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はじめに
　好中球は自然免疫において重要な働きをしている細胞

である．病原微生物が身体に侵入すると，好中球は速や

かに病原体に向かって遊走し，それらを貪食し，活性酸

素を産生したり殺菌活性ペプチドを放出したりすること

で病原微生物の排除を試みる1）．そこで，好中球は病原微

生物を認識するために補体レセプター，Fcレセプター，

LPSレセプターあるいはβグルカンレセプターなど様々

な受容体を細胞膜表面に発現している．好中球のスフィ

ンゴ糖脂質の約70％を占めるラクトシルセラミド（Lac-
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Cer，CDw17）は，古くよりグラム陰性菌，陽性菌，真菌

など幅広い菌に結合することが知られており2），抗LacCer

抗体による架橋形成によって好中球は活性酸素を産生した

り3），補体のC3biに対するレセプターであるCD11b/CD18

（Mac1）の発現を上昇したりする4）．したがって，好中球

はLacCerを介した貪食・殺菌機構を持っていると考えら

れている．

　LacCerなどのスフィンゴ糖脂質（GSL）は，親水性の糖

鎖と疎水性のセラミドで構成された分子であり，セラミド

部分に長鎖脂肪酸を多く含むために融点が高く，互いに会

合する性質がある5）．そのため，スフィンゴミエリンやコ

レステロールとともにマイクロドメインと呼ばれるクラス

ターを細胞膜上に形成する6）．最近，マイクロドメインが

様々な細胞内情報伝達分子を含み，細胞外からの情報を受

容し，細胞内に発信する場となっていることが明らかとな

り，リピッドラフト（lipid raft）とも呼ばれるようになっ

た5）．リピッドラフトは，カベオリン（caveolin）やGPIア

ンカー型糖蛋白質など，含まれている分子によって，様々

なタイプの機能ドメインに分けることができる6）．そのう

ち，グリコシグナリングドメイン（glycosignaling domain;

