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研究成果の概要（和文）：難治性病態における急性期蛋白糖鎖応答のダイナミズムと糖鎖機能改

変モデルの構築を目的に，炎症に伴って上昇する血中糖蛋白（α1 酸性糖蛋白）を，ウシ血清

およびネコ腹水から精製分離し，またウシ，ネコ，マウスにおいて組換え蛋白発現・精製を行

い，糖鎖解析のためのモノクローナル抗体作製を試み，各動物に対して異なるエピトープを認

識する抗体を得た．さらに，ウシ白血病やネココロナウイルス感染症（伝染性腹膜炎）での血

中上昇・糖鎖変調等がみられること，本蛋白遺伝子の mRNA 検出が可能となったことから，基礎

研究への応用が期待される． 

研究成果の概要（英文）：For the purpose of analyses on dynamism of glycan chain response  
in acute phase proteins under severe disease conditions, alpha-1 acid glycoprotein (AGP) in 
bovine, and feline were purified from sera and ascites, respectively, and recombinant AGP . 
were also purified. These proteins were used for the preparation of monoclonal antibodies 
(Mabs) for the analyses of AGPs. In results, several Mabs for each animal were obtained 
and analysed for the epitopes of each AGP, which were useful for quantification of AGPs 
and analyses of glycan chain. 

交付決定額
（金額単位：円）

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,700,000 510,000 2,210,000

2010 年度 1,000,000 300,000 1,300,000

2011 年度 1,100,000 330,000 1,430,000

年度

年度

総 計 3,800,000 1,140,000 4,940,000

研究分野： 農学

科研費の分科・細目：畜産学・獣医学・臨床獣医学

キーワード：急性期蛋白，α１酸性糖蛋白，糖鎖修飾，腫瘍，ウイルス

１．研究開始当初の背景
糖鎖生物学は多様な修飾や機能や学際領

域のため，近年多数の研究者がその解明に携
わるようになったが，医学的応用に関しては

研究の緒にあり，その展開が期待されている．
我々は既に牛白血病において AGP の ConA 低
親和性糖鎖修飾を発見し，これはリンパ球抑
制作用が強い．また，脱シアル化は血小板の
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凝集を抑制し，炎症時のフコシル化糖鎖は
Sialyl Lewis X 抗原(以下 SleX)を付加し，
こ れ は 血 管 上 皮 細 胞 の E-selectin や
P-selectin に結合し，白血球の炎症部位への
浸潤を抑制するなど免疫病態および防御機
構に重要であり，炎症の抑制などに関与する．
さらに，インフルエンザウイルスの赤血球凝
集抑制作用を有する．近年 BSE や SARS コロ
ナウイルス感染症などの新興感染症には難
治性のものが多く，大きな社会的な問題とな
っている．多くの難治性ウイルス感染症はウ
イルス抗原あるいは抗体の検出による診断
がなされるが，必ずしも免疫病態を表すわけ
ではなく，診断・予後の判定・病態解明に十
分ではない．中でも，AGP は難治性ウイルス
疾患，白血病や肝癌などの特異マーカーとな
りうることが報告されており，動物疾患ある
いはヒト疾患モデルにおける利用は極めて
有用と考えられている．国内外の獣医学領域
における急性期糖蛋白学は主として炎症性
疾患における定量によるものであるが，糖鎖
の質的変動および細胞内糖鎖修飾に着目し，
多種の動物で比較医学的に追求することで
急性期糖蛋白に対する新たな概念・モデルを
提供することが期待される．

２．研究の目的
蛋白の糖鎖修飾は特異的な立体構造を決

定し，外環境に対して安定化するだけでなく，
細胞間接着，ウイルス中和能，免疫防御ある
いは抑制など多くの機能発現に密接に関連
し，これらの機能解明による次世代型材料・
医薬品開発への展開が期待されている．また，
各種病態での糖鎖修飾変動は機能発現・変調
を招来することから，その病態生理学的背景
を理解でする上で重要な情報を提供する．中
でも，急性期糖蛋白とくにα1酸性糖蛋白(以
下 AGP)は正常では肝細胞，肺および腸管など
の上皮細胞に発現し，生体の恒常性維持に重
要な役割を担うが，急性および慢性炎症，な
らびにリンパ腫などの腫瘍性疾患で増加す
るとともに，糖鎖構造が変化し，新規機能を
発現する．本研究では基礎から応用・臨床ま
でを有機的に統合するいわゆるトランスレ
ーショナルリサーチを目指し，ウイルス感染
症や腫瘍などの難治性疾患における糖鎖構
造変化を解明し，することで，病態解明，診
断や予後の判定に寄与するだけでなく，創薬
開発の基礎を築くことを目的としており，比
較医学・獣医臨床学に大きく貢献するものと
予想される． 

