
して作成した 16 化合物 (MF1~MF16)の

CD22への親和性を競合 ELISA法により

測定した。その結果、MF6, MF13の２つ

の化合物では、GSC718の IC50を 100%

とした場合の IC50 がそれぞれ 56.9%, 

54.9%であり、 CD22 への親和性が

GSC718 よりも高いシアル酸誘導体であ

ることが示された(図２)。MF6 と MF13

は構造的に共通点を持った化合物であっ

た。 

 

合成展開したシアル酸誘導体の B 細胞活

性化活性 

 精製したマウス脾臓 B 細胞を細胞分裂

の指標として広く用いられている CFSE

でラベルした後に、合成展開した化合物

と抗CD40抗体またはCpGオリゴととも

に７２時間培養し、B細胞の増殖を CFSE

の蛍光強度によって解析した。GSC-718

よりも４倍程度以上親和性が低い化合物

MF4, 10, 11, 14, 15, 16（IC50が 1μM以

上）では B 細胞増殖活性化が顕著に低下

していた（図２）。一方、GSC-718よりも

親和性の高い MF6 および MF13 の B 細

胞の増殖は GSC718と同程度であった。 

 

代謝安定化をめざしたシアル酸誘導体の

活性評価 

 GSC-718 から合成展開により代謝安定

化をめざした化合物Wの活性評価を行な

った。化合物Wによる組み換え CD22タ

ンパク質と細胞上のナチュラルリガンド

の反応阻害をフローサイトメトリーで測

定した。その結果 X の IC50 は GSC718

の約１．５倍で、ほぼ同じであることが

明らかとなった。さらに、マウス脾臓 B

細胞を W と抗 CD40抗体または CpG オ

リゴで刺激したところ、GSC718同様の、

強い B 細胞の増殖が見られた。次に、W

またはGSC718とOVAをマウスの腹腔内

に投与して、血清中の特異抗体産生を測

定したところ、GSC718 に比べて有意に

強い特異抗体産生を認めた。これらの結

果から、GSC718 よりもアジュバント活

性の高いシアル酸誘導体を合成すること

に成功した。 

 

種々の免疫細胞での CD22の発現 

 マウス脾臓および腹腔内滲出細胞、骨

髄細胞から細胞を単離し、B細胞、T細胞、

樹状細胞、マクロファージ、好中球のマ

ーカーである、B220, CD19, , CD3, 

CD11c, F4/80, Gr-1とともに CD22を染

色し、これら種々の免疫細胞での CD22

の発現をフローサイトメーターで測定し

た。T細胞、マクロファージおよび好中球

では全くCD22の発現は認めなかったが、

B 細胞の他に樹状細胞では CD22 の発現

を認めた。 

 

樹状細胞への GSC718の作用 

 マウス骨髄細胞を GM-CSF または

Flt3L とともに培養することにより cDC

と pDCを誘導したところ、分化後の細胞

には共に CD22 の発現があり、とりわけ

cDC で CD22 の発現が高かった(cDC: 

57.1%, pDC: 22.8%)。そこで、cDCおよ

び pDC を５０μM の GSC718 とともに

培養した。脾臓 B 細胞は、GSC718 とと

もに培養すると有意に CD80 や CD86, 

MHCIIの発現が増強した。また、GSC718

とともに代表的な TLR リガンドである



CpG オリゴや LPS を培養に添加すると、

CpGオリゴやLPS単独に比べてGSC718

添加により CD80, CD86, MHCIIの発現

が増強した。しかしながら、分化誘導し

た樹状細胞に GSC718を加えても CD80, 

CD86, MHCIIの発現は増強しなかった。

また、LPS や CpG オリゴとともに

GSC718 を加えても、これらの作用以上

に活性化マーカーの発現増強は認めなか

った。以上の結果から、樹状細胞も CD22

を発現するが、GSC718 は樹状細胞の活

性化を増強しないことが明らかとなった。 

 

