疫の活性化や免

疫寛容の促進など複雑な免疫応答制御に関わると考えられる[21, 22]。CD200R

は MAP キナーゼを阻害することによりマクロファージの炎症応答を抑制する

ほか、多発性硬化症、関節リウマチなどの疾患モデルマウスにおいて炎症抑制

作用を示すことが報告されている[23, 24]。さらに、臨床においても関節リウマ

チ患者では健常者に比べてマクロファージにおける CD200R の発現が低下して

いることが報告されており、自己免疫疾患の発症と関わりが深い[25]。これらの

事実から、Siglec-9は CCR7や CD200Rなどの免疫制御分子の発現を制御するこ

とにより間接的に免疫応答を制御することが示唆された。 

 

	
 このように本章ではSiglec-9を始めとしたいくつかのSiglecの発現や機能につ

いて示唆的な結果を得ることができた。マウス Siglec と同様にいくつかのヒト

Siglecは特定の刺激によって発現が制御されることが明らかになり、Siglec-9に

ついては生体内での免疫制御や自己免疫疾患の発症に関与する可能性が示唆さ

れた。本章により得られた成果をきっかけとして、今後、それぞれの Siglec の

発現制御メカニズムの解明やリガンドシアル酸による機能制御などの研究が進

められるとともに、医療への応用研究の進展が期待される。 

 



第三章 

 48 

参考文献  
 

[1] Varki, NM. and Varki, A. (2007) Diversity in cell surface sialic acid presentations: 

implications for biology and disease. Laboratory Investigation, 87, 851-857. 

[2] Rudd, PM., Elliott, T., Cresswell, P., Wilson, IA. and Dwek, RA. (2001) 

Glycosylation and the Immune System. Science, 291, 2370-2376. 

[3] Macauley, MS., Crocker, PR. Paulson, JC. (2014) Siglec-mediated regulation of 

immune cell function in disease. Nat. Rev. Immunol., 14, 653-666. 

[4] Pillai, S., Netravali, IA., Cariappa, A. and Mattoo, H. (2012) Siglecs and Immune 

Regulation. Annu. Rev. Immunol., 30, 357-392. 

[5] Cao, H. and Crocker, PR. (2010) Evolution of CD33-related siglecs: regulating host 

immune functions and escaping pathogen exploitation? Immunology, 132, 18-26. 

[6] Ando, M., Tu, W., Nishijima, KI. and Iijima, S. (2008) Siglec-9 enhances IL-10 

production in macrophages via tyrosine-based motifs. Biochem. Biophys. Res. Commun., 

369, 8778-883. 

[7] Boyd, CR., Orr, SJ., Spence, S., Burrows, JF., Elliott, J., Carroll, HP., Brennan, K., 

Ni Gabhann, J., Coulter, WA., Johnston, JA. and Jefferies, CA. (2009) Siglec-E Is 

Up-Regulated and Phosphorylated Following Lipopolysaccharide Stimulation in Order 

to Limit TLR-Driven Cytokine Production. J. Immnol., 183, 7703-7709. 

[8] Bystrom, J., Evans, I., Newson, J., Stables, M., Toor, I., Rooijen, N., Crawford, M., 

Colvile-Nash, P., Farrow, S. and Gilroy, DW. (2008) Resolution-phase macrophages 

possess a unique inflammatory phenotype that is controlled by cAMP. Blood, 112, 

4117-4127. 

[9] Wynn, TA., Chawla, A. and Pollard, JW. (2013) Macrophage biology in 

development, homeostasis and disease. Nat. Rev., 496, 445-455. 

[10] Mosser, DM. and Edward, JP. (2008) Exploring the full spectrum of macrophage 

activation. Nat. Rev. Immunol.,8, 958-969. 

[11] Lock, K., Zhang, J., Lu, J., Lee, SH. and Crocker, PR. (2004) Expression of 

CD33-related siglecs on human mononuclear phagocytes, monocyte-derived dendritic 

cells and plasmacytoid dendritic cells. Immunology, 209, 199-207. 

[12] Chen, W., Han, C., Xie, B., Hu, X., Yu, Q., Shi, L., Wang, Q., Li, D., Wang, J., 

Zheng, P., Liu, Y. and Cao, X. (2013) Induction of Siglec-G by RNA Viruses Inhibits 

the Innate Immune Response by Promoting RIG-I Degradation. Cell, 152, 467-478. 



第三章 

 49 

[13] Kiwamoto, T., Kawasaki, N., Paulson, JC. and Bochner, BS. (2012) Siglec-8 as a 

drugable target to treat eosinophil and mast cell-associated conditions. Pharmacol. 

Ther., 135, 3, 327-336. 

[14] Wong, KL., Yeap, WH., Tai, JJY., Ong, SM., Dang, TM. and Wong, SC. (2012) 

The three human monocyte subsets: implications for health and disease. Immunol. Res., 

53, 41-57. 

[15] Thomas, G., Tacke, R., Hedrick, CC. and Hanna, RN. (2015) Nonclassical 

Patrolling Monocyte Function in the Vasculature. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 35, 

1306-1316. 

