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研究成果の概要（和文）：IgA腎症患者ではO型糖鎖修飾の異常があることが報告されている。今回IgA腎症モデルマウ
スであるddYマウスを用いて、IgA産生ハイブリドーマを作成し、正常マウスに移植すると、ヒトIgA腎症に極めて類似
した糸球体病変を呈することが確認された。ヒトB細胞が発現する6種類のGalNac転移酵素のうち、GalNAc-T2がヒトIgA
1のヒンジ部において最も高い転移活性をもつことが報告されているが、このハイブリドーマでもGalNAc-T2 mRNAの発
現が比較的高いことが判明した。現在GalNAc-T2の発現を増加せることで、O型糖鎖の多いddY由来IgAを産生するハイブ
リドーマを確立中である。

研究成果の概要（英文）：O-linked glycans of IgA1 from IgAN patients revealed an aberrant glycosylation 
status characterized by diminished galactosylation. Implantation of transfectoma cells secreting an IgA 
derived from ddY mice (ddY-IgAN hybridoma) induced glomerular lesion resembling human IgAN in BALB/c 
mice. Among the six GalNAc-Ts expressed in human B cells, GalNAc-T2 exhibited the highest catalytic 
activity in transferring GalNAc to a synthetic peptide from the hinge region of human IgA1. We observed 
that GalNAc-T2 mRNA expression was higher in ddY-IgA N hybridoma than ddY-deriver hybridoma not inducing 
IgAN. Thus, more O-glycosylated ddY-IgAN hybridoma will be generated by either enhancing the expression 
of GalNAc-T2 through transfection with plasmids encoding GalNAc-T2 cDNA. The extent of O-glycosylation 
from the hinge region of secreted IgAs will be verified by MALDI-TOF MS, and cells secreting ddY-IgAN 
hybridoma variants will be implanted into BALB/c mice to test their nephritogenicity.

研究分野： 腎臓内科学
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１． 研究開始当初の背景 
IgA 腎症は原発性糸球体腎炎のなか

で最も頻度の高く、その約 40％が末期
腎不全に至る予後不良の疾患であるが、
その病因はいまだ解明されていない。
IgA 腎症は IgA の糸球体メサンギウム
領域への沈着と、通常補体 C3 の沈着
を伴う。IgA は IgA1 と IgA2 の 2 つの
サブクラスがあるが、沈着する IgA は
IgA1 サブクラスであることが分かっ
ている。2 つのサブクラスの違いとし
て IgA1 はヒンジ部に O 型糖鎖を保有
しているが、IgA 腎症患者ではガラク
トース減少を伴うO型糖鎖修飾の異常
が 認 め ら れ る (J Clin 
Invest,1999;104:73-81)。 
我々はこれまでに IgA 腎症自然発症

モデルであるddYマウスを用いて検討
を重ね、ヒト IgA 腎症の病因解析に適
したモデルであることを証明した（J 
Am Soc Nephrol,2005;16:1289-1299）。
また早期に腎炎を発症するグループ間
で交配し、2 系統の近交系を確立した
（J Am Soc Nephrol, 2012;8:1364-1374）。
このマウスで確認された IgA 腎症の疾
患感受性遺伝子の一部がヒト IgA 腎症
の責任遺伝子に相同する遺伝子座に規
定されていたことが明らかにされた。
我々のグループではddYマウスを用い
て、主に TLR9 が関与する自然免疫と
扁桃を中心とする粘膜免疫の異常
(Contrib Nephrol,2007;157:197-217)、ま
たそこで産生されると考えられる腎炎
惹起性 IgA について報告をしてきた。
そのなかで Th2 サイトカインである
IL-4 が Core1 ( β 1,3galactosyl 
transferase) とその分子シャペロン
Cosmc の活性を低下させることにより、
B 細胞からの糖鎖不全 IgA1 の産生を
増加させることを報告している
(Nephrol Dial Transplant, 
2010;12:3890-3897)。さらに扁桃摘出ス
テロイドパルス療法の治療により血清
における腎炎惹起性ガラクトース欠損
IgA1(Gd-IgA1)が低下していることが
分 か っ て い る (J Clin 
Invest,2008;118:629-639 , 
2009;119:1668-1677) 。 こ れ ら は
Gd-IgA1、Gd-IgA1-IgG 免疫複合体が
IgA の生体指標として今後利用できる
と考えられる。 