GSD）は，GSLそのものが接着分子や受容体となり細胞内

に情報を伝達するリピッドラフトであり，主にB16メラ

ノーマ細胞やNeuro2a神経芽細胞において，その機能が解

析されている7）．

　本稿では，好中球においてLacCerが Srcファミリーキ

ナーゼであるLynと会合したグリコシグナリングドメイン

を細胞膜表面で形成し，LacCerのグリコシグナリングド

メインを介して好中球が活性酸素を産生する分子機構につ

いて，筆者らの最近の研究成果8） を中心に紹介する．

好中球のオプソニン非依存性の貪食反応
とLacCer
　好中球の貪食反応は大きく分けてオプソニン依存性と非

依存性の二つの機構がある1）．その中でオプソニン依存性

の貪食機構としては，補体系が活性化されてできたC3bi

がC3bi受容体（CD11b/CD18，Mac1）に結合する経路と，

菌体表層抗原と結合した抗体がFc受容体に結合する経路

がよく知られている．一方，好中球におけるオプソニン非

依存性の貪食機構は主に菌体壁成分のβ-グルカンに対す

る受容体を介して行われていると考えられている9）．

　いままでのところでは，どのような分子が好中球のβグ

ルカン受容体であるかはっきりとしていない．これまで

に，Mac1がガレクチン様構造を持つために，β -グルカ

ンとも結合するという報告や10），マウスのマクロファージ

のβグルカン受容体として同定されたdectin 1がヒトの好

中球にも発現しているという報告がある11）．しかしなが

ら，β-グルカンによる好中球の活性化にMac1は関与し

ていないことが示されるなど12），β-グルカンが実際にこ

れらの受容体を介して好中球を活性化しているかどうか

は，いまのところはっきりとしていない．

　一方，Zimmermanらは，可溶性のβ1-6分岐のβ1-3グル

カン（PGGグルカン）が好中球のLacCerと選択的に結合

することを報告している9）．PGGグルカンは好中球の活性

酸素の産生を高め，NFκB活性を上昇させる．これまで

に，大腸菌，百日咳菌，赤痢菌，ヘリコバクターピロリ菌，

ウエルシュ菌，カンジダなど幅広い菌がLacCerと選択的

に結合することが示されている2, 13, 14）．さらに，抗LacCer

抗体でLacCerを架橋すると，好中球は活性酸素を産生す

ることから（図1）3），好中球にはLacCerを介したオプソニ

ン非依存性の貪食機構が存在していると考えられる．

図1 抗LacCer抗体による好中球の活性酸
素産生

抗LacCerモノクローナル抗体であるT5A7や
Huly m13あるいはコントロール抗体をコートし
た96穴プレートに好中球やDMSO処理したHL-
60細胞を入れて，37℃，30分間インキュベーショ
ンして産生された活性酸素をチトクロームCの
還元量で測定した．好中球は，いずれの抗LacCer
抗体によってもfMLPと同レベルの活性酸素を産
生したが，HL-60細胞は産生しなかった．各デー
タは4例の平均値と標準誤差で示している．
***p＜0.001
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図2 LacCerの発現レベルのフローサイトメトリー解析
好中球や未分化およびDMSOで分化させたHL‐60細胞を抗LacCer抗体で
染色し，フローサイトメトリーで解析した．HL-60細胞は分化の程度によ
らず好中球とほぼ同じレベルのLacCerを細胞膜表面に発現している．

（DMSO）等によって好中球系細胞に分化させると，これ

らの蛋白質を発現し，fMLPによって活性酸素を産生する

ようになる．図1に示すように，抗LacCer抗体で細胞膜

表面のLacCerを架橋すると，好中球は活性酸素を産生す

るが，HL-60細胞は活性酸素を産生しない（図1）．LacCer

の細胞膜表面での発現レベルを調べてみると，HL-60細胞

は好中球とほとんど同レベルのLacCerを発現することか

ら（図2），好中球にはLacCerを介した活性酸素の産生機

構が存在するが，HL-60細胞は好中球系細胞に分化しても

この機構が上手く働いていないと考えられる．

　それではなぜHL-60細胞ではLacCerを介して活性酸素

を産生できないのであろうか．LacCerなどのスフィンゴ

糖脂質は細胞膜上で会合し，マイクロドメインを形成して

いる19）．マイクロドメインは1％ Triton X-100を含む緩衝

液中で細胞を破砕し，ショ糖密度勾配超遠心することで，

5％と30％のショ糖溶液の界面部分に浮上してくる膜画分

（Detergent-insoluble membrane fraction，DIM fraction）とし

て回収することができる20）．そこで，好中球とDMSO処

理したHL-60細胞のマイクロドメインにそれぞれどのよ

うな分子が含まれているかを調べるために，各細胞を破砕

後にショ糖密度勾配超遠心すると，どちらの細胞において

もLacCerはDIM fractionに回収される（図3A）．DIM fraction

は様々な種類のマイクロドメインを含んでいるので，さら

に抗LacCer抗体で免疫沈降することでLacCerに富むDIM

fractionを分離すると，好中球ではLacCerやコレステロー

ルとともに，スフィンゴミエリンが多く含まれたマイクロ

　単球・マクロファージ系細胞もオプソニン非依存性貪食

機構を持っている．PGGグルカンがマクロファージを活

性化することが示されているが15），単球・マクロファージ

系細胞はdectin 1等のβグルカン受容体だけではなく，好

中球には発現されていないマンノース受容体を用いてオプ

ソニン非依存性に貪食することも知られている16）．また，

単球系の細胞は好中球の一割程度しかLacCerを発現して

おらず17），これらの細胞は抗LacCer抗体で活性酸素を産

生しない3）．さらに，PGGグルカンが単球・マクロファー

ジ系細胞に発現されているLacCerに結合するという報告も

ない．したがって，単球・マクロファージ系細胞は好中球

とは異なる機構でβ-グルカンを認識していると思われる．

おそらく好中球と単球・マクロファージ系細胞のオプソニ

ン非依存性の貪食機構は互いに異なっているのであろう．

LacCerのグリコシグナリングドメイン
　好中球は菌を貪食すると，NADPHオキシダーゼ（NADPH

oxidase）と呼ばれる複合酵素によって活性酸素を産生する
18）．NADPH オキシダーゼは，細胞膜上のチトクローム

b558 のサブユニットであるgp91phox，p22phox と，細胞質因

子であるp67phox，p47phox，p40phox および低分子量G蛋白質

のRacで構成されており，好中球の分化・成熟に応じて発

現する18）．前骨髄性白血病細胞株であるHL-60細胞は未分

化な状態では，NADPH オキシダーゼや好中球の遊走因子

であるN-formyl-methionyl-leucyl phenylalanine（fMLP）に

対する受容体を発現していないが，dimethylsulfoxide
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図3 好中球とHL-60細胞のLacCerとLynのショ糖密度
勾配超遠心における分布とLacCerに富むマイクロ
ドメインの脂質組成

