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研究成果の概要（和文）： 
牛赤血球膜グライコフォリンA(GPA)が赤血球膜上で形成する500 kDa以上の高分子複合体(GPA
ヘテロオリゴマー)にはGPAとともにGPB、CD58が含まれること、GPBには変異体が存在し、牛

血液型Fシステムの抗原分子として機能することを実証した。牛ピロプラズマ原虫の赤血球侵入

とFシステムとの関連性をTheileria orientalisとの共培養系で解析したが、原虫の赤血球内侵入は

いずれの赤血球でも認められず、抗病性の評価には至らなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present study demonstrated that a high-molecular weight sialoglycoprotein with apparent 
molecular masses >500 kDa (GPA oligomer) in bovine erythrocyte membranes consists of 
glycophorin A, glycophorin B, and CD58. GPA oligomers showed variety among individuals in 
their protein compositions, contents and sizes. Moreover, there were served different glycophorin B 
variants and this variation in glycophorin B species appeared to represent the blood group system F. 
Moreover, diversity of GPA oligomer might be involved in protozoan infectivity into bovine red 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 
牛ピロプラズマ病は貧血・黄疸・発育不良

を主徴とする我が国の代表的な放牧病で、バ

ベシアやタイレリア原虫の赤血球内寄生に起

因する。以前より牛ピロプラズマ病に対する

抗病性に品種差・個体差があることが知られ

ているが、その理由は不明である。 

グライコフォリンは膜を一回貫通するシア

ロ糖タンパク質であり、ヒトではA～Eまで5
種のアイソフォームが存在する。ヒトの赤血

球に寄生するマラリア原虫は赤血球膜のシア

ル酸を認識して赤血球に接着することが知ら

れ、主要な赤血球膜シアロ糖蛋白質であるグ

ライコフォリンA(GPA)はマラリア原虫が赤
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血球に侵入する際の受容体とされている。ま

たマラリアと同じアピコンプレクサのバベシ

ア原虫の感染に対し、GPA-/-マウスは抵抗性を

示すことも報告され、赤血球表面のGPAやシ

アル酸が原虫侵入の受容体であるという見解

が一般的になりつつある。 
牛 GPA は赤血球膜上において還元条件下、

SDS で可溶化されない巨大なサイズ (>500 
kDa) を示すヘテロオリゴマーを形成するこ
とが申請者らの研究から分かっている。さら
に GPA オリゴマーの PAS 染色性(シアル酸
量)および分子サイズに個体差があり、遺伝性
を示唆する規則性が認められる。牛の場合
GPA オリゴマーが主たる赤血球表面のシア
ロ糖タンパク質であることから、GPA オリゴ
マーの個体差と遺伝的要素はその個体の赤
血球膜表面の性状にも大きく影響している
と考えられる。ヒトやマウスの研究から牛赤
血球においても GPA がバベシアやタイレリ
ア原虫の受容体として作用していると推測
され、GPA オリゴマーのもたらす赤血球膜表
面の性状の個体差が、牛ピロプラズマ病に対
する抗病性に寄与する可能性を強く示唆さ
れる。 
 