３．研究の方法
難治性ウイルス感染症ならびに腫瘍に

おける急性期糖蛋白変動解明と新規機能
発見を目的にα1 酸性糖蛋白(AGP)の基礎
研究および臨床動態について以下の研究

を実施した． 

(1) 体液からの AGP の精製 
 ウシ血清について硫酸アンモニウム沈
殿，等電点沈殿を行い，その可溶性画分に
ついて 2種のイオン交換カラムクロマトグ
ラフィーによりウシ AGP を精製した．次に
ネコ腹水（心疾患罹患ネコ）について同様
に硫酸アンモニウム沈澱，等電点沈殿を行
い，可溶性画分をイオン交換カラムクロマ
トグラフィー，次いでゲル濾過法によりネ
コ AGP を精製した． 

(2) 組換え AGP 蛋白発現 
ウシ，ネコ，マウス肝臓から mRNA を抽

出し，既知の塩基配列 data を基に RT-PCR
法により，AGP 遺伝子の遺伝子検出を行っ
た. 既に得られている cDNA から pET ベク
ターを用いてチオレドキシンとの組換え
融合蛋白を作製し，AGP を精製した． 

(3)モノクローナル抗体の作製 
 糖鎖構造，エピトープ解析および定量系
開発を目的に AGP に対するモノクローナル
抗体を作製した．抗原には血清または腹水
から精製した AGP ならびに大腸菌発現系で
精製した AGP を用いた．免疫動物にはマウ
スおよび/またはラットを用い，アジュバ
ントには Immunogold®を用い，2 週間隔で 1
～2 回免疫した．モノクローナル抗体作製
は免疫動物の脾細胞または膝窩リンパ節
細胞とミエローマ細胞を融合させた後，
ELISA スクリーニングおよびクローニング
により，モノクローナル抗体を選別した． 

(4) モノクローナル抗体の認識するエピト
ープ 
 各モノクローナル抗体の認識するエピト
ープに違いがみられるかどうかについて，
競合 ELISA法，各種抗原に対する Western 
blott 法と ELISA 法により検討した． 

(5) 定量法 
 ウシ血清 AGP 濃度の定量については単純
放射状免疫拡散法による定量を実施し，ネ
コ AGP については direct ELISA 法により
定量を行った．すなわち，被検血清を
direct に ELISA プレートに吸着させた後，
一次抗体としてウサギ抗血清を，二次抗体
として HRP 標識ウサギ IgG 抗体を用いて測
定した． 

４．研究成果 
(1) 動物 AGP の性状 
 ウシの血清 AGP は SDS-PAGE により分子
量 31～40 kDa の淡い蛋白バンドとして観
察され，等電点 3.5～4.0 を示し，糖組成



およびアミノ酸組成から，AGP であること
が確認されている．また，ネコの腹水由来
AGPは SDS-PAGE では分子量 40～50kDaに淡
い染色性を示す broad な蛋白バンドを示し，
硫安・酸に対して高い可溶性を持ち，等電
点 3.7 以下であることから，AGP であるこ
とが確認された。尚，通常のアミノ酸配列
解析ができなかったことから，糖鎖等によ
る N 末端修飾が推測された． 

(2) AGP cDNA クローニング 
①ウシ（黒毛和種）の肝細胞から total RNA
を抽出し，RT-PCR 法により遺伝子増幅を行い，
ウシ AGP 遺伝子の cDNA を得た．ウシ AGP 遺
伝子は，翻訳領域は 609 塩基からなり，一部
に品種の違いと考えられる変異が認められ
たが，既知のデータとほぼ一致しており，5
つの N-glycosylation site を有していた．  
②ネコ（雑種）では肝細胞からは目的の増幅
産物は得られなかった．そこで，ネコゲノム
遺伝子配列データベースを基に，cDNA を作製
した．予想された全翻訳領域は 603 塩基でウ
シ同様 5 つの N-glycosylation site を有し
ていた． 
③マウス（ICR 系）に LPS 50 g を腹腔内
投与した後，肝細胞から RNA を抽出し，
RT-PCR 法により遺伝子増幅を行い，マウス
AGP 遺伝子の cDNA を得た．マウス AGP 遺伝
子の全翻訳領域は 621 塩基であり，部分的
に系統差と考えられる変異がみられたが，
Balb/c とほぼ一致していた．また，5 つの
N-glycosylation site を有していた． 