（A）好中球とDMSOで処理したHL-60細胞を1％ Triton X-100を
含むTris緩衝液で破砕後，ショ糖密度勾配超遠心した．遠心後，高
分解能薄相クロマトグラフィー（HPTLC）解析にてLacCerを，ウ
エスタンブロットにてLynを同定した．
（B）好中球とHL-60細胞のDIMをさらに抗LacCer抗体で免疫沈降
し，沈降物の脂質を抽出後，2次元のHPTLC解析20）を行った．SM；
スフィンゴミエリン，GlcCer；グルコシルセラミド，Chol；コレス
テロール

図4 LacCerに富むマイクロドメインにおけるLacCerとLynとの会合
（A）好中球とDMSO処理したHL-60細胞からDIMを調製し，これらを抗LacCer抗体で免疫沈降し，抗Lyn抗体でウエスタンブロッ
トした結果．
（B）好中球とHL-60細胞のDIMを抗Lyn抗体で免疫沈降した沈降物をHPTLC解析した結果．
（C）好中球からDIMを調製し，これらを抗LacCer抗体をコートしたディッシュ中で32P-ATP存在下37℃ 5分間反応後，抗Lyn抗体
で免疫沈降し，SDS‐ポリアクリルアミドゲル電気泳動後，ブロッティングした．得られた膜をオートラジオグラムした後，抗Lyn
抗体でウエスタンブロットした．Lyn以外のDIMに含まれるLynと会合するタンパク質も抗LacCer抗体でリン酸化された．一方，
PP1存在下ではLynを含む全てのタンパク質のリン酸化が抑えられた（抗LacCer抗体/PP1）．

図5 抗LacCer抗体による好中球の活性酸素産
生における細胞内情報伝達分子阻害剤の
効果

抗LacCer抗体をコートした96穴プレートに好中球を入
れ，PP1，SB203580，PD98052およびH7の存在，非存在
下37℃，30分間インキュベーションする間に産生され
た活性酸素量をチトクロームＣ還元法で測定した．
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ドメインが回収される（図3B）．一方，HL-60細胞のLacCer