[16] Murray, PJ., Allen, JE., Biswas, SK., Fisher, EA., Gilroy, DW., Goerdt, S., Gordon, 

S., Hamilton, JA., Ivashkiv, LB., Lawrence, T., Locati, M., Mantovani, A., Martinez, 

FO., Mege, JL., Mosser, DM., Natoli, G., Saeji, JP., Schultz, JL., Shirey, KA., Sica, A., 

Suttle, J., Udalova, I., van Ginderachter, JA., Vogel, SN. and Wynn, TA. (2014) 

Macrophage Activation and Polarization: Nomenclature and Experimental Guidelines. 

Immunitiy, 41, 14-20. 

[17] Xu, W., Zhao, X., Daha, MR. and van Kooten, C. (2013) Reversible differentiation 

of pro- and anti-inflammatory macrophages. Mol. Immunol., 53, 179-186. 

[18] Yamanaka, M., Kato, Y., Angata, T. and Narimatsu, H. (2009) Deletion 

polymorphism of SIGLEC14 and its functional implications. Glycobiology, 19, 8, 

841-846. 

[19] White, GE., Iqbal, AJ. and Greaves, DR. (2013) CC chemokine receptors and 

chronic inflammation—therapeutic opportunities and pharmacological challenges. 

Pharmacol. Rev., 65, 47-89. 

[20] Sano, T., Iwashita, M., Nagayasu, S., Yamashita, A., Shinjo, T., Hashikata, A., 

Asano, T., Kushiyama, A., Ishimaru, N., Takahama, Y. and Nishimura, F. (2015) 

Protection from Diet-Induced Obesity and Insulin Resistance in Mice Lacking 

CCL19-CCR7 Signaling. Obesity, 23, 1460-1471. 

[21] Clatworthy, MR., Aronin, CEP., Mathews, RJ., Morgan, NY., Smith, KGC. and 

Germain, RN. (2014) Immune complexes stimulate CCR7-dependent dendritic cell 

migration to lymph nodes. Nat. Med., 20, 12, 1458-1463. 

[22] Worbs, T. and Forster, R. (2007) A key role for CCR7 in establishing central and 

peripheral tolerance. Trends Immunol., 28, 6, 274-280. 

[23] Hoek, RM., Ruuls, SR., Murphy, CA., Wright, GJ., Goddard, R., Zurawski, SM., 



第三章 

 50 

Blom, B., Homola, ME., Streit, WJ., Brown, MH., Barclay, AN. and Sedgwick, JD. 

Down-regulation of the macrophage lineage through interaction with OX2 (CD200). 

Science, 290, 1768-1771. 

[24] Rygiel, TP. and Meyaard, L. (2012) CD200R signaling in tumor tolerance and 

inflammation: A tricky balance. Curr. Opin. Immunol., 24, 233-238. 

[25] Gao, S., Hao, B., Yang, XF. and Chen, WQ. (2014) Decreased CD200R expression 

on monocyte-derived macophages correlates with Th17/Treg imbalance and disease 

activity in rheumatoid arthritis patients. Inflamm. Res., 63, 441-450.



第三章 

 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1. 単球における Siglecの発現解析  

 

(A) MACSにより CD14陽性細胞を単離し、単球として実験に使用した。PBMC

中で CD14陽性細胞は 10%程度であるが (左図)、MACSにより 90%以上の純度

で回収できていることをフローサイトメトリーにより確認した (右図)。 

(B) 単球における Siglecの発現量を定量 RT-PCRにより解析した。 
 

この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2016) Constitutively expressed Siglec-9 inhibits LPS-induced CCR7, but enhances 

IL-4-induced CD200R expression in human macrophages, Biosci. Biotecch. Biochem., in press. 
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図 3-2. マクロファージへの分化  

 

(A) M-CSFおよび GM-CSFで分化させたマクロファージの形態を顕微鏡写真に

より比較した。 

(B-D) 分化させたマクロファージをM1/M2誘導刺激し、マーカー遺伝子の発現

を定量 RT-PCRにより解析した。 

(B) LPS+IFN- γ (それぞれ 100 ng/mlおよび 20 ng/ml)で 24時間刺激することによ

り、M1マクロファージマーカーである CCR7の発現が観察された。 

(C,D) IL-4 (20 ng/ml)で 24時間刺激することにより、M2マクロファージマーカ

ーであるMrc1 (マンノース受容体), CD200Rの発現が観察された。 

黒い棒グラフはM-CSF、白い棒グラフは GM-CSFで分化させたマクロファージ

の結果を示す。*は刺激無しの条件に対して p < 0.05であることを示す。 
 

この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2016) Constitutively expressed Siglec-9 inhibits LPS-induced CCR7, but enhances 

IL-4-induced CD200R expression in human macrophages, Biosci. Biotecch. Biochem., in press. 
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図 3-3. 分化および刺激条件の違いによる Siglecの発現変化を解析した  

 