(3) AGP の in vitro 発現 
①マウス AGPcDNA について大腸菌での蛋白発
現を試みた．その結果，可溶性画分に約 37kDa
の蛋白が観察され，目的のチオレドキシンと
の融合蛋白であると推定された．これらの蛋
白を精製し，Enterokinase による切断と tag
蛋白の除去を行ってさらに精製したところ，
マウス AGP と考えられる約 22kDa の蛋白バン
ドが得られた． 
②ウシ AGP cDNA を大腸菌発現系にて蛋白発
現を試みたところ，約 40kDa の融合蛋白とし
て発現し，タグ蛋白除去後は約 24kDa の蛋 
白が見られた．血清から精製した AGP は約 40 
kDa であり，約 40%の糖鎖を有していること
が明らかとなった．得られた蛋白は抗体作製
及び定量系での標準蛋白として利用可能で
あることが示された． 
③ネコ AGPcDNA を用いて大腸菌発現系にて蛋
白発現を試みたところ，約 40kDa の融合蛋白
が得られた．タグ蛋白除去後は約 24 kDa の
蛋白であり，約 40％の糖鎖を有していること
が示された． 

(4) モノクローナル抗体の作製とエピトー

プ性状解析 
①精製されたマウスAGPを用いて常法によ
りラットモノクローナル抗体の作製を試み
た．その結果，５クローンのマウスAGP抗
体陽性ハイブリドーマが得られた．MAｂの
免疫グロブリンのクラスはIgG２aが2クロ
ーン、IgG2bが１クローン、２クローンが
IgAであり，L鎖のタイプはいずれもк鎖で
あった．次に得られたモノクローナル抗体
を用いてimmunoblot解析を行なったとこ
ろ、５クローンのうち３クローンが、大腸
菌で発現させたマウスAGPを特異的に認識
することが明らかとなった。このことから、
今回得られた３クローンのモノクローナル
抗体はマウスAGPの一次構造を認識するが、
残り２クローンはその立体構造を認識する
可能性が考えられた。さらに，異なるエピ
トープを認識するかどうかをAdditive‐
ELISAを用いて解析した。その結果、２ク
ローンが異なるエピトープを認識する可能
性が示唆された。
②大腸菌で発現・精製したウシAGPを用いて常
法によりモノクローナル抗体の作製を試みた．
免疫にはラットを用い，フットパッドに注射
し，膝下リンパ節を回収して細胞融合を行っ
た．また血清対して4種（マウス2種から精製
したウシAGPも抗原として用いた．その結果，
8種のモノクローナル抗体が得られ，血清AGP
に：IgM, ，ラット2種：IgG2b, ），大腸菌発
現AGPに対して4種（ラット：2種のIgG2a, 2種
のIgG2b, ）が得られ，異なるエピトープを認
識する可能性が示唆された．
③ネコでは8クローンが得られ，そのアイソタ
イプは(L鎖)はIgG1(鎖)，IgG2b (鎖)，IgA(
鎖)であった。Western blot解析では，いずれ
のMabも還元状態ではAGPを認識せず，非還元
状態のAGPを認識することから，これらはAGP
の立体構造を認識することが示唆された。ま
た，競合ELISA法によるエピトープ解析の結果
から，今回得られたMabは同一あるいはオーバ
ーラップするエピトープを認識する可能性が
示された。 

(5) 糖鎖解析 
ウシでは ConA 親和性の高い画分と低い

画分が存在し，Mannose 結合性の異なる分
子が存在した．ネコでは ConA，DSA，SAA，
UEA-1 と結合したことから，Man，GlcNAc，
Sia α 2-6Gal/GalNAc ， Fuc α 1-2Gal β
-1-4GlcNAc の糖鎖構造を有することが確
認された．また，混合型 2 分岐グリカンあ
るいは 3分岐以上のグリカンの糖鎖を有す
ることが判明した． 

(6) AGP 定量法 

①ネコ AGPに対するウサギ抗血清を作製し，

そこで血清 AGP 濃度を測定するために

SRID と direct binding ELISA を行った。



SRID では精製蛋白に対して沈降輪を形成

したが、ネコ血清での沈降輪は不明瞭であ

っ た 。 Direct ELISA で は 、 AGP 濃 度

0.02-0.25 g/ml の範囲で測定可能であり、

ネコ血清中 AGPレベルは1.37±1.147(平均

値±標準偏差) mg/ml であった．特に，猫

伝染性腹膜炎(コロナウイルス感染症)に

おいて高値を示した。以上のことから，こ

の定量系は将来 FIP の診断あるいは急性期

反応の指標として有用であると考えられ

た。 

②ウシ AGPに対するウサギ抗血清を用いて

血中濃度を単純放射状免疫拡散法にて測

定可能であり，正常血清濃度は約 0.01～

1.0 mg/ml の範囲で測定可能である． 
その他，難治性疾患（リーシュマニア症・

日本脳炎・レプトスピラ症など）における
疫学・病態に関する基礎的知見も得た．詳
細は発表論文を参照されたい． 
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