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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)患者で特異的に誘導される自己抗体であるACPAの可変領域には、N-
結合型糖鎖が付加しているが、N-結合型糖鎖がRAの病態に直接関与するかは明らかにされていない。本研究を通
じて、N-結合型糖鎖の新しい役割として、単球から破骨細胞への分化を促進することでRAの病態に関わっている
新しい機序を示した。今後この機序に基づいた新たな作用点を持つ抗リウマチ薬の開発研究に波及することが見
込まれる。

研究成果の概要（英文）：The variable region of most ACPA IgG molecules in the serum of RA patients 
carries N-glycan Nevertheless, important issues on the effects of N-glycan on the pathological 
function of soluble ACPAs in RA are still unclear. The present study showed a monoclonal ACPA, 
CCP-Ab1, derived from the peripheral blood B-cells of patient with RA promoted osteoclast 
differentiation, enhanced bone resorption capacity and augmented the exacerbation of experimental 
arthritis in SKG mice. This insight provides clues to how ACPAs are related to the onset and 
exacerbation of RA. The inhibition of osteoclast-induced signalling by N-glycans is expected to lead
 to the development ofnew therapeutic agents for RA.

研究分野： 免疫学、抗体工学、分子生物学

キーワード： 関節リウマチ　抗シトルリン化タンパク質抗体　N-結合型糖鎖　破骨細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ACPA-IgG可変領域のN-結合型糖鎖の新しい意義として、リウマチ学における新たな研究領域の形成に繋がること
が期待される。さらに、RAの病因とAPCAによる病態メカニズムの関係を研究する上で重要な結果の一つになり、
関連する基礎・臨床医学の発展に寄与することが期待される。また、 ACPAにより破骨細胞への分化を促進する
シグナル伝達を対象としたRAの新たな予防や診断、治療の研究への発展に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

 
１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ(RA)患者で特異的に誘導される自己抗体(anti-citrullinated protein antibody : ACPA)

は、RA の病態に関与することが示唆されている。また、90%以上の ACPA IgG の可変領域には

N-結合型糖鎖が付加しているが、N-糖鎖が RA の病態に直接関与するかは明らかにされていな

い。 

我々は、RA における ACPA の病態メカニズムを研究するために、RA 患者の B リンパ球より、

リコンビナントモノクローナル ACPA (CCP-Ab1)を樹立し、その解析を行ってきた。その結果、

CCP-Ab1 はフィブリノーゲンをはじめ、様々なシトルリン化タンパク質と結合することが認め

られた。そして、関節炎を発症しやすい SKG マウスに CCP-Ab1 を投与することで、CCP-Ab1 を

含んだ免疫複合体の形成と、炎症性サイトカインである IL-6 の誘導が認められると共に、実験

的関節炎が誘導されることから、CCP-Ab1 は、RA の病態に関わっていることを示した。 

CCP-Ab1 には、体細胞突然変異に起因する N-結合型糖鎖付加部位が重鎖可変領域に 2 箇所、軽

鎖可変領域に 1 箇所、計 3 箇所存在しているが、これらの N-結合型糖鎖が RA の病態に直接関

与するかはまだ未解決である。 

 
２．研究の目的 
本研究は、CCP-Ab1 をモデルに、ACPA IgG 可変領域の N-糖鎖が引き起こす病態メカニズムを

明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
動物実験の承認 

本研究では、ヒト RA と免疫病理学的に酷似した自己免疫性関節炎を自然発症する SKG マウス

を用いた。SKG マウスを用いた実験計画は、広島大学動物実験委員会の承認を得ている(承認番

号：A22-94-2)。 

 

抗体の作製 

 N-結合型糖鎖が付加しない CCP-Ab1 の産生のために、該当部分のアミノ酸を生殖細胞系の配

列に変化させたプラスミドを作製した。N-結合型糖鎖を付加したコントロール抗体の作製のた

めに、CCP-Ab1 の N-結合型糖鎖付加部位と同じ位置に N-結合型糖鎖が付加するよう配列に変化

させたプラスミドを作製した。F(ab’)2 抗体の作製のために、ヒンジ領域以下の定常領域を欠損

させ、C 末端に 10xHisTag を付加したプラスミドを作製した。抗体の産生は、Expi293 細胞に抗

体遺伝子の重鎖と軽鎖を共導入させ、1 週間後の培養上静よりプロテイン G カラムを用いて精

製した。F(ab’)2 抗体の産生は、同様に Expi293 細胞を用い、Ni-NTA カラムを用いて精製した。 

 N-結合型糖鎖が付加しているかの確認の為に PNGaseF で処理した。その後 5-20％勾配アクリ

ルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を行い、泳動後のゲルをクマシーで染色した。抗体のノイラ

ミニダーゼ処理は、α2-3, 6, 8 ノイラミニダーゼを用いて行った. 