(A) 単球をM-CSF (50 ng/ml)または GM-CSF (25 ng/ml)でマクロファージに分化

させた時、および分化後のマクロファージをM1/M2誘導刺激 (24時間)した時

の Siglecの発現を定量 RT-PCRにより解析した。 

(B-D) Siglec-7, -9, -10の発現について個別に示した。 

*は p < 0.05であることを示す。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2016) Constitutively expressed Siglec-9 inhibits LPS-induced CCR7, but enhances 

IL-4-induced CD200R expression in human macrophages, Biosci. Biotecch. Biochem., in press. 
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図 3-4. Siglec-9ノックダウンによる CCR7の発現増加  

 

M-CSF (50 ng/ml)で分化させたマクロファージにおいて Siglec-9をノックダウン

し、LPS/IFN-γ刺激 (それぞれ 100 ng/mlおよび 20 ng/ml, 24時間)刺激による遺伝

子発現への影響を定量 RT-PCRにより解析した。 

(A) Control siRNAをトランスフェクションしたマクロファージで、LPS刺激お

よび LPS+IFN- γ共刺激により CCR7の発現が誘導されることを確認した。 

(B) Siglec-9ノックダウン効率を示した。黒い棒グラフはコントロール、白い棒

グラフは Siglec-9特異的 siRNAの結果を示す。 

(C) Siglec-9ノックダウンにより LPS刺激、LPS+IFN- γ共刺激による CCR7の発

現が増加した。*は p < 0.05であることを示す。 

 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2016) Constitutively expressed Siglec-9 inhibits LPS-induced CCR7, but enhances 

IL-4-induced CD200R expression in human macrophages, Biosci. Biotecch. Biochem., in press. 
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図 3-5. Siglec-9ノックダウンによる CD200Rの発現低下  

 

M-CSF (50 ng/ml)で分化させたマクロファージにおいて Siglec-9をノックダウン

し、IL-4刺激 (20 ng/ml, 24時間)による遺伝子発現への影響を定量 RT-PCRによ

り解析した。 

(A) Siglec-9ノックダウンにより、IL-4刺激によって誘導される CD200Rの発現

が低下した。 

(B) Siglec-9ノックダウン効率を示した。 

黒い棒グラフはコントロール、白い棒グラフは Siglec-9特異的 siRNAの結果を

示す。*は p < 0.05であることを示す。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2016) Constitutively expressed Siglec-9 inhibits LPS-induced CCR7, but enhances 

IL-4-induced CD200R expression in human macrophages, Biosci. Biotecch. Biochem., in press. 
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図 3-6. 単球のサブポピュレーションにおける Siglec-9の発現解析  

 

(上図) PBMCを anti-CD14および anti-CD16で染色し、フローサイトメトリーに

より解析した。Classical (CD14hiCD16-, A)、Non-classical (CD14loCD16hi, B)、

Intermediate (CD14hiCD16lo, C)の 3つのグループに分類した。 

(下図) それぞれのグループにおける Siglec-9の発現を解析した。括弧内の数値

は蛍光強度の平均値を示す。 

 
この図は以下の論文より引用したものである。 

Higuchi et al. (2016) Constitutively expressed Siglec-9 inhibits LPS-induced CCR7, but enhances 

IL-4-induced CD200R expression in human macrophages, Biosci. Biotecch. Biochem., in press.
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結言  
 

	
 本研究により得られた成果を各章ごとにまとめる。 

 

	
 第一章では Siglec-9による IL-10産生の促進作用に転写因子 C/EBPβが与える

影響について解析した。ルシフェラーゼアッセイにより C/EBPβが IL-10プロモ

ーター活性を促進することを示し、その効果は Siglec-9発現細胞で特異的に観察

されることを示した。C/EBPβは免疫応答をはじめとした様々な生命現象に関与

する転写因子であるため、Siglecが与える効果は本章で見出された現象のみに留

まらず幅広い細胞応答を制御する可能性が示唆された。 

 

	
 第二章ではこれまで知られていなかった Siglecの新しい機能である IL-4応答

促進活性に注目した。本章では Siglec-9 が IL-4 シグナル伝達経路に影響を与え

ると考え、細胞内シグナルの制御という視点から分子メカニズムの解明を試み

た。本章の成果により Siglec はこれまで想定されていたように細胞内シグナル

を抑制する働きも持つが、特定の細胞内シグナルを活性化することも明らかに

なり、Siglecによる細胞機能の制御の可能性を広げることができたと考えられる。 

 

	
 第三章ではヒト初代培養単球/マクロファージにおける Siglec の発現および機

能解析を行った。ヒト Siglec に関する研究はマウスほど進んでおらず未解明な

点が多いが、本章によりそれぞれの Siglec は独自の機能を持つ可能性が示唆さ

れた。さらに、Siglec-9については生体内での免疫応答制御や自己免疫疾患との

関連も示唆され、医学的にも重要な知見が得られたと考えられる。 

 

	
 これらの結果を総合的に捉えると、Siglecの基礎研究および医学的な応用研究

の可能性をよりいっそう広げることができたと思われる。今後あらゆる手法に

よって Siglecの機能や重要性についての理解が進むことが期待される。 
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