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研究成果の概要（和文）：  RA患者で産生されるヒト自己抗体ACPAを同定するため、ヒトACPAの可変部DNA配列
を同定し、ヒトモノクローナルACPAを作製した。IgG糖鎖改変のために、St6gal1/B4galt1遺伝子安定発現
CHO/dhfr-細胞を作製した。また、活性型B細胞でSt6gal1遺伝子または、B4galt1遺伝子が高発現するマウスを作
製した。
  抗糸球体基底膜腎炎において、シアル酸付加抗GBM抗体が病態を抑制できるか検討した結果、シアル酸付加抗
GBM抗体と抗GBM抗体との間で発症レベルに大きな違いはなかった。これは、シアル酸付加自己抗体による抗炎症
作用が有効でない自己免疫疾患の存在を示唆している。

研究成果の概要（英文）：To identify the autoantibody ACPA produced in RA patients, we identified DNA
 sequence of the variable region in human ACPA and generated human monoclonal ACPA. To generate 
glycosylation-modified IgG, we produced St6gal1/B4galt1 gene-expressing CHO/dhfr- cell lines. We 
also generated Tg mice in which the St6gal1 gene or B4galt1 gene is specifically expressed in 
activated B cells.
In anti-glomerular basement membrane nephritis, we investigated whether sialylated anti-GBM 
antibodies can suppress pathological conditions. In the results, there was no significant difference
 in the onset level of anti-glomerular basement membrane nephritis between sialylated anti-GBM 
antibodies and anti-GBM antibodies. This suggests the existence of autoimmune diseases in which the 
anti-inflammatory reaction by sialylated autoantibodies is not effective.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： シアル酸　IgG　自己免疫疾患　st6gal1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　自己免疫疾患は自身の免疫異常によって惹起されるが、その制御メカニズムはまだ不明な点が多く、主な治療
も対症療法になる。本研究では自己免疫疾患で認められる自身の身体に反応して傷害を誘導する自己抗体に注目
した。特に関節リウマチなどに発現する自己抗体を同定し、さらに自己抗体上に発現している糖鎖構造による炎
症制御について検討するためのマウスや抗体を作製した。これによって自己免疫疾患の制御メカニズムの一端が
明らかにすることができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  関節リウマチ(RA)は羅患率が１％に
及ぶ⾃⼰免疫疾患であり、慢性的な破壊
性関節炎を惹起する。また、RA 患者の⾎
清には⾃⼰抗体が認められるが、中でも
シトルリン化タンパク質に対する抗体価
が病態と最も相関することから、診断⽤
のマーカーとして使⽤されている。しかし、この抗シトルリン化タンパク質抗体(ACPA)の性状
や発症への関与についての詳細は不明な点が多い。また、anti-citrullinated protein antibody
（ACPA）はシトルリン化タンパク質に反応する抗体の総称であり、どのタンパク質のシトルリン
化抗原が RA の病原性に関与するかは、全く不明である。 

⼀⽅、IgG は Fc 領域に N 型糖鎖結合部位を⼀箇所(⼆量体で⼆箇所)持ち、多様な糖鎖構造が
形成されているが(図 1) その意義には不明な点が多い。これまでに、IgG 上の糖鎖構造の意義
の解明とその制御の可能性について、関節リウマチ（RA）で産⽣される⾃⼰抗体 IgG 上のシア
ル酸に注⽬して検討した。その結果、⾃⼰抗体 IgG 上からシアル酸を⽋損させると RA を増悪
させ、逆にシアル酸を付加した抗体を RA モデルマウスに投与すると、RA が抑制されることを
明らかにした。よって、シアル酸を⽋損した抗原特異的抗体では細胞傷害能や炎症誘導活性が亢
進し、逆にシアル酸が付加した抗体は抗炎症活性を発揮することが⽰唆された（Ohmi Y et al. 
Nat Commun. 2016）。 