CD22 のシグナル制御機能への GSC718

の作用 

 CD22 は B 細胞抗原受容体（B cell 

receptor: BCR）のシグナル伝達を抑制す

ることが知られている。そこで、CD22の

シグナル抑制機能への GSC718 の作用を

明らかにするために、GSC718 の存在下

で野生型C57BL/6マウスB細胞を抗 IgM

抗体で刺激して BCR を架橋し、カルシウ

ムイオン流入を測定した。その結果、

GSC718がBCR架橋によるカルシウムシ

グナルが低下させることが明らかとなっ

た。CD22欠損マウス由来のB細胞では、

カルシウムシグナルは野生型マウス B 細

胞に比べ増強していたが、GSC718 添加

によってもカルシウムシグナルは変化し

なかった。この結果から、GSC718 は

CD22に依存して BCRシグナル伝達を負

に制御することが明らかになった。 

 一方、GSC718 の添加のみにより細胞

内カルシウムイオン濃度が軽度ではある

が増加した。しかし、このような GSC718

によるカルシウムイオン濃度の上昇は

CD22欠損マウスでは認めなかった。BCR

は抗原の非存在下でも構成的に弱いシグ

ナルを伝達していることが示されており、

このシグナル伝達は緊張性シグナル伝達 

(tonic signal)と呼ばれている。GSC-718

は CD22 依存的に緊張性シグナル伝達を

増強することが明らかとなった。 

 

(3) 組み換え CD22 タンパク質発現系の

構築と結晶化の試み 

CD22の大量発現系の構築 

 大腸菌を用い，ジスルフィド結合形成促

進タンパク質を融合させた発現系について，

CD22のドメイン 1のみ，ドメイン 1と 2，

およびドメイン 1から 3までの 3種類を検

討した．ドメイン 1から 3までを発現させ

た場合は発現量が少なく，また粗精製の結

果，可溶性の凝集体を形成していた．ジス

ルフィド結合形成促進タンパク質をN末端

側，C 末端側いずれに融合させても同様の

結果となり，結晶化には不向きと判断した． 

 N 末端側にジスルフィド結合形成促進タ

ンパク質融合させ，ドメイン 1 のみ，ある

いはドメイン 1と 2を発現させた場合，ド

メイン間のジスルフィド結合に関わるシス

テイン残基をセリンに変異させたものにつ

いて，発現量が比較的多く，また粗精製後

に一定量の単量体成分が確認できた（図３）． 

 大腸菌を用い，高可溶性のタンパク質（タ

グタンパク質）と CD22 を融合させた発現

系では，タグタンパク質の分子量が比較的

小さいものと，大きなもの 2 種について検

討した．分子量の小さなタグタンパク質を

用い，CD22 のドメイン 1 のみ，およびド

メイン 1から 3までを発現させたところ，

いずれも発現量が非常に少なく，かつ可溶
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開して得た化合物１６個を得た。これら

への親和性を測

および MF13)で

への親和性の上昇を認めた。次いで、

細胞の活性化・増殖への作用

への親和性が 1μ

細胞の活性化・増

その結果、大変興味深いことに、化学構造

シグナルが

阻害剤 Y

に結合しているときは両末端

が空間的に近接した状態になっていること

阻害

はほぼ同様のコンフォメーションで

と結合していることも判明した。 

阻害剤 Y

に高

細

GSC718

のシアル酸の２位と５位を中心に合成展

開して得た化合物１６個を得た。これら

への親和性を測

で

への親和性の上昇を認めた。次いで、

細胞の活性化・増殖への作用

μ

細胞の活性化・増

殖の亢進は認められなかったが、

より親和性の高い化合物でも

性化・増殖は

また、予備的に

とともにマウスに投与したが、

に比べてアジュバント活性の増強を認め

なかった。この点についてはさらに追試

が必要であるものの、親和性の増強のみ

ではアジュバント活性の増強は難しい可

能性が示唆された。

 そこで、我々は代謝安定性をめざした

GSC718

ところ、

B 細胞活性化・増殖増強作用は

と遜色なかった。この化合

もにマウスに投与したところ、

よりも多量の特異抗体の産生を認め、ア

ジュバント活性が増強していることが明

らかとなった。したがって、優れたアジ

ュバント活性を得るのに代謝安定性の増

強が重要であることが示唆された。

 本研究では、マクロファージや好中球

などの炎症細胞で

とを示した。また、樹状細胞では

の発現があるものの、

ても活性化はおこらない。これらの知見

から

胞、好中球といった先天免疫細胞を活性

化できないことが明

見は、脾細胞を

症性サイトカインの産生がおこらないと

いう我々の知見（未発表）とよく合致し、

GSC718

おこさない画期的な化合物であることを

強く示唆している。

 