２．研究の目的 
本申請期間中に、自らの研究より得た「主要

PAS陽性シアロ糖タンパク質複合体の性質に

個体差をもたらすGPA分子の遺伝的基盤」を

(1)(2)にて解析し「GPA分子のもたらす赤血球

表面性状の差違と、牛ピロプラズマ病に対す

る抗病性」を(3)(4)にて実証し関連づける。 
(1) 牛各個体の持つGPA遺伝子配列、赤血球膜

シアロ糖タンパク質(GPAオリゴマー)のPAS
染色性・分子サイズの解析を行い、品種・家

系および系統などの遺伝的要因がどのように

関連するのか、その規則性を同定しグループ

化する。 
(2) 各グループより牛を選定し、各牛赤血球よ

り粗グライコフォリン画分を抽出し、赤血球

膜上でGPA と共にオリゴマーを構成する分

子の探索と糖鎖の組成・分配を解析し、GPA 
分子がもたらす遺伝的規則性が赤血球膜表面

の性状にどのような差違として表れるのか 
解析する。 
(3) グループ各個体の牛赤血球を用いて試験

管内原虫感染実験を行い、原虫の赤血球内寄

生率により原虫侵入感受性・抵抗性を評価す

る。 
(4) リコンビナントタンパク質および牛赤血

球膜より分離したGPAが含まれる粗グライコ

フォリン画分を用いて、原虫の赤血球侵入を

阻害出来るかどうか検証し、GPAおよびその

シアル糖鎖が真に原虫の受容体として作用す

るのか検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 血液型Fシステムを用いた牛赤血球の血

液型分類 
牛赤血球は生理食塩水にて3回洗浄後、2%

懸濁液を作製した。抗F抗体および抗V2抗体

はそれぞれ20-2-4の段階希釈となるように生

理食塩水にて希釈した。96ウェルプレートに

赤血球懸濁液10 l、ウサギ・モルモット補体

溶液10 lと抗体希釈液を加え37℃で2時間培

養し、溶血を指標に牛血液型をFF、FV2、V2V2
型に分類した。 
(2) 赤血球膜G PA 分子の解析 

牛赤血球膜画分は低張溶血処理により得、

SDS-PAGE後、PAS 染色にてシアル酸の付加

を相対的に定量した。牛赤血球膜GPA 量は申

請者らが作製した抗牛 GPA-C 末端抗体

(anti-GPA-Ct)を用いてイムノブロット(IB)を
行いGPA オリゴマーの分子サイズ・含有量を

定量した。 
(3) 牛G PA 遺伝子の解析 

牛GPA 遺伝子のエクソン2 および3が細胞

外領域をコードすること、細胞外領域には5
個のO-結合型糖鎖が付加し得ることが分かっ

ている(図1)。牛ゲノムDNA を全血より抽出

し、DNA シークエンス法にてGPAの遺伝子多

型を解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) 粗グライコフォリン画分を用いたGPAオ

リゴマー構成分子の解析 
牛赤血球膜画分よりリチウ ムジヨードサ

リチル酸/フェノール抽出法にて粗グライコ

フォリン画分を分離した。次にSDS-PAGEに
て蛋白質を分離後、銀染色し、>500 kDaに位

置するバンドを抽出し、Nano-LC-MASS分析

によってGPAオリゴマー構成分子の解析・同

定を行った。 
(5) 高分子複合体形成機構の解析 

pcDNA3.1にGPA、GPBF、GPBV2、CD58、
Band 3をそれぞれ組み込み、発現ベクターを

構築した。CHO細胞に一過性発現後、複合体

の形成をIBにて解析した。 
(6) 牛赤血球を用いた牛ピロプラズマ原虫



Theileria orientalis試験管内感染実験 
Theileria orientalis(TO)は末梢血由来単核細

胞内にて持続感染しているものを用いた。FF
およびV2V2型牛赤血球5%(v/v)懸濁液をTO感

染細胞培養系に0.2%となるように加え、試験

管内培養実験を行った。経時的に血液塗抹標

本を作製し、ギムザ染色にて赤血球内の原虫

寄生率を算出した。 
  
４．研究成果 

(1) 牛赤血球膜GPAオリゴマーのPAS染色性

とGPA含量 
FF、FV2、V2V2 血液型の牛赤血球膜画分を

電気泳動後、PAS 染色ならびに anti-GPA-Ct
を用いて IB を行った。500 kDa よりも大きな

サイズの GPA オリゴマーの PAS 染色性と

anti-GPA-Ct によるシグナル強度と分子サイ

ズにおいて、血液型による相関関係が認めら

れた(図 2A、B)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) F システム抗原分子の同定 
図 2B に示すように、FF、FV2 血液型の牛

赤血球では anti-GPA-Ct によって、14 kDa の

バンドが認められる一方、V2V2 型赤血球では

検出されなかった。このことから F システム

の抗原分子である可能性が示唆された。FV2
血液型の牛骨髄から抽出した RNA を用いて

クローニングを行った結果、2 つの PCR 断片

が得られ、便宜上 GPBF、GPBV2 とした(図 3 
A)。GPBF の細胞質内領域のアミノ酸配列は

GPA と相同性が高く、anti-GPA-Ct によって認

識されると考えられた(図 3 B)。一方 GPBV2
の細胞質内領域のアミノ酸配列は GPA、GPBF
とは大きく異なっていたため、新たに抗牛

GPB-V2抗体(anti- GPB-V2)を作製し IBを行っ

た。その結果、FV2、V2V2 型赤血球において

20 kDa のバンドが検出された(図 2 C)。この結

果から Fシステムを担う抗原分子はGPBであ

ることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 牛 G PA 遺伝子の解析 

GPAオリゴマーのPAS染色性および分子サ

イズの異なる個体を選出し、牛血液よりゲノ

ムDNAを採取した。牛GPA 遺伝子のエクソン

2 および3領域の塩基配列を解析するために、

イントロン1と2および2と3(図1)にそれぞれプ

ライマーを設計し、PCRを行った。得たPCR
産物をダイレクトシークエンス法によって塩

基配列を比較したところ、アミノ酸置換は認

められず、推定されるO -結合型糖鎖付加部位

に増減をもたらす結果は得られなかった。 
(4) 粗グライコフォリン画分を用いたGPAオ

リゴマー構成分子の解析 
GPAオリゴマーの成分をNano-LC-MASSに

て分析した。その結果、GPA、GPBとともに

CD58、Band 3が含まれていた。 
(5) 高分子複合体形成機構の解析 

GPAの単独発現ではモノマーとホモダイマ

ーが形成されたが、GPBはモノマーのみ検出

された。続いてGPAと共にGPB、CD58、ある

いはBand 3をそれぞれCHO細胞に導入し複合

体形成の有無を解析したところ、いずれも細

胞膜に発現することが確認できたが、それら

はすべてSDS可溶化物のモノマーとして存在

し、複合体形成は認められなかった。一方、

健常牛の赤血球膜画分ではGPAモノマー、ダ

イマー、オリゴマーが検出されたが、Band 3
欠損牛の赤血球膜におけるGPAモノマー、オ

リゴマー量は著しく少なく、ダイマーは検出

できなかった。これらの結果から、GPAの高

分子複合体形成には、その構成成分である

GPA、GPB、CD58、ならびにBand 3のうち、

Band 3を含む少なくとも3種以上の分子が必

要であることが推測された。 
(6) TO原虫試験管内感染実験 

Fシステムにて分類した牛赤血球を用いて、

単核細胞にて試験管培養されているTO原虫

との共培養実験を行った。しかし原虫の単核

細胞から赤血球内への移行はいずれの赤血球



でも認められず(図4)、抗病性の評価には至ら

なかった。 
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