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研究成果の概要（和文）：α1酸性糖蛋白（AGP）及びプロカルシトニン（PCT）についてモノクローナル抗体
（MAb）を作製した。ウシAGPに対するMAbはC末端領域のエピトープもしくは立体構造を認識する２種類のモノク
ローナル抗体が得られた。マウスAGPではC末端領域の異なるエピトープを認識するMAbが得られ、サンドイッチ
ELISAによる定量が可能となった。炎症モデルマウスでは血中AGPの増加がみられ、糖鎖修飾の増加を示す高分子
量のAGPが観察された。ウシプロカルシトニンでは、N及びC末端領域のエピトープを認識するMAbが得られ、サン
ドイッチELISA法を確立した。また、肺炎様症状を示すウシ症例で高値を示した。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of changes of acute phase proteins and glycosyation 
modification in severe disease conditions, monoclonal antibodies (MAb) against bovine and murine 
alpha-1 acid glycoproteins (AGs) and bovine pro calcitonin (PCT) were prepared. MAbs against bovine 
AGP might recognize the epitope in C terminal region and the conformational epitope, but 
quantification ELISA was not established. In murine, MAbs against  different epitopes in C terminal 
region of AGP were obatained and ELISA was established. In murine model with inflammation, serum AGP
 levels were increased in contrast with control and glycosyation modification of AGP with higher 
molecular weight. MAbs against bovine PCT recognized epitopes in N and C terminal regions, and 
quantification ELISA was established. Serum PCT levels were detected in cases with bovine 
respiratory disease, but not in healthy group, and higher PCT levels were quantified in continuous 
febrile group than in defervescent group.

研究分野：応用獣医学
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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，学際領域

を含む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．重要な血清急性期糖蛋白であるα1

酸性糖蛋白（AGP）の測定は医学領域ではル

ーチン検査の一つとして利用され，獣医学

領域でも応用され始めている．その診断的

意義については不明の点も多いが，有用な

情報の提供も多い．人医領域では AGP は多

くの疾患で様々な糖鎖修飾を受けることが

知られており、その機能も変調する。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であるが，

糖鎖の質的変動に焦点を当てたものはない。

一方、細菌性感染症や敗血症の疾患特性を

示す急性期蛋白としてプロカルシトニン

(PCT) が有用であるが、獣医学領域やマウ

ス疾患モデルでの研究は進んでいない.本

研究では、各種疾患における AGP の量的変

動と糖蛋白糖鎖変調および PCT の定量を同

時に解析することで、その疾患特性を見出

し，急性期蛋白に対する新たな概念を提供

する． 
 
２．研究の目的 

本研究では難治性疾患における急性期蛋

白変動を量的変動及び糖蛋白の糖鎖変調の

解析により、急性期蛋白の疾患特性を明ら

かにすることを目的として、動物の急性期

蛋白としてAGP及びPCTについてnativeの

AGP 及び組換え蛋白の AGP ならびに PCT を

用いてモノクローナル抗体(Mab)を作製し、

その認識エピトープを解析するとともに、

ELISA 法まによる定量法を確立する。次い

で，AGP の糖鎖修飾に着目し，lectin 親和

性による解析法を開発する．これらを基礎

データとして，糖鎖変動のメカニズムをLPS

などの炎症性刺激に対する糖鎖付加応答の

点から解析し，実験動物疾患モデルおよび

臨床検体における定量的・質的変動の解析

に応用する．以上を総括して，急性期糖蛋

白の難治性ウイルス感染症および腫瘍性疾

患，慢性疾患での変動意義を獣医臨床学あ

るいは比較動物医学モデルの分野への応用

について考按したい． 
 
３．研究の方法 

 難治性病態における急性期蛋白変動の疾

患特性の解析を目的に AGP 及び PCT の基礎

研究および動態について以下の研究を実施

した． 

 

(1) 組換え AGP 蛋白発現 

ウシ，マウス肝臓から mRNA を抽出し，既知

の塩基配列を基に RT-PCR 法により，AGP 

cDNA を増幅した．これらをそれぞれ pET ベ

クターを用いてチオレドキシンとの組換え

融合蛋白として発現・精製し，組換え AGP

を得た．ウシ PCT については遺伝子合成に

よりcDNAを作出した。このcDNAを pET32ベ

クターに挿入し、大腸菌組換え蛋白をチオ

レドキシン融合蛋白として作製し、精製し

た。 

 

(2) MAb 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 MAb を作製した．

抗原には血清から精製した AGPならびに大

腸菌発現系で精製した組換え AGPを用いた．

免疫動物にはマウスを用い，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，クローン（MAb）を選

別した． 

 

(3) MAb の認識するエピトープ 

 各 MAb 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は，競合 ELISA 法，

ならびに分割して発現させた組換え AGP を

抗原としたImmunoblot法及びELISA法によ

り検討した． 

 