に富むDIMはLacCerとともにGlcCerやコレステロールを

主な成分として含んでいる．このように，LacCerに富む

DIM中の脂質成分は好中球とHL-60細胞で異なっていた．

　非受容体型チロシンキナーゼであるSrcファミリー分子

は，N末端のグリシンと二番目のシステインをミリストイ

ル化（N-myristoylation），パルミトイル化（palmitoylation）

することで21），膜に結合している．好中球には様々な種類

のSrcファミリー分子が存在しているが22），中でもLynは

好中球の活性化機構において重要な役割を果たしていると

考えられている23）．Lyn分子のショ糖密度勾配超遠心分画

における分布を調べてみると，好中球とHL-60細胞どちら

においても，LynはDIM fractionに回収される（図3A）．し

かしながら，抗LacCer抗体でDIM fractionを免疫沈降する

と，好中球ではLynが沈降物として回収されるが，HL-60

細胞では回収されない（図4A）．また，抗Lyn抗体でDIM

fractionを免疫沈降すると，好中球においてはLacCerが沈

降物に回収されるが，HL-60 細胞では回収されない（図

4B）．したがって，好中球のLacCerに富むマイクロドメイ

ンはLynを含んでいるが，HL-60細胞では含まれないと考

えられる．

　それではLynはLacCerに富むマイクロドメインにおい

てLacCerを介して活性化されるのであろうか．好中球か

ら DIM fraction を調製し，抗 LacCer 抗体をコートした

ディッシュでインキュベーションさせると，Lyn分子はリ

ン酸化される．このリン酸化はSrc family kinase特異的阻

害剤であるPP1によって完全に抑制される （図4C）．一

方，結果は示さないが，同様の実験をHL-60細胞で行って

も，Lyn は活性化されない．これらの結果は，好中球の

LacCerのマイクロドメインはLacCerとLynが会合したグ

リコシグナリングドメインであり，LacCerにリガンドが

結合することでLynが活性化されて細胞内に情報が伝わる

ことを示している．一方，HL-60細胞はLyn と会合した

La cC e r のマイクロドメインを持っていないために，

LacCerを介してLynは活性化されないのであろう．

LacCerのグリコシグナリングドメインを
介した細胞内情報伝達機構
　一般に好中球の活性酸素の産生は，受容体にリガンドが

結合することで細胞内情報伝達分子が活性化されて，

NADPH oxidaseの細胞質因子であるp40phox，p47phoxとp67phox

が細胞膜のチトクロームb558に移行することで始まる24）．

チトクロームb558は，好中球の細胞膜から調製したDIM

fractionを抗LacCer抗体で免疫沈降した沈降物に含まれな

いことから8），抗LacCer抗体による活性酸素の産生は，細

胞膜上のLacCerが直接NADPHオキシダーゼを活性化し

ているために生じるのではなく，細胞内に情報が伝えられ

てNADPHオキシダーゼが活性化されると考えられる．

　そこで，LacCerを介した好中球の活性酸素産生にどの

ような細胞内情報伝達分子が関与しているかを調べるため

に，抗LacCer抗体による好中球の活性酸素の産生に及ぼ

す種々の細胞内情報伝達分子に対する阻害剤の効果を検討

した．図5に示すように，抗LacCer抗体による活性酸素

の産生は，Src family kinase の阻害剤であるPP1 と，PI3
kinaseの阻害剤であるWortomanninによって濃度依存的に

抑制され，それぞれ2.0，0.1μM で完全に抑制される．ま

た，p38 MAP kinaseの阻害剤であるSB203580と protein

kinase Cの阻害剤であるH7も濃度依存的に抗LacCer抗体

による活性酸素の産生を抑制するが，完全には阻害しな

い．一方，ERK kinaseの上流に存在するMAPK-1の阻害

剤であるPD98052 や，phospholipase A2 の阻害剤である

HELSSとAACOCF3 は，いずれも抗LacCer抗体による活

性酸素の産生に影響しない（未発表データ）．これまでに，

PI3 kinaseは Lynと会合することで活性化されることが示

されている25）．また，p47phox の細胞膜への移行にprotein

kinase Cやp38 MAPKの活性化が必要であると言われてい

る26, 27)．したがって，LacCerにリガンドが結合すると，Lyn

を介してPI3 kinase が活性化され，さらに p38 MAPK と

protein kinase Cが活性化されて，NADPHオキシダーゼの

活性化が起こると考えられる．

グリコシグナリングドメインにおける
LacCerのLyn活性化機構
　細胞膜の脂質二重層は，温度によって，液晶相とゲル相

の間で相転移する5）．液晶相は脂質が比較的自由に拡散し

流動性を保っているが，ゲル相では脂質は硬くパックされ

てしまう．LacCer等のGSLは長鎖脂肪酸鎖を多く含み，互

いに水素結合を形成するので，GSL同士がcis相互作用す

ることでクラスターを形成し，相転移温度が高くなると考

えられている．実際，C16:0-LacCerは比較的脂肪酸鎖の炭

素数が短いにもかかわらず，その融点は69℃以上にもな

る28）．人工膜の研究から，GSLをスフィンゴミエリンやコ

レステロールと一定の割合で混合した膜は，液晶相とゲル

相の中間の性質を示し，ある程度の流動性を保ちながら界

面活性剤不溶性を示すliquid order相の状態で存在すること

が示されている29）．共焦点レーザー顕微鏡で観察すると，

好中球は抗LacCer抗体で大きなLacCerのクラスターを形

成するが，HL-60 細胞では全く起こらない（未発表デー

タ）．LynなどのSrcファミリー分子は，会合している受容

体がリガンドと結合して凝集するにつれて，Src ファミ
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リー分子同士も集まり，互いにリン酸化することで活性化