 

SKG マウス由来細胞の破骨細胞への誘導 

SKG マウス由来骨髄細胞(BMC)を 15%の FBS、50 μM の 2-メルカプトエタノール、非必須ア

ミノ酸、 20 ng/ml のリコンビナントマウス M-CSF、100 ng/ml のリコンビナントマウス

RANKL および 10 μg/ml の各種抗体を含む α-MEM にて 37℃, 5％CO2下で 8日間培養した、培

地は 3日毎に交換した。培養後、TRAP染色を行い、蛍光顕微鏡 BZ-X800 で観察し、核が 3個



以上ある TRAP陽性の細胞を破骨細胞とした。また、骨吸収アッセイは、BONE RESORPTION 

ASSAY PLATE 48 を用いて行った。 

 

SKG マウスの実験的関節炎誘導 

 SKG マウスにラミナリンを腹腔内投与した(10mg/100μl/マウス)。また各種抗体を尾静脈より

投与した(100μg/100u/マウス)。1群につき 5匹のマウスを使用した。 投与 2 または 6 週間後に

マウスを安楽死させ、解析を行った。 

 

４．研究成果 

CCP-Ab1 には、体細胞突然変異

に起因する N-結合型糖鎖付加部

位が重鎖可変領域に 2 箇所、軽

鎖可変領域に 1 箇所、計 3 箇所

存在していることから、これら

可変領域の N-結合型糖鎖付加部

位を生殖細胞系の配列に変化さ

せて、N-結合型糖鎖が付加しな

い CCP-Ab1 (CCP-Ab1 N-rev)を

作製した。陰性コントロールと

して、CCP-Ab1 の N-結合型糖鎖

付加部位と同じ位置に N-結合型

糖鎖が付加するようにアミノ酸

に改変したコントロ−ル抗体

(control Ab + N)を作製した。それ

ぞれの抗体を PNGase F で処理し SDS-PAGE を行っ

た。その結果、これらの抗体に確かに N-結合型糖鎖が

付加している、あるいは付加していないことが認めら

れた(図 1A)。また、CCP-Ab1 N-rev は、CCP-Ab1 と同

様にフィブリノーゲンをはじめ様々なシトルリン化

タンパク質と結合することが認められた(図 1B)。 

 次にこれらの抗体を用いて in vitro における破骨細

胞への分化促進能を検証した。SKG マウスの骨髄由来

細胞を CCP-Ab1 及び RANKL 等のサイトカインと in 

vitro で共培養すると、破骨細胞へ分化、及び骨吸収活

性の促進が認められた(図 2A,B)。一方で CCP-Ab1 N-

rev、及び可変領域の CDR3 以外のアミノ酸配列を生殖細胞系の配列に戻した CCP-Ab1 (CCP-Ab1 

GL-rev)では、破骨細胞への分化、及び骨吸収活性の促進は認められなかった。コントロール抗

体の可変領域に N-結合型糖鎖を付加したもの(control Ab + N)、及び CCP-Ab1 F(ab’)2を用いて同

様の実験を行ったが、破骨細胞への分化、及び骨吸収活性の促進は認められなかったことから

(図 2 A,B)、in vitro において SKG マウスの骨髄由来細胞が破骨細胞に分化が促進されるには、可

変領域の N-結合型糖鎖、CCP-Ab1 の特異性、そして Fc 領域の 3 点が必要であることが示され

た。 



CCP-Ab1の可変領域には計3箇所

のN-結合型糖鎖が付加するが、こ

れを1箇所、及び2箇所に付加する

ように改変したCCP-Ab1を作製し

た。先と同様に、それぞれの抗体

をPNGase Fで処理しSDS-PAGEを

行った結果、これらの抗体に確か

にN-結合型糖鎖が1箇所、及び 2

箇所が付加していることが認めら

れた(図3A)。そしてSKGマウスの

骨髄由来細胞をそれぞれの抗体及

びRANKL等のサイトカインとin 

vitroで共培養し、骨吸収活性の促

進を評価した。その結果、付加さ

れたN -結合型糖鎖の数と骨吸収