殖の亢進は認められなかったが、

より親和性の高い化合物でも

性化・増殖は GSC718

また、予備的に

とともにマウスに投与したが、

に比べてアジュバント活性の増強を認め

なかった。この点についてはさらに追試

が必要であるものの、親和性の増強のみ

ではアジュバント活性の増強は難しい可

能性が示唆された。

そこで、我々は代謝安定性をめざした

GSC718の誘導体

ところ、CD22

細胞活性化・増殖増強作用は

と遜色なかった。この化合

もにマウスに投与したところ、

よりも多量の特異抗体の産生を認め、ア

ジュバント活性が増強していることが明

らかとなった。したがって、優れたアジ

ュバント活性を得るのに代謝安定性の増

強が重要であることが示唆された。

本研究では、マクロファージや好中球

などの炎症細胞で

とを示した。また、樹状細胞では

の発現があるものの、

ても活性化はおこらない。これらの知見

から GSC718 はマクロファージ、樹状細

胞、好中球といった先天免疫細胞を活性

化できないことが明

見は、脾細胞を

症性サイトカインの産生がおこらないと

いう我々の知見（未発表）とよく合致し、

GSC718 が抗体産生を増強するが炎症を

おこさない画期的な化合物であることを

強く示唆している。

殖の亢進は認められなかったが、

より親和性の高い化合物でも

GSC718と同程度であった。

また、予備的にMF6および

とともにマウスに投与したが、

に比べてアジュバント活性の増強を認め

なかった。この点についてはさらに追試

が必要であるものの、親和性の増強のみ

ではアジュバント活性の増強は難しい可

能性が示唆された。 

そこで、我々は代謝安定性をめざした

の誘導体Wの評価をおこなった

CD22への親和性や

細胞活性化・増殖増強作用は

と遜色なかった。この化合

もにマウスに投与したところ、

よりも多量の特異抗体の産生を認め、ア

ジュバント活性が増強していることが明

らかとなった。したがって、優れたアジ

ュバント活性を得るのに代謝安定性の増

強が重要であることが示唆された。

本研究では、マクロファージや好中球

などの炎症細胞で CD22 の発現がないこ

とを示した。また、樹状細胞では

の発現があるものの、GSC718

ても活性化はおこらない。これらの知見

はマクロファージ、樹状細

胞、好中球といった先天免疫細胞を活性

化できないことが明らかである。この知

見は、脾細胞を GSC718 で刺激しても炎

症性サイトカインの産生がおこらないと

いう我々の知見（未発表）とよく合致し、

が抗体産生を増強するが炎症を

おこさない画期的な化合物であることを

強く示唆している。 

殖の亢進は認められなかったが、GSC71

より親和性の高い化合物でも B 細胞の活

と同程度であった。

およびMF13を抗原

とともにマウスに投与したが、GSC718

に比べてアジュバント活性の増強を認め

なかった。この点についてはさらに追試

が必要であるものの、親和性の増強のみ

ではアジュバント活性の増強は難しい可

そこで、我々は代謝安定性をめざした

の評価をおこなった

への親和性や in vitroでの

細胞活性化・増殖増強作用は GSC718

と遜色なかった。この化合物を抗原とと

もにマウスに投与したところ、GSC718

よりも多量の特異抗体の産生を認め、ア

ジュバント活性が増強していることが明

らかとなった。したがって、優れたアジ

ュバント活性を得るのに代謝安定性の増

強が重要であることが示唆された。 

本研究では、マクロファージや好中球

の発現がないこ

とを示した。また、樹状細胞では CD22

GSC718 で刺激し

ても活性化はおこらない。これらの知見

はマクロファージ、樹状細