(4) ELISA 法 

 ウシ血清 AGP濃度の定量については直接

ELISA 法を実施し，マウス AGP 及びウシ PCT

についてはサンドイッチ ELISA法を試みた．



すなわち，認識するエピトープの異なる２

種類のモノクローナル抗体の一方を

capture (捕捉)抗体として 96 穴プレート

に固層化した後，抗原を加えて反応させ，

Biotin 化抗体をさらに反応させる．さらに，

Avidin-HRP、ついで基質を反応させて発色

させた． 

 

(5) 糖鎖改変 AGP の哺乳動物細胞発現 

 AGP には５つの N結合型糖鎖付加部位が

あるが，これを欠損した AGP を発現させる

ため，それぞれの糖鎖結合部位のアスパラ

ギン（N）をグルタミン（Q）に置き換えた

mutant を KOD-plus-Mutagenesis Kit を用

いて pCA7/AGP mutant を作製した．得られ

た mutant プラスミドは Polyethylenimine 

maxを用いて293T細胞にtransfectionし，

AGP 発現を Western blott 法および免疫沈

降法により検出，半定量を行った． 
 
 

４．研究成果 

(1) ウシ AGPに対する MAb)のエピトープ解

析と ELISA 法の確立 

ウシ血清から精製した AGP 及び組換え蛋

白を抗原として作製した６種の MAb は

ELISA法あるいは Immunoblot 法により血清

及び組換え AGP の両方を認識するものであ

った。これらの MAb は抗原決定基の検索に

供するために精製した。組換え蛋白フラグ

メントを用いたエピトープ解析の結果、6 

種の MAb のうち、4 種(3C5、2G3、1B1-1、

2B5-1)は C 末端領域のアミノ酸（169-202 

aa）を認識することが明らかとなった。一

方、残りの 2種（2A4-2、2C11-6）について

は、Immunoblot 法ではどの AGP フラグメン

トにも反応しなかったため、 AGP の立体構

造を認識する可能性が示唆されたが、サン

ドイッチ ELISA による定量法の確立には至

らなかった。尚、直接 ELISA 法による定量で

は、0.125 〜1. 5 mg/mL の範囲でウシ AGP 

を測定することが可能となった。 

 

(2) マウス AGP の ELISA 法と糖鎖構造解析 

マウス AGP に対する MAb については組換

えマウス AGP を用いて作製した。その結果、

抗原決定基の異なる 2種類のクローンが得

られたため、bio tin 化 MAb を作製し、ELISA

定量法を確立した。LPS 投与マウスに応用

したところ、血清 AGP は 1.5 倍に上昇し、

レクチンプルダウン解析の結果、対照群と

比較して分子量のより大きな複雑な糖鎖を

有する AGP が認められた。 

 

(3) マウス AGP の N型糖鎖修飾が細胞外分

泌に与える影響 

マウス AGP には想定される５箇所の

N-glycosylation site が存在し、5つの糖

鎖を各種欠失させた AGP 変異体を作出して

細胞外分泌について検討したところ、N104

位に付加される糖鎖には、分子の細胞外放

出を促進する働きがあることが示唆された。 

 

(4) ウシ PCT の組換え蛋白発現と MAb の作

製:  

 ウシ PCT について、大腸菌による組換え

蛋白を発現させ、精製した。この精製 PCT

融合蛋白をマウスに免疫し、抗ウシ PCT モ

ノクローナル抗体を産生するハイブリドー

マ 5クローン(1C11, 1A8, 1A3, 1E12, 2E4)

を得た。これらの抗体のアイソタイプ を

確認したところ、免疫グロブリン重鎖は

1C11 が IgG1、残る 4種が IgG2b であり、軽

鎖は全てκ鎖であった。これらの抗体の

エピトープ解析を Immunoblot 法および

ELISA 法を用いて行った結果、2E4 は N末端

領域(26-96 aa)を認識したのに対し、残る

4種の抗体は C末端領域(87-143 aa)を認識

した。尚、N末端領域にはアミノ酸配列か

ら予想されるエピトープである69-81 aaを

含み、C末端領域には予測される２つのエ

ピトープ 112-125aa、131-143aa が含まれて

いた。 

認識するエピトープの異なる2E4および

1A8 について、MAb を精製し、2E4 をビオチ

ン化することで、1A8 を捕捉抗体、2E4 を検

出抗体とするサンドウィッチ ELISA による

ウシ PCT 定量系を確立し、その検出範囲は

0.25-2 ng/ml 範囲で極めて良好な検出曲線

がみられ、およそ 100 ng/ml まで測定が可

能と考えられた。 



  

(5) ウシ症例の血中急性期蛋白の測定 

肺炎様症状を呈するウシ症例の血清中

PCT濃度及びハプトグロビン(Hpt)濃度を測

定した。ウシ PCT 濃度は、正常牛では検出

限界以下であった が、ウシ肺炎様症例で

は 34.4±84.4 pg/ml。また、発熱継続群で

は寛解群に比較して有意な高値を示した。

一方、Hptは正常牛群では2.68±0.40 g/ml

であったのに対し、症例群では

405.5±482.4 g/ml と正常牛と比較して有

意な高値を示した。しかしながら、発熱継

続群と寛解群に有意な差はみられなかった。

加えて、 PCT 値と Hpt 値は相関せず、病態

の違いを示すものと考えられた。 
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