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研究成果の概要：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，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，各種疾患における変動，糖鎖を解析し，特にウシ白血
病での血中上昇と糖鎖変動，ネココロナウイルス感染症（伝染性腹膜炎）での血中上昇が
みられた．また，実験動物の肝臓から本蛋白遺伝子の mRNA 検出が可能となり，基礎研究
への応用が期待される． 
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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
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．ところで，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
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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，糖鎖の質的変動に着目しているのは本
グループのみであり，また細胞内糖鎖修飾に
関して高い知識を有しており，さらなる動物
で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． 
 
 
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，そのメカニズムを追及する
とともに機能発現について検討することで，
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) AGP の精製と抗体の作製 
 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．これらを抗原としてウ
サギおよびマウスに免疫して抗血清を作
製し，マウスからはモノクローナル抗体を

作製した． 
 
(2) 定量法の確立 
 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． 
 
(3) AGP 遺伝子検出 

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.  
 
(4) 発現細胞の検索 

既に作製したウシおよびネコ AGPに対す
るモノクローナル抗体を用いて，既存の細
胞系列について AGP発現について蛍光抗体
法により検討した．また，既知の遺伝子配
列に基づいて RT-PCR 法による検出を併せ
て実施する． 
 
(5) AGP の糖鎖構造の解析 
 AGP の糖鎖構造の解析は lectin affinity
を用いて実施した．すなわち，糖鎖構造に特
異的な Biotin 化 lectin (ConA，DBA，LCA，
PHA-E4，PNA，RCA120，UEA-I，WGA など)を用
いて健常あるいは疾患ネコおよびウシから
分離した AGP について Western blot 法によ
りその affinity について比較検討する．ま
た，ConA 親和免疫電気泳動法により糖鎖修飾
を検索した．  
 
 
４．研究成果 
(1) 動物 AGP の分離精製:ウシでは血清を
材料として，硫安沈殿，酸沈殿，イオン交
換カラム法を組み合わせて AGPを分離精製
した．精製蛋白は 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，ネコの腹水を材料
として，硫安沈殿，酸沈殿，イオン交換カ
ラム法，ゲルろ過法を組み合わせて AGP を
分離精製した。精製蛋白は 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，アミノ酸配列解析では定法により
解析不能であったことから，糖鎖等による
N 末端修飾があることが，推測された． 



 

 

 
(2) モノクローナル抗体の作製 

精製AGPをBalb/cマウスに免疫し，常法に従
ってモノクローナル抗体を作成した．その結
果，ウシでは3クローンが得られ，そのアイソ
タイプは何れもIgM(λ鎖) であった．これらの
モノクローナル抗体はWestern blot解析では
AGPを認識するが，糖鎖除去後では認識せず，
糖鎖に関連した抗原を認識するものと推察さ
れている．また，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(λ鎖)，IgG2b 

(λ鎖)，IgA(κ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。 
 
(3) 糖鎖解析 

Lectin affinity により糖鎖解析を行っ
たところ，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，Siaα2-6Gal/GalNAc，Fucα1-2Gal
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． 
 
(4) ネコ AGP 抗血清の作製と血清濃度の測定 

ネコ精製 AGP を(0.5 mg/head/回，2-3

回，2 週間隔)をウサギに免疫して抗血清を

作製した．Ouchterlony 法においてポリク

ローナル抗体は AGP、ネコ血清に対して連

続した沈降線を形成し、ネコ血清中の AGP

を認識することが判明した。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 μg/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 であったが，明瞭な 2 峰性を示し，

正常と異常範囲を把握する data となり，

正常範囲について再検討を必要とするも

のと考えられる．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。 

 

(5) ウシ血清 AGP 濃度と糖鎖変動 

ウシ精製 AGP を(0.5 mg/head/回，2-3

回，2 週間隔)をウサギに免疫して抗血清を

作製した．Ouchterlony 法においてポリク

ローナル抗体は AGP、ウシ血清に対して連

続した沈降線を形成し、ウシ血清中の AGP

を認識することが判明した。ウシの血中濃

度を単純放射状免疫拡散法にて測定した

ところ，正常血清濃度は約 0.03 mg/ml で

あり，肺炎，ウシ白血病（リンパ腫）など

の疾患牛で上昇し，胎仔，アミロイドーシ

スなどで低値を示した．特にウシ白血病罹

患牛では ConA 親和性の多形がみられてい

る． 

 

(6) AGP 遺伝子検出 

AGP 遺伝子検出：マウス肝臓から RNA を

抽出し，AGP の遺伝子検出を試みた結果，

無刺激では検出されなかったのに対し，

LPS 刺激を行ったところ，検出可能であっ

た．これから，全翻訳領域をクローニング

し，大腸菌発現ベクターに組込み，蛋白発

現を試みたところ，低レベルであり，ベク

ターの選別，哺乳動物細胞での発現を考慮

する必要があると考えられた． 
その他，難治性疾患の基礎研究として

FIP の病態解析，レクチンの免疫機能に
及ぼす研究などを実施しており，詳細は
発表論文を参照されたい． 
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