胞、好中球といった先天免疫細胞を活性

らかである。この知

で刺激しても炎

症性サイトカインの産生がおこらないと

いう我々の知見（未発表）とよく合致し、

が抗体産生を増強するが炎症を

おこさない画期的な化合物であることを

GSC718

細胞の活

と同程度であった。

を抗原

GSC718

に比べてアジュバント活性の増強を認め

なかった。この点についてはさらに追試

が必要であるものの、親和性の増強のみ

ではアジュバント活性の増強は難しい可

そこで、我々は代謝安定性をめざした

の評価をおこなった

での

GSC718

物を抗原とと

GSC718

よりも多量の特異抗体の産生を認め、ア

ジュバント活性が増強していることが明

らかとなった。したがって、優れたアジ

ュバント活性を得るのに代謝安定性の増

 

本研究では、マクロファージや好中球

の発現がないこ

CD22

で刺激し

ても活性化はおこらない。これらの知見

はマクロファージ、樹状細

胞、好中球といった先天免疫細胞を活性

らかである。この知

で刺激しても炎

症性サイトカインの産生がおこらないと

いう我々の知見（未発表）とよく合致し、

が抗体産生を増強するが炎症を

おこさない画期的な化合物であることを



シアル酸誘導体による B 細胞活性化のメ

カニズム 

 本研究では、GSC718 が CD22 に作用

することにより BCR架橋の際の BCRシ

グナル伝達が減弱することを示した。こ

の結果は、GSC718 が CD22 の抑制機能

を増強することを示すものである。B 細

胞はCD22のリガンドであるα2,6シアル

酸を細胞表面の糖脂質や糖タンパク上に

多量に発現し、CD22 は同じ B 細胞上の

α2,6 シアル酸と構成的に結合している

ことが知られている。このような同じ細

胞上のリガンドはシスリガンドと呼ばれ

る。GSC718 は CD22 とシスリガンドの

結合を阻害し、シスリガンドによる CD22

の機能制御をキャンセルするものと考え

られるので、GSC718 が CD22 のシグナ

ル抑制機能を増強するという我々の結果

は、シスリガンドが CD22 の機能を抑制

することを示唆し、α2,6シアル酸産生に

必須のシアリルトランスフェラーゼ

ST6GalI欠損マウスB細胞でのUCSDの

Marth 博士やスクリプス研究所の

Paulson 博士ら結果とよく合致する。一

方、B 細胞を in vitro で抗 CD40 抗体や

CpG オリゴとともに培養した場合、正常

B細胞では GSC718の添加により B細胞

の活性化マーカーの発現や B 細胞の増殖

は顕著に増強するが、このような B 細胞

の活性化増強は CD22欠損 B細胞でも認

められる。CD22 の機能を増強して BCR

シグナル伝達を抑制する GSC718 がどの

ようにして、CD22欠損 B細胞と同様の B

細胞活性化増強を誘導するのかが問題で

ある。 

 我々は、GSC718 が BCR 架橋による

BCRシグナル伝達を抑制するが、BCR架

橋非存在下での緊張性シグナルを増強す

ることを明らかにした。シスリガンドに

よる制御がBCR架橋によるシグナル伝達

と緊張性シグナルで異なるために、

GSC718がBCR架橋によるシグナル伝達

を抑制し、緊張性シグナルを増強すると

いう相反する作用がおこるのであろう。

また、GSC718 による B 細胞活性化増強

は、おそらく緊張性シグナル伝達の増強

によっておこるのであろう。B 細胞での

緊張性シグナルは B 細胞の生存維持に必

須であり、その分子メカニズムの解明が

進んでいる。我々の結果は、緊張性シグ

ナルが B 細胞の生存のみならず、B 細胞

の活性化でも重要な役割を果たすことを

示唆している。 

 

