
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２７１３

挑戦的萌芽研究

2016～2015

疾患特異的に糖鎖修飾異常を受けた蛋白質に対する自己抗体の新たな検出法

Detection of autoantibodies to proteins with disease-specific aberrant 
glycosylation

１０３５０４３０研究者番号：

佐藤　利行（Sato, Toshiyuki）

聖マリアンナ医科大学・医学部・助教

研究期間：

１５Ｋ１５２００

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、関節リウマチ（RA）が認識する、N型糖鎖が脱糖鎖された末梢血単核球
（PBMC）由来蛋白質の同定を試みた。まず、蛋白質を転写した膜上で脱糖鎖を試みたが、膜上での脱糖鎖は困難
であった。そこで液相でのPBMC蛋白質の脱糖鎖の後にRA患者血清を用いてwestern blottingを行い、RA特異的な
糖鎖異常を示す蛋白質に対する自己抗体の検出により、RAで糖鎖異常を示す蛋白質の同定を目指した。脱糖鎖
PBMC蛋白質に対しRA患者血清を反応させ自己抗体の検出を試みたが、自己抗体は検出されなかった。今後は血清
蛋白質を脱糖鎖し、RAで糖鎖異常を示す蛋白質の同定を行う。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to identify aberrantly glycosylated proteins through
 detection of autoantibodies to the proteins. For this aim, we targeted the autoantibodies against 
proteins derived from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in rheumatoid arthritis (RA). We 
first tried to deglycosylate PBMC proteins from healthy donors, which were transferred to the 
membranes after SDS polyacrylamide gel electrophoresis. However, it was difficult to deglycosylate 
proteins on the membranes. Next, we tried to deglycosylate the PBMC proteins in vitro. The proteins 
were deglycosylated by peptide-N-glycosidase F. Sera from RA patients were applied to the 
deglycosylated PBMC proteins. However, the aimed autoantibodies were unfortunately not detected. In 
near future, serum proteins that contains more glycoproteins will be deglycosylated, and RA sera 
will be applied to the deglycosylated proteins. We will try to identify the RA-serum-reacted 
proteins as RA-specific aberrant glycosylated proteins.

研究分野：糖鎖工学、糖工学
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１．研究開始当初の背景 
全身性エリテマトーデス、強皮症などの全
身性自己免疫疾患では、患者血清中に自己の
細胞成分と反応する自己抗体が検出される。
自己抗体の多くは特定の臨床像と関連する
ことから、自己抗体産生機序と病態形成機序
は関連すると考えられる。近年、自己抗体発
症機序は自己抗原となる蛋白質の翻訳後修
飾の異常であると提唱されている。従って、
疾患の病態に関わる標的分子の同定には、発
現量だけでなく、その基となる分子の糖鎖異
常やリン酸化などの翻訳後修飾を調べる必
要がある。 
蛋白質は翻訳後修飾を受けて機能を発揮
する。すなわち、セントラルドグマにより「遺
伝子→RNA→蛋白質」と記載されるが、正し
くは「遺伝子→RNA→蛋白質→翻訳後修飾」
である。数百種類ある翻訳後修飾のひとつが
糖鎖修飾である。糖鎖は「第三の生命鎖」と
呼ばれ、細胞接着など生命活動に関わる分子
で、蛋白質の約 50%は糖鎖の付加された「糖
蛋白質」である。筋ジストロフィーの原因遺
伝子産物であるジストロフィンと結合する
糖蛋白質 α-ジストログリカンに付加される 1
分 子 の マ ン ノ ー ス が 欠 損 す る と 、
Muscle-eye-brain 病をひき起こす（Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 2002: 291: 1283-1286）。
このように、糖蛋白質に対して疾患特異的に
糖鎖の構造異常を来たすことが病態に関与
することが明らかにされてきた。しかし、そ
の解析系や臨床検体への応用法は確立され
ていない。 
 