能には正の相関が認められた(図3B)。 

ACPA 可変領域の N-結合型糖鎖は, α2-6

結合のシアル酸を多く含む複合型糖鎖が

主体であることが示されている。マンノー

スに特異的なレクチンである ConA を用

いた ELISA により、CCP-Ab1 N-rev と

control AbのN-結合型糖鎖にはマンノース

が存在するが、α2-6 結合シアル酸に特異的

なレクチンである SSAを用いたELISAに

より CCP-Ab1、control Ab + N、及び CCP-

Ab1 F(ab')2 の N-結合型糖鎖は α2-6 結合シ

アル酸を含んでいることが示されたが、

CCP-Ab1 N-rev と control Ab は α2-6 結合シ

アル酸を含まないことが示された（図 4A）。さらに CCP-Ab1 をノイラミニダーゼで処理すると、

α2-6 結合シアル酸が除去されることが観察された(図 4A)。これらの結果より CCP-Ab 1, control 

Ab + N, 及び CCP- Ab1 F(ab')2の N-結合型糖鎖は、α2-6 結合シアル酸を含んでいることが示され

た。そして、ノイラミニダーゼにより先端のシアル酸を除去した CCP-Ab1 では、TRAP 陽性の

大きさ細胞の誘導、及び誘導された細胞における骨吸収能の増強は認められなかった(図 4B)。

これらの結果より、in vitro において SKG マウスの骨髄由来細胞が破骨細胞に分化が促進される

には、CCP-Ab1 の可変領域に付加された N-結合型糖鎖のシアル酸が必要であることが示された。 

 最後に、CCP-Ab1 可変領域の N-結合型糖鎖と Fc 領域が SKG マウスの実験的関節炎の増悪に

影響を与えるか検討した。ラミナリン(LA) + CCP-Ab1 投与群では LA + control Ab 投与群と比較

して破骨細胞の誘導、及びリウマチスコアの上昇、さらに関節の破壊が観察された(図 5A-G)。

一方、LA + CCP-Ab1 N-rev及び LA + CCP-Ab1 F(ab’)2を投与してもそれらの上昇は認められなか

った。IL-6 の産生は、 RA の病態に関与していることが報告されている。そこでマウスモデル

における関節および全身の炎症における IL-6 の関与について検討した。LA + CCP-Ab1 投与群で



は LA + control Ab 投与群と比較して、関節組織および血清中における IL-6 誘導量の上昇が認め

られた(図 5H,I)。一方、LA + CCP-Ab1 N-rev及び LA + CCP-Ab1 F(ab’)2を投与してもそれらの上

昇は認められなかった(図 5H,I) 。これらの結果より、in vivo における実験的関節炎の増悪には、

可変領域の N-結合型糖鎖と Fc 領域が必要であることが示された。 

 

ACPA 可変領域の N-結合型糖鎖については,これまでは該当 ACPA を発現する B 細胞の生存に優

位性をもたらすことが報告されていたが, 今回の研究により可溶性の ACPA 可変領域に付加さ

れた N-結合型糖鎖が RA の病態に影響を及ぼしている新しい知見を見いだした。 この知見は, 

ACPA 可変領域の N-結合型糖鎖の新しい意義として、新たな研究領域の形成に繋がることが期

待されるだけでなく、RA の病因と N-結合型糖鎖による病態メカニズムの関係を研究する上で、

重要な知見となることが期待される. 今後、ACPA 可変領域の N-結合型糖鎖によって促進される

破骨細胞への分化メカニズムを明らかにすることで、ACPA による RA の病態解明に寄与するだ

けでなく、ACPA により破骨細胞への分化を促進する機序に基づいた新たな作用点をもつ抗リウ

マチ薬の開発が期待される。 
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