組み換え CD22 タンパクの大量発現と結

晶化 

 CD22について，N末端側のドメイン 1か

ら 3までを対象とし，大量発現系の構築と

結晶化用標品の精製を行った．発現させる

ドメインの長さを変化させ，さらに点変異

の導入，foldingや可溶性を改善させるタグ

タンパク質の融合，バクテリアとヒト培養

細胞での発現系の検討など，多くの条件を

検討したが，総じて CD22が凝集しやすい

という特性が，効率の良い発現と精製を困

難にしていると考えられた．発現させるド

メインの長さが増えるごとに発現量が減少

し，また凝集性は上昇する傾向がみられ，

ドメイン 1から 3までを発現させると，バ

クテリア，ヒト培養細胞いずれの系でも少

量の可溶性の凝集体が得られるのみであっ

た． 



 ドメイン

2を発現させた場合，いくつかの条件で結

晶化実験を行うに足る精製度と収量を達成

することが出来た．

促進タンパク質を融合させて発現させる系

では，このタグタンパク質が融合した状態

での

パク質を除去した

て最終標品を得たが，これらはいずれもリ

ガンド結合活性が低いことがわかり，正し

い folding

グタンパク質部分がリガンド結合部位を覆

い隠している可能性が考えられた．また，

結晶化を行ったタグタンパク質融合

では現在までに結晶が得られていないが，

今回使用した

ンパク質は結晶化が難しいとされるタ

ク質であるため，やはりタグタンパク質を

除去することが望ましいと考えられる．こ

の場合，タグタンパク質を除去しても十分

な収量を確保できるよう改善が必要である．

 高可溶性タグタンパク質を融合させて

発現させる系では，タグタンパク質融合

CD22

もに結晶化実験に十分な水準を達成し，

結晶化実験を行った．本高可溶性タグタ

ンパク質はシステイン残基がないために，

タグタンパク質を介した多量体化が基本

的に生じることがなく，またタグタンパ

ク質単体では結晶化が容易であることな

どから，

結晶化には有利であると考えられた．し

かしながら結晶化条件の探索において，

多くの条件でアモルファス状の凝集体が

えられており，これは

が fold

ドメイン 1のみ，あるいはドメイン

を発現させた場合，いくつかの条件で結

晶化実験を行うに足る精製度と収量を達成

することが出来た．

促進タンパク質を融合させて発現させる系

では，このタグタンパク質が融合した状態

での CD22ドメイン

パク質を除去した

て最終標品を得たが，これらはいずれもリ

ガンド結合活性が低いことがわかり，正し

foldingがなされていないか，あるいはタ

グタンパク質部分がリガンド結合部位を覆

い隠している可能性が考えられた．また，

結晶化を行ったタグタンパク質融合

では現在までに結晶が得られていないが，

今回使用したジスルフィド

ンパク質は結晶化が難しいとされるタ

ク質であるため，やはりタグタンパク質を

除去することが望ましいと考えられる．こ

の場合，タグタンパク質を除去しても十分

な収量を確保できるよう改善が必要である．

高可溶性タグタンパク質を融合させて

発現させる系では，タグタンパク質融合

CD22ドメイン 1

もに結晶化実験に十分な水準を達成し，

結晶化実験を行った．本高可溶性タグタ

ンパク質はシステイン残基がないために，

タグタンパク質を介した多量体化が基本

的に生じることがなく，またタグタンパ

ク質単体では結晶化が容易であることな

どから，CD22融合タ

結晶化には有利であると考えられた．し

かしながら結晶化条件の探索において，

多くの条件でアモルファス状の凝集体が

えられており，これは

fold していないことが原因として考え

のみ，あるいはドメイン

を発現させた場合，いくつかの条件で結

晶化実験を行うに足る精製度と収量を達成

することが出来た．ジスルフィド

促進タンパク質を融合させて発現させる系

では，このタグタンパク質が融合した状態

ドメイン 1と 2，またタグタン

パク質を除去した CD22ドメイン

て最終標品を得たが，これらはいずれもリ

ガンド結合活性が低いことがわかり，正し