２．研究の目的 
上述 1.で述べた背景から、次世代の臨床材
料解析手段として、質的変化である翻訳後修
飾の解析が主軸となることは明らかである。
本研究では、翻訳後修飾のひとつである糖鎖
修飾に着目し、疾患特異的な糖鎖修飾変化に
より産生された自己抗体の汎用的な検出法
を確立する。 
 
３．研究の方法 
本研究の概略は以下の通りである。 
１）健常者の血液サンプルから蛋白質を抽出。 
２）蛋白質の二次元電気泳動および膜へ転写。 
３）２）の膜に糖加水分解酵素を作用させ、
膜上での糖蛋白質の脱糖鎖を行う。 
４）疾患患者由来の血清を一次抗体として、
３）の膜を用いてウエスタンブロットを
行う。 
５）４）で陽性を示した蛋白質スポットに関
してMALDI-TOF型質量分析で蛋白質を
同定する。 

６）疾患患者由来の蛋白質を抗原として、疾
患特異的な異常糖鎖修飾を検定する。 

７）他の自己免疫疾患における、同定蛋白質
の糖鎖異常を検定する。 
臨床検体は、健常者由来の血清または血液
細胞を用いる。近年、自己免疫疾患のひとつ

である関節リウマチ患者群と健常者群の血
清蛋白質の糖鎖プロファイルを比較して、診
断マーカーとしての糖鎖を模索する報告（J. 
Chromatogr. B, 2007: 853: 133-137）があり、患
者群で複数種の糖鎖構造の変化が認められ
た。少なくとも、関節リウマチでは複数の糖
蛋白質の糖鎖構造変化が予想される。 
本研究では、臨床検体から抽出した蛋白質
を抗原とせず、少量の患者血清を用いて脱糖
鎖された蛋白質に対する自己抗体の検出を
行う。欠損させる糖の候補として、まず N型
糖鎖（図 3を参照）の側鎖に付加されるフコ
ースを考えている。前頁の図 2に沿い自己抗
体の検出および蛋白質の同定を行う。 
検出された糖蛋白質の解析と疾患マーカ
ーの利用検証に進む。検出した糖蛋白質を試
料中から精製し、2 次元電気泳動で同定蛋白
質の抗体による検出を行い、2 次元電気泳動
から抽出した当該蛋白質も同定して、本法の
有用性を検証する。さらに、ETD解析により
修飾を受けたアミノ酸残基の決定、複数のレ
クチンを用いた糖鎖構造を決定する。また、
他の自己免疫疾患における異常糖鎖修飾を
うけた当該蛋白質に対する自己抗体がどの
程度出現するかも検証する。 
 
４．研究成果 
関節リウマチ（RA）患者血清が認識する、

N 型糖鎖が脱糖鎖された末梢血単核球
（PBMC）由来蛋白質の検出・同定を試みた。
まず簡便な検出法の確立のため、SDS-PAGE
後に転写したPVDF膜上でPBMC蛋白質の脱
糖鎖を試みたが、膜上での脱糖鎖は困難であ
った。そこで、PBMC蛋白質の脱糖鎖を液相
で施行した後に RA患者血清を用いてウェス
タンブロッティングを行い、RA 特異的な糖
鎖異常が起きた蛋白質に対する自己抗体を
検出することで、RA で糖鎖異常を示す蛋白
質を新たに同定する系の構築を目指した。第
一段階として、健常者の PBMC 蛋白質を 
peptide-N-glycosidase F (PNGase F)で処理し、 
N型糖鎖のマンノースを認識するレクチンを
用いたブロッティングにて PBMC 蛋白質の
脱糖鎖のプロファイルを解析した。脱糖され
た PBMC蛋白質のバンドは、高分子側に数本
検出された。第二段階として、脱糖鎖 PBMC
蛋白質に対し RA患者および健常者の血清を
反応させ、脱糖鎖蛋白質に対する自己抗体の
検出を試みたが、目的の自己抗体検出には至
らなかった。今後は蛋白質源を、糖蛋白質を
多く含むと考えられる血清蛋白質等に変更
し、RA で糖鎖修飾異常を示す新たな蛋白質
の同定を試みる。 
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