IgA腎症において IgA1の糖鎖不全が
生じるメカニズムについては、いまだ
明らかにされていない。その理由の 1
つとしては、それを検証する適切なモ
デルマウスが存在しなかったことがあ
げられる。実際これまでは、マウス IgA
のヒンジ部O型糖鎖は存在しないとさ
れてきたが、免疫グロブリン重鎖アロ
タイプ 2a (Igh-2a)と 2c (Igh-2c)を持つ

IgA には O 型糖鎖をもちうる構造であ
る こ と は 指 摘 さ れ て い た
(Immunogenetics,2002;53:1033-1038)。
ループスモデルマウスから得られたリ
ウマチ活性をもつ IgA 産生ハイブリド
ーマ(6-19 IgA)で検討したところ、ヒン
ジ部に O 型糖鎖が確認され、in vivo で
の検討により腎糸球体に IgA の沈着を
誘導することができた。これは同じ
Igh-2a をもつが O 型糖鎖をもたない
IgA を産生するハイブリドーマ(46-42 
IgA)では IgA の沈着を認めなかったこ
とより、O 型糖鎖が IgA 腎症の病因に
重要な役割を担っている可能性がマウ
ス で も 示 さ れ た (J  Am Soc 
Nephrol,2012;23:438-446)。 
我々が確立した 2 系統の ddY マウス

はそれぞれ Igh-2a と Igh-2c をもつこと
が分かっている。このことから、IgA
腎症における発症進展機序における
Gd-IgA とそれを産生する B 細胞の検
討を ddY マウスで行い、それをヒト
IgA 腎症の病因解明につなげることが
できると考え研究を計画した。 

 
２． 研究の目的 

IgA 腎症の発症に関与していると考
えられる糖鎖不全 IgA とその責任 B 細
胞の病的役割の解明を目的とする。 

IgA 腎症では糸球体に沈着する IgA
ヒンジ部のO型糖鎖修飾異常があるこ
とが指摘されているが、それを解析す
るための適切な動物モデルがこれまで
は存在しなかったため、IgA 分子の糖
鎖異常の病原的役割が不明なままであ
った。 
我々が確立した IgA 腎症自然発症モ

デ ル マ ウ ス （ J  Am Soc 
Nephrol,2005;16:1289-1299,2012;8:136
4-1374）を用いてハイブリドーマを作
製し、糖鎖不全 IgA、またそれを産生
する異常 B 細胞について、in vitro・in 
vivo で明らかにする。また、ヒト IgA
腎症へのフィードバックを図る。 

 
３． 研究の方法 

① IgA 産生ハイブリドーマの作製 
我々が確立したアロタイプ

Igh-2aと Igh-2cを持つ2系統のddY
マ ウ ス （ J  Am Soc Nephrol, 
2012;8:1364-1374）の脾臓細胞を用
い、ポリエチレングリコール(PEG)
法により bcl2 を高発現させた NSO
ミエローマ細胞と融合させる。融
合したハイブリドーマから IgA を
産生量の多いクローンを ELISA に
より選別する。ELISA に用いるプ
レートリーダーは、当学部共同研
究室に設置されているものを使用
する。 



② RT-PCR/cDNA シークエンス 
①で得られたいくつかのクロー

ンからトリゾールを用いて RNA を
抽出し、cDNA 合成を行う。IgA の
定常領域と可変領域のシークエン
スを、適したプライマーを設定して
行う。またアミノ酸シークエンスに
より、ヒンジ部においてセリン、ス
レオニンの有無を確認する。それに
より O 型糖鎖が存在しうるかを予
測 す る
(Immunogenetics,2002;53:1033-1038
)。 