がなされていないか，あるいはタ

グタンパク質部分がリガンド結合部位を覆

い隠している可能性が考えられた．また，

結晶化を行ったタグタンパク質融合

では現在までに結晶が得られていないが，

ジスルフィド結合形成促進タ

ンパク質は結晶化が難しいとされるタ

ク質であるため，やはりタグタンパク質を

除去することが望ましいと考えられる．こ

の場合，タグタンパク質を除去しても十分

な収量を確保できるよう改善が必要である．

高可溶性タグタンパク質を融合させて

発現させる系では，タグタンパク質融合

1について精製度，収量と

もに結晶化実験に十分な水準を達成し，

結晶化実験を行った．本高可溶性タグタ

ンパク質はシステイン残基がないために，

タグタンパク質を介した多量体化が基本

的に生じることがなく，またタグタンパ

ク質単体では結晶化が容易であることな

融合タンパク質についても

結晶化には有利であると考えられた．し

かしながら結晶化条件の探索において，

多くの条件でアモルファス状の凝集体が

えられており，これは CD22

していないことが原因として考え

のみ，あるいはドメイン 1

を発現させた場合，いくつかの条件で結

晶化実験を行うに足る精製度と収量を達成

ジスルフィド結合形成

促進タンパク質を融合させて発現させる系

では，このタグタンパク質が融合した状態

，またタグタン

ドメイン 1につい

て最終標品を得たが，これらはいずれもリ

ガンド結合活性が低いことがわかり，正し

がなされていないか，あるいはタ

グタンパク質部分がリガンド結合部位を覆

い隠している可能性が考えられた．また，

結晶化を行ったタグタンパク質融合 CD22

では現在までに結晶が得られていないが，

結合形成促進タ

ンパク質は結晶化が難しいとされるタンパ

ク質であるため，やはりタグタンパク質を

除去することが望ましいと考えられる．こ

の場合，タグタンパク質を除去しても十分

な収量を確保できるよう改善が必要である．

高可溶性タグタンパク質を融合させて

発現させる系では，タグタンパク質融合

について精製度，収量と

もに結晶化実験に十分な水準を達成し，

結晶化実験を行った．本高可溶性タグタ

ンパク質はシステイン残基がないために，

タグタンパク質を介した多量体化が基本

的に生じることがなく，またタグタンパ

ク質単体では結晶化が容易であることな

ンパク質についても

結晶化には有利であると考えられた．し

かしながら結晶化条件の探索において，

多くの条件でアモルファス状の凝集体が

CD22 部位の一部

していないことが原因として考え

1と

を発現させた場合，いくつかの条件で結

晶化実験を行うに足る精製度と収量を達成

結合形成

促進タンパク質を融合させて発現させる系

では，このタグタンパク質が融合した状態

，またタグタン

につい

て最終標品を得たが，これらはいずれもリ

ガンド結合活性が低いことがわかり，正し

がなされていないか，あるいはタ

グタンパク質部分がリガンド結合部位を覆

い隠している可能性が考えられた．また，

CD22

では現在までに結晶が得られていないが，

結合形成促進タ

ンパ

ク質であるため，やはりタグタンパク質を

除去することが望ましいと考えられる．こ

の場合，タグタンパク質を除去しても十分

な収量を確保できるよう改善が必要である． 

高可溶性タグタンパク質を融合させて

発現させる系では，タグタンパク質融合

について精製度，収量と

もに結晶化実験に十分な水準を達成し，

結晶化実験を行った．本高可溶性タグタ

ンパク質はシステイン残基がないために，

タグタンパク質を介した多量体化が基本

的に生じることがなく，またタグタンパ

ク質単体では結晶化が容易であることな

ンパク質についても

結晶化には有利であると考えられた．し

かしながら結晶化条件の探索において，

多くの条件でアモルファス状の凝集体が

部位の一部

していないことが原因として考え

られる．結晶構造解析が可能な良質の単

結晶を得るためには，

一定の

変異の導入，タグタンパク質の変更，追

加，

分を繋ぐリンカー配列の改善などが必要

である．

 