が始まる30）．したがって，好中球の細胞膜上のLacCerの

グリコシグナリングドメインが，抗LacCer抗体でLacCer

を架橋することで互いに集まってより大きなドメインを形

成する過程で，細胞内のLyn分子も集まり互いに活性化す

ると考えられる．一方，HL-60細胞のLacCerのマイクロ

ドメインは上手くLacCerがLynと会合できず，Lyn分子

を集められないのであろう．

　LacCerは親水性のラクトースと疎水性のセラミドで構

成されている．セラミドの構造は組織や細胞によって様々

であるが，好中球のセラミドは炭素数18のスフィンゴシ

ンと炭素数16から24の脂肪酸鎖からなっている．LacCer

のラクトース部分は細胞外に露出しているが，セラミド部

分は細胞質内に分子を突き出していない．一方，グリコシ

グナリングドメインでLacCerから情報を受け取っている

Lynは脂質二重層の外側の層まで到達していない21）．それ

では，脂質二重層の外側にあるLacCerが内側にあるLyn

にどのようにして会合しているのであろうか．最も可能性

があると筆者らが考えているのは，外側の脂質層にある

LacCerの脂肪酸鎖が内側の脂質層に突き出して，直接Lyn

の脂肪酸鎖と相互作用するという考え方である（図6）．

　人工膜を使った実験によれば，少なくともC24の脂肪酸

鎖を持つGSLは脂質二重層の反対側の層に常に突き出し

て，反対側の層の流動性に影響を与えられることが示され

ている31）．また，GSLがc-SrcやLynと直接結合できるこ

とが光感受性架橋剤を用いて細胞レベルで示されている
32）．好中球のLacCerはC24の脂肪酸鎖を持っていること

から33），LacCerが細胞膜・脂質二重層の内側の層に突き

出していると考えられる．さらに，Src ファミリー分子は

互いに集合した状態になることで活性化される30）．細胞外

でリガンドがLacCerに結合すると，LacCerのクラスター

がさらに凝集して大きなグリコシグナリングドメインクラ

スターを形成し，LacCer分子が集合するとともに細胞の

内側のLyn分子が集合して互いにリン酸化することで，細

胞内に情報が伝わるのではないだろうか（図6）．好中球

から調製したDIMを，コレステロールを取り除く試薬で

あるβ-シクロデキストリン等で処理すると，抗LacCerに

よるLynの活性化が増強される8）．これは，反対側に突き

出た脂肪酸鎖によって生じた隙間をコレステロールが埋め

ているので34），好中球のDIMからコレステロールを取り

除いたことで，LacCer や Lyn分子同士がより密接に集合

するようになって，LacCerを介したLynの活性化が増強

図6 好中球のLacCerに富むグリコシグナリングドメインを介した好中球の活性酸素産生機構
LacCerはスフィンゴミエリンやコレステロールとグリコシグナリングドメインを形成している．脂質二重層
の外側の層にあるLacCerは内側の層にまで突き出て，内側の層に組み込まれているLynと会合している．リガ
ンドがLacCerに結合すると，LacCerが集まってより大きなグリコシグナリングドメインクラスターを形成す
る．それに伴い，Lynが集合し互いに活性化する．Lynの活性化に伴ってPI3 kinaseの活性化が起こり，さらにp38
MAP kinaseとprotein kinase Cが活性化され，NADPH オキシダーゼが活性化されて，活性酸素が産生される．
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されたためかもしれない．

　それでは，HL-60細胞ではなぜLacCerと Lynが会合で

きないのだろうか．DMSOで分化させたHL-60細胞の細

胞膜にはC24-LacCerはほとんど含まれていない（未発表

データ）．このことは，LacCer の脂肪酸鎖の構造が好中球

とHL-60細胞で異なっていて，HL-60細胞にはC24-LacCer

のような長い脂肪酸鎖がほとんど無いために，LacCerと

Lynが直接相互作用できないことを示唆している．HL-60

細胞は，好中球と脂質成分の構成が違うだけではなく，

LacCerの脂肪酸鎖が細胞膜・脂質二重層の内側の層に入

り込めないために，内側の層の流動性に影響することがで

きないためにLyn分子をグリコシグナリングドメインに留

めておけないのかもしれない．

おわりに
　CDw17とも呼ばれるLacCerの好中球における機能は長

らく不明であったが，今回の研究により，好中球には

LacCerを介した情報伝達機構が備わっていることが分子

レベルで明らかとなった．LacCerは自然免疫担当細胞で

もある上皮細胞の細胞膜表面にも大量に発現されていて，

LacCer を介して活性化されることが示されている35）．し

たがって，これらの細胞にもLacCerのグリコシグナリン

グドメインがあって，グリコシグナリングドメインを介し

た活性化機構が存在する可能性がある．自然免疫担当細胞

の内，LacCerを大量に発現しているものはLacCerのグリ

コシグナリングドメインを介した防御機構があるのかもし

れない．今後これらの細胞においてもLacCerのマイクロ

ドメインについて詳細に検討する必要がある．
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