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研究成果の概要（和文）： 
① メチシリン抵抗性黄色ブドウ球菌（MRSA）感染後腎炎の原因候補抗原の組換え蛋白を作製
し、培養メサンギウム細胞と反応させたところ、メサンギウムの増殖に関し、正・負の両者の
シグナルを Toll-like レセプターを介して伝達することを見出した。 
②Fcα/μレセプター（Fcα/μR）は、IgA・IgM に対する高親和性 Fc レセプターである。Fcα
/μRトランスフェクタントにより、患者血清中の多量体 IgA を捕捉し、ヒンジ部 O-結合型糖鎖
を標識レクチンで染色し、フローサイトメトリーにて解析する系を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
① Staphylococcal cell membrane antigen, a possible antigen in post-MRSA infection 

glomerulonephritis and IgA nephropathy, interacts directly with mesangial cells 
 
Background: The staphylococcal cell membrane antigen (GenBank accession number: 

BAB41819.1) is a possible antigen involved in post-MRSA infection GN and IgA nephropathy2.  

Since Toll-like receptors (TLRs) activate the host innate immune response to recognize 

components common to a range of bacteria, the clinical findings suggest that the 

staphylococcal cell membrane antigen interacts directly with intrinsic cells of the 

kidney viaTLRs.  

Methods: Mouse mesangial cells (ATCC: CRL-1927) were mixed with purified FLAG-tagged 

staphylococcal cell membrane antigen under various conditions and stained with 

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-FLAG antibody.  Cellular attachment 

of the FLAG-tagged antigen was analyzed by flow cytometry.  The cells were also cultured 

with or without anti-mouse TLR2 or TLR4 IgG antibody, and the growth stimulation effect 

of the antigen on these cells was determined using ELISA based on bromodeoxyuridine (BrdU) 

incorporation.  Genomic DNA obtained from mesangial cells after incubation with or 

without staphylococcal cell membrane antigen was analyzed by electrophoresis. 

Results:  Attachment of staphylococcal cell membrane antigen to cultured mesangial cells 

occurred in the exponential growth phase, whereas supraconfluent cells did not interact 

with the antigen.  Incubation of the mesangial cells with the antigen at 37C for 15 
minutes resulted in higher fluorescence intensity in flow cytometry, when compared with 

incubation at 4C.  Treatment with a low dose of recombinant staphylococcal cell membrane 
antigen in the absence of anti-TLR antibodies did not accelerate incorporation of BrdU 

by the mesangial cells, whereas treatment with anti-TLR antibodies attenuated BrdU 

incorporation.  A moderate to high dose of antigen without anti-TLR antibodies also 

attenuated BrdU incorporation in a dose-dependent manner.  Genomic DNA from mesangial 

cells incubated with the antigen showed fragmentation. 
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Conclusion: These results suggest that staphylococcal cell membrane antigen interacts 

with mesangial cells directly and transmits weak growth acceleration signals via TLRs 

and inhibitory signals via an apoptotic pathway. 

 

② A novel analysis of under-O-glycosylated IgA1 in IgA nephropathy 

 

Aberrant glycosylation of IgA1 plays an essential role in the pathogenesis of IgA 

nephropathy(IgA-N). This abnormality is manifested by a deficiency of galactose in the 

hinge-region O-linked glycans of IgA1. When compared with the healthy control patients, 

a decrease in beta1,3-galactosyltransferase activity and an increase in 

N-acetylgalactosamine-specific alpha2,6-sialyltransferase activity were observed in IgA 

nephropathy patients. This abnormally O-glycosylated IgA1 is likely to be involved in 

the pathogenesis of IgA nephropathy. However, correlation between  the clinilcal 

parameters, (proteinuria, hematuria, pathological findings and so on), clinical 

therapeutic efficacy (steroid therapy, tonsillectomy etc.) and this aberrant 

glycosylated IgA1 are still unclear.  

The purpose of this study is to determine how this aberrant glycosylation is effected 

by the treatment of IgA nephropathy.  

 Fcα/μ receptor(Fcα/μR) is costitutively expressed on the majority of B lymphocytes 

and macrophages and its human homolog, which bind both IgA and IgM with high affinity.  

We established a method to capture serum IgA from whole serum by mouse Fcα/μR transfected 

cells.  The immunoglobulin domain of Fcα/μR which can fix IgA and IgM has marked 

homology for the domain of polymeric immunoglobulin receptor (poly-IgR).  We also 

hypothesized that this system can evaluate the underglycosylation of serum polymeric IgA 

mainly observed in the patients’ glomeruli. 

BW5147 (parent) or moFcα/μR・BW5147 transfectant was treated with normal serum. Captured 

IgA was detected by FITC conjugated anti-human IgA in flow cytometry. We also measured 

lectin binding (Helix aspersa-phycoerythrin; HA-PE) by this flow cytometry analysis. 