CD22

シアル酸誘導体の両末端が空間的に近

たコンフォメーションで

することは、これまでの

阻害剤との複合体の結晶構造からも支持さ

れる。

ビフェニルが結合した阻害剤の複合体の結

晶構造、およびシアル酸の２位にベンジル

基が結合した阻害剤の複合体との結晶構造

が過去に報告されているが（図

造においてシアル酸ユニットは同じ部位に

結合しており、両構造を重ねると９位側の

ビフェニル基と２位のベンジル基が空間的

に近接することがわかる。
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基が結合した阻害剤の複合体との結晶構造

が過去に報告されているが（図

造においてシアル酸ユニットは同じ部位に

結合しており、両構造を重ねると９位側の

ビフェニル基と２位のベンジル基が空間的

に近接することがわかる。
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CD22部位が強固に

を形成するよう，さらなる点

変異の導入，タグタンパク質の変更，追

あるいはタグタンパク質と CD22

分を繋ぐリンカー配列の改善などが必要

とシアル酸誘導体の相互作用 

シアル酸誘導体の両末端が空間的に近
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mouse siglec

阻害剤との複合体の結晶構造からも支持さ

とシアル酸の９位に

ビフェニルが結合した阻害剤の複合体の結

晶構造、およびシアル酸の２位にベンジル

基が結合した阻害剤の複合体との結晶構造

が過去に報告されているが（図 13）、両構

造においてシアル酸ユニットは同じ部位に

結合しており、両構造を重ねると９位側の

ビフェニル基と２位のベンジル基が空間的

に近接することがわかる。 

の糖鎖結合ドメイン

とシアル酸誘導体の結晶構造 

から特定の芳香族領域がより

られる．結晶構造解析が可能な良質の単

部位が強固に

を形成するよう，さらなる点

変異の導入，タグタンパク質の変更，追

CD22 部

分を繋ぐリンカー配列の改善などが必要

シアル酸誘導体の両末端が空間的に近接し

と結合

mouse siglec-1 と

阻害剤との複合体の結晶構造からも支持さ

とシアル酸の９位に

ビフェニルが結合した阻害剤の複合体の結

晶構造、およびシアル酸の２位にベンジル

基が結合した阻害剤の複合体との結晶構造

）、両構

造においてシアル酸ユニットは同じ部位に

結合しており、両構造を重ねると９位側の

ビフェニル基と２位のベンジル基が空間的

の糖鎖結合ドメイン

から特定の芳香族領域がより



タンパク質に近接していることが明らかに

なった。この実験結果から反対側に位置す

る部分は親和性向上のために改変の余地が

残されていると考えられる。実際、mouse 

siglec-1 とシアル酸の２位にベンジル基が

結合した阻害剤の複合体との結晶構造では、

ベンジル基は直接タンパク質と相互作用し

ておらず、結晶中において隣接する分子の

ベンジル基とスタックしている。 

 

 

B. 結 論 
 

 我々は、GSC718 より系統的に合成展

開した化合物の活性評価を行い、GSC718

よりも CD22 に高親和性に結合する化合

物２つを得た。これまでのところ、これ

らの化合物が GSC718 よりも高い抗体産

生増強作用を示すという証拠は得られて

いない。一方、我々は代謝安定性をめざ

したGSC718の誘導体 ZがGSC718より

も抗体産生増強作用が有意に高いことを

示し、GSC718 よりも抗体産生増強作用

の強い化合物の合成に成功した。また、

GSC718 が B 細胞活性化を増強するメカ

ニズムの解明を行い、GSC718 による B

細胞緊張性シグナルの増強が B 細胞活性

化に重要であることを明らかにした。

CD22 の立体構造情報および阻害剤との

相互作用に関する情報を得るために、

CD22の大量発現系の構築を行い、N末端

ドメイン 1のみ，あるいは N末端ドメイ

ン 1 と 2 を発現範囲とした条件で，結晶

化可能な純度と収量で精製標品を得た。

また、シアル酸誘導体のタンパク質結合

部位やコンフォメーションに関する情報

を得ることができた。これらの知見はよ

り活性の高い CD22阻害剤のデザインに貢

献する。 
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