 
２．研究の目的 
これまでの研究により、RA の⾃⼰抗体 IgG において、Fc 領域に N 型糖鎖の末端シアル酸が、
IgG による炎症作⽤を調節することがわかってきたが、RA におけるシアル酸付加 ACPA による
炎症反応制御メカニズムや、その他の⾃⼰抗体が関与する⾃⼰免疫疾患におけるシアル酸付加
IgG の機能は不明である。特に、腎疾患では、多岐にわたる要因で腎機能障害が⽣じるが、その
中でも⾃⼰抗体の関与が明らかになっている抗好中球細胞質抗原(ANCA)関連腎症、⽷球体基底
膜(GBM)に対する抗体が産⽣される Goodpasture 症候群は、数週間から数ヶ⽉の経過で急速に
腎不全が進⾏する極めて予後不良な疾患群であり、現在まで治療法は確⽴されていない。そこで、
本研究では、RA の病原性に関与する ACPA を探索し、RA におけるシアル酸付加 ACPA による
炎症反応制御メカニズムを解明する。また、⾃⼰抗体が関与する、その他の⾃⼰免疫疾患におけ
るシアル酸付加 IgG の機能を明らかにするため、腎疾患に関わる⾃⼰抗体上の糖鎖の病態への
関与を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

RA の病原性に関与する ACPA を探索し、RA におけるシアル酸付加 ACPA による炎症反応制
御メカニズムを解明するため、RA 患者⾎清または滑膜液から B細胞を single cell sorting によ
りシングルセルとして単離したのち、IgH と IgL の可変部を RT-PCR にて増幅させ、それを
IgH(重鎖)と IgL(軽鎖)発現 vector に挿⼊して、IgH & IgL発現 vector を作製する。作製した IgH 
& IgL発現 vector を CHO/dhfr-細胞に⼀過的に発現させた後、培養上清を⽤いてシトルリン化
抗原(CCP)に対する ELISA を⾏い、結合したヒトモノクローナル ACPAs の可変部遺伝⼦をク
ローニングする。得られたヒトモノクローナル ACPAs とシトルリン化抗原(CCP)を⽤いて

図 1. IgGの糖鎖構造。IgGは Fc領域に⼀箇所 N型糖鎖を結合し、多様な糖鎖
構造によって IgG機能を調節している。ST6Gal1によりシアル酸が、
B4GalT1によりガラクトースが付加される。 



ELISA を⾏い、抗原結合能を検討する。CHO/dhfr-細胞に St6gal1 遺伝子と B4galt1 遺伝子を安

定的に発現させ、そこに IgH & IgL発現 vector を導⼊しシアル酸付加マウス化 ACPAsを作製し
た後、DBA/1 マウスへ移⼊し、関節炎の発症を検討する。また、抗体上の糖鎖の差異による作

用機序を in vivo レベルで解明するため、St6gal1LPL x AID-Cre マウス（活性型 B 細胞で St6gal1
遺伝子が高発現）、B4galt1LPL x AID-Cre マウス（活性型 B 細胞で B4galt1 遺伝子が高発現）を

作製し、IgG へのシアル酸付加レベルを検討する。 
一方、自己抗体上のシアル酸を改変することで、関節リウマチ以外の自己免疫疾患を制御する

ことができるか明らかにするため、自己抗体が関与する自己免疫疾患である抗糸球体基底膜腎

炎において、シアル酸の付加による抗原親和性の変化につき検討するためシアル酸(＋)または
(-)抗 GBM 抗体の抗原である IV 型コラーゲンに対する反応性を ELISA により検討する。抗
GBM抗体はラットに投与すると急性腎炎を誘発する。そこで、作成したシアル酸付加抗 GBM
抗体の⽣体での抗炎症作⽤を明らかにするため、ラットにシアル酸(＋)または(-)の抗 GBM 抗
体をそれぞれ投与し、惹起される腎炎の臨床像と病理変化を検討する。 
 
４．研究成果 

RAの自己抗体上のシアル酸を改変し、シアル酸付加抗体を作成し、その機能を検討したとこ

ろ、マウスモデルにおいて、関節炎の誘導を抑制することができた。しかし、この自己抗体

は、マウス由来であり、ヒトモノクローナルACPAによる機能解析が必要となる。そこで、

我々はRA患者で産生されるヒト自己抗体ACPAのシアル酸機能を明らかにするため、ヒト

ACPAのモノクローナル抗体の同定を目指した。そのために、関節リウマチ患者からB細胞を単

離、回収し、ここから、可変部DNA 配列を同定した。さらに、モノクローナルACPAの可変

部DNA 配列を含んだIgH & IgL発現vectorをCHO 細胞に導入し、ヒトモノクローナルACPA
を発現させ、これまでに、第一世代環状シトルリン化ペプチド（CCP1）に反応するヒトモノ