The transfectant did not bind to the monomeric IgA but bound to polymeric IgA.   

Observation by a confocal laser microscope revealed IgA binding of Fcα/μR grouped on 

the cell surface.  In the HAA-PE binding assay between patients with IgA nephropathy 

(n=33) and healthy controls (n=22), the patients showed significantly higher HAA-binding, 

indicating underglycosylation of IgA, when compared with controls. 
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１．研究開始当初の背景 

IgA 腎症は、本邦で最も患者数の多い慢性
糸球体腎炎であるが、原因は明らかになって
おらず、根本的な治療法も確立されていない。



近年、IgA 腎症患者血清中の IgA に O-結合型
糖鎖不全が存在することが明らかになった。
また、我々のグループは、IgA 腎症と腎病理
所見が類似する MRSA 感染後腎炎の原因抗原
が黄色ブドウ球菌の膜蛋白であることを見
出し、この分子を同定した。さらに、この黄
色ブドウ球菌由来の膜蛋白抗原が、MRSA 腎炎
のみならず、IgA 腎症患者の腎糸球体に高率
な頻度で沈着していることを明らかにした。 
２．研究の目的 

我々が同定した黄色ブドウ球菌膜蛋白抗
原と IgA 腎症患者における糖鎖不全 IgA の生
成の関係を明らかにする。 
３．研究の方法 
①黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原と培養メサン

ギウム細胞の反応性の検討 

黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原の組換え蛋白

を作製し、培養メサンギウム細胞と反応させ

た。培養・反応条件の組合わせごとに、黄色

ブドウ球菌膜蛋白抗原との接着性の検討を

行った。 

次いで、黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原との共

培養におけるメサンギウム細胞増殖を定量

するため、bromodeoxyuridine (BrdU)の細胞

内取り込みを ELISA 法で検討した。さらに

Toll-like receptor (TLR)2 および 4 の関与

を検討するため、上記と同様の共培養下で抗

TLR2、TLR4 抗体によるブロッキングを行い、

細胞増殖に与える影響をみた。 

 

②ヒト血清IgAのヒンジ部O-結合型糖鎖を解

析する簡便なアッセイ系の開発と、IgA 腎症

患者血清 IgA の解析 

マウス T 細胞白血病株 BW5147 にレトロウ

イルスベクターpMX-neo によりマウス Fcα/

μレセプター（mFcα/μR）cDNA を導入し、

恒久的に m Fcα/μR を細胞表面に発現する

トランスフェクタントを使用した。 

このトランスフェクタントを、ヒト血清由

来の単量体 IgA および初乳由来の多量体 IgA

と反応させ、蛍光標識した抗ヒト IgA 抗体で

染色し、フローサイトメトリーにて解析を行

った。 

同様に、IgA 腎症患者および健常対照者の

血清と同トランスフェクタントを反応させ、

蛍光標識した抗ヒト IgA 抗体ないし、不全型

糖鎖に結合性の高い Helix aspersa レクチン

で染色し、フローサイトメトリーによる解析

を行った。 
４．研究成果 
①黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原と培養メサン
ギウム細胞の反応性の検討 

黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原は、培養メサン
ギウム細胞に対し、37℃で 30 分間反応させ

た時が最も良好でかつ濃度依存性な接着性
を示した。4℃での反応では、接着が認めら
れなかった。37℃で一時間以上の反応を行う
と、細胞はアポトーシスとなった。 
同様の状況下で BrdU の取り込みを計測する
と、黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原の濃度依存性
に BrdU の取り込みは減弱した。さらに、抗
TLR2および4抗体でTLRをブロッキングする
と、BrdU の取り込みはさらに低下した。 
結論：黄色ブドウ球菌膜蛋白抗原は、メサン
ギウム細胞と直接的に反応することが可能
であり、TLR を介した弱い細胞増殖シグナル
と増殖を低下させ、細胞死を誘導するシグナ
ルの両者が細胞内に入力されることが示唆
された。 
 
②ヒト血清IgAのヒンジ部O-結合型糖鎖を解
析する簡便なアッセイ系の開発と、IgA 腎症
患者血清 IgA の解析 
 mFcα/μR のトランスフェクタントは、ヒ
ト血清由来の単量体 IgA とは結合せず、ヒト
初乳由来の多量体 IgA には強力に結合した。
血清と直接反応させると、血清中の多量体
IgA を選択的に捕捉することが可能であった。
共焦点レーザー顕微鏡による観察では、トラ
ンスフェクタント膜表面に島状に mFcα/μR
が集束した状態で IgA と結合していた。 
 HAA レクチンにより、捕捉した多量体 IgA
のヒンジ部 O-結合型糖鎖を解析すると、IgA
腎症患者血清中の多量体 IgAは健常者に比べ
て有意に HAA レクチンの結合性が高く、O-結
合型糖鎖不全が存在することが明らかにな
った。 
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