③ 正常マウスへの腹腔内投与 
（in vivo での検討） 

2 系統の Grouped ddY マウスから
得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を
BALB/c マウス、B6 マウスに腹腔
内投与する。使用するマウスは、
本 学 実 験 動 物 施 設 内 (specific 
pathogen free : SPF)にて飼育する。
採取した腎臓は、一部ホルマリン
固定しパラフィン切片を作製、残
りを液体窒素で迅速凍結し、クリ
オスタット(-25℃)厚さ 3μm に薄
切し凍結切片として用いる。
H&E・PAS 染色および抗 IgA・ 抗
IgG・抗 C3 抗体などを用いて免疫
染色し病理組織学的に評価を行う。
血液、尿を採取しセパラピッドチ
ューブにて血清を分離、尿はエッ
ペンドルフチューブに入れ、測定
まで-80℃で保存する。血清 IgA・
IgG, 尿中アルブミンをELISA法に
て測定する。 

④ Real-time PCR 
②で得られた cDNA を用いて、IgA
腎症に関わると予測される標的分
子について Real-time PCR でその
遺 伝 子 発 現 量 を 確 認 す る 。
UDP-N-acetyl- α -D-galactosamine: 
polypeptide 
N-acetylgalactosaminyltransferases 
(pp-GalNAc-Ts) 、 core 1 β 3 
galactosyltransferase ( C1Gal-T1) 等
(Nephrology,2007;12:275-284)。その
他適宜検討に値する分子を追加し
て検討する。 

⑤ IgA 精製 
①で得られた IgA 産生ハイブリド
ーマから IgA を精製（外部委託に
よる） 
・ゲル濾過クロマトグラフィーに
よる単量体 IgA、多量体 IgA 分子
の分離：ゲルフィルトレーション
カラムを用いて分離する。得られ
た IgA 濃度は、ELISA にて測定す
る。 
・MALDI-TOF-MS による O 型糖鎖
構造の分析（外部委託による） 

⑥ IgA mutant の作製 
特に③で得られた結果から、その
標的分子にターゲットをあて、
cDNA を遺伝子導入したプラスミ
ドをトランスフェクション法によ
り、その遺伝子をより高度に発現、
もしくはその発現を減少させたハ
イブリドーマを作製する。さらに
in vivo で IgA 腎症様の病態が認め
られるかを検証することにより、
その標的分子が IgA 腎症に深くか
かわっていることの証明になると
考えられる。 

⑦ ヒト IgA 腎症での検証と応用 
a. ヒト扁桃での解析 
b. ヒト SNP への応用 
基礎的実験で得られたデータをも
とに、ヒト扁桃細胞での検証と IgA
腎症に関わる責任遺伝子の同定を
すすめる。解析は当学部共同利用
研究室に設置されている ABI 
Prism 7500 Sequence Detection 
system を使用する。 

 
４．研究成果 
 (1) IgA 産生ハイブリドーマの確立 
   Igh-2a と Igh-2c を持つ 2 系統の ddY

マウスを用いて、ハイブリドーマを確
立した。その中で IgA 産生量の多いク
ローンを選別し、保存した。 

 (2) 上記クローンから cDNA を抽出して、
アミノ酸シークエンスを行ったが、現段
階ではヒンジ部においてセリン、スレオ
ニンは確認されていない。考察中。 

 (3) IgA 産生量の多いハイブリドーマを
BALB/c マウスに腹腔内投与し、腎炎が惹
起されるか確認したが、一部のマウスで
メサンギウム増殖性腎炎（メサンギウム
基質増加、メサンギウム細胞増多）の所
見と、蛍光抗体法で IgA, IgG2a, C3 の
沈着が確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (4) 標的分子の確認 
   ddYマウス由来の IgA産生ハイブリ

ドーマの BALB/c マウスへの移入実験
により IgA腎症様の所見を呈したハイ
ブリドーマと腎炎を惹起が明らかでな
かったハイブリドーマの相違を標的分
子の観点から real Time PCR を用い



て検索した。その結果、GalNAc-T2
の発現が IgA腎症様の病変を呈したハ
イブリドーマで高くなる傾向にあった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
   また病因に関与すると思われる標的

分子について、さらなる検索をreal Time 
PCR で継続中。 

 
 (5) 標的分子の遺伝子 
   現在、GalNac-T2 cDNA を導入したプラ

スミドを腎炎惹起しなかったハイブリ
ドーマへ移入してGalNac-T2の発現を増
加させることを試みている。 

 
ハイブリドーマの作成と、現在進行中の遺

伝子導入プラスミドの作成に時間を要した
ため、3 年間での当初の計画に遅延を生じた
が、今後も継続して、計画を遂行していく予
定である。 
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