クローナルACPAを同定した。さらに、これらのヒトモノクローナルACPA抗体のマウス抗体化

を行うため、可変部DNA 配列をマウスIgH & IgL発現vector に導⼊した。今後は、これらの

抗体の大量精製を行い、マウスにおけるACPAの病原性を検討する。一方、CHO/dhfr-細胞を

用いたIgG糖鎖改変のために、CHO/dhfr-細胞にSt6gal1遺伝子とB4galt1遺伝子を安定発現させ

たシアル酸付加CHO/dhfr-細胞を作成した。現在までに、St6gal1遺伝子とB4galt1遺伝子を安

定導入し、細胞膜上のシアル酸の発現をSNAレクチンによってFACSで検討したところ、

St6gal1遺伝子とB4galt1遺伝子を安定発現し、CHO/dhfr-細胞において、シアル酸が高レベル

に発現することが明らかになった。今後は、St6gal1/B4galt1遺伝子安定発現CHO/dhfr-細胞に

ACPAの可変配列を含んだIgH & IgL発現vectorを導入し、シアル酸付加ACPAを作成し、その

機能を検討する。 
また、抗体上の糖鎖の差異による作用機序をin vivoレベルで解明するため、St6gal1LPL x 

AID-Creマウス（活性型B細胞でSt6gal1遺伝子が高発現）、B4galt1LPL x AID-Creマウス（活

性型B細胞でB4galt1遺伝子が高発現）を作製した。その結果、WTマウス由来の血清IgG上の

シアル酸の付加量に比べ、B4galt1LPL x AID-CreマウスとSt6gal1LPL x AID-Creマウス共に、

シアル酸がより付加されていることが明らかになった。特に、B4galt1LPL x AID-Creマウスで

高度にシアル酸付加の増加が認められた。これは、in vivoにおける活性型B細胞では、GlcNAc
で糖鎖構造が止まるIgGが多く、GlcNAcにGalを付加するB4galt1酵素を発現させることで、

Galを付加し、それによって、内因性のSt6gal1により、シアル酸まで伸長できることが示唆さ

れた。 



自己抗体上のシアル酸を改変することで、疾患を制御することができるかを明らかにするた

め、自己免疫疾患である抗糸球体基底膜腎炎において、シアル酸付加自己抗体(抗GBM抗体)が病

態を抑制できるか検討した。抗GBM抗体産生ハイブリドーマ（TF78, b35）から得られた抗GBM
抗体をレクチンblotで糖鎖構造を検討したところ、ほとんどシアル酸は付加していないことがわ

かった。そこで、 糖転移酵素遺伝子であるSt6gal1遺伝子とB4galt1遺伝子をレトロウィルスに

よって抗GBM抗体産生ハイブリドーマに安定発現させ、マウス由来シアル酸付加抗GBM抗体を

作製した。また、シアル酸付加に伴い、抗体の安定性が不安定になる傾向が見られた。本研究で

用いた抗GBM抗体は、ラットに投与することで腎炎を発症できることが明らかになっているの

で、次に、シアル酸付加抗GBM抗体をラットに投与し、腎炎の発症率を尿タンパク質量により

検討したところ、シアル酸付加抗GBM抗体では、通常の抗GBM抗体と大きな違いが認められな

かった。これは、関節リウマチモデルなどで見られるシアル酸付加自己抗体による抗炎症作用が

有効でない自己免疫疾患の存在を示唆している。本研究に用いた抗GBM病に対する自己抗原は、

糸球体基底膜に局在するⅣ型コラーゲンであるのに対し、関節リウマチにおける自己抗原は、Ⅱ

型コラーゲンを含む様々な細胞外マトリックスであり、自己抗体による病態への作用機序が違

う可能性がある。また、RAにおけるシアル酸付加自己抗体による抗炎症作用は、IgG1で示され

たが、本研究で用いた抗体は、IgG2bのみであり、IgGのサブクラスによってもシアル酸による

抗炎症作用が違う可能性がある。このように、IgGによる抗炎症応答の誘導には、シアル酸の有

無だけでなく、その他の要因も重要であることが、本研究の結果により明らかになった。 
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 ４．発表年
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