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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)は認知症と脳萎縮を示すが、脳萎縮を示す病期には神経細胞の多くが
死滅しており、この病気からの回復は困難である。従って、脳萎縮が起こる以前の早期診断法が求められている。我々
は、髄液に特徴的な糖鎖を持つ糖タンパク質を17種類見出した。イムノブロット法にてADマーカーとしてのスクリーニ
ングを行ったが、良い結果は得られなかった。糖タンパク質は、同じタンパク質が複数の糖鎖を持つ（糖鎖アイソフォ
ーム）ことが多いが、イムノブロット法では糖鎖アイソフォームは区別されない。最近、我々は糖鎖アイソフォームを
簡便に区別する方法を開発した。この方法を用いてスクリーニングを続ける予定である。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer disease (AD) is diagnosed by dementia and brain atrophy. For effective t
reatment of AD, we need novel diagnostic markers for early stage of AD, which shows subtle morphological c
hanges. In cerebrospinal fluid, we found 17 kinds of glycoproteins that carried glycans unique to the brai
n (brain-type glycan). By immunoblotting, some of the glycoproteins were examined whether they were diagno
stic markers for AD or not, but none of them was the marker. It is noted that glycoproteins often include 
several isoforms, which have different glycans on the same core-protein (glycan-isoforms). These glycan-is
oforms are not discriminated by immunoblotting, because conventional antibodies recognize core-protein por
tion but not glycan one. We have recently established a method for discriminating glycan-isoforms, which w
ould be applicable to the glycoproteins in cerebrospinal fluid of AD.
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病（AD）の病的な(生化学
的)変化は、発症の 20 年以上も前に起こって
いる。一方、MRIなどで脳萎縮が観察される
のは発症に近い病期であるが、この時期には
神経細胞の多くが死滅しており、治療を開始
しても効果は望めない。従って、AD の早期
診断法 ADが求められていた。早期診断法と
してアミロイド PETが開発され、その有効性
が示されたが、アミロイド PETはコストが高
額であり、簡便なスクリーニング法とはなり
得ない。我々は、簡便に測定できる ADの早
期診断マーカーの探索を行った。 

 
２．研究の目的 
我々は、髄液中糖タンパク質の糖鎖アイソ
フォームを系統的に研究する課程で、2 種類
のトランスフェリン（Tf）糖鎖アイソフォー
ムを見出した（ Neurobiology of Aging, 
33(8):1807-1815, 2012）。ひとつは髄液に特徴
的な糖鎖を持つもの（脳型-Tf）、もう一つは
血清 Tfと同様の糖鎖を持つもの（血清型-Tf）
である（図１）。両者は SDS-PAGE で分離可
能であった。また、血清型-Tf は血液から移
行すること、一方、脳型-Tf は髄液産生組織
である脈絡叢からの分泌が示唆された。脳型
糖鎖は、血液を含めた他の体液には存在しな
いことを考え合わせると、中枢神経系内での
産生が推測された。そこで、脳型糖鎖を持つ
糖タンパク質を網羅的に解析し、その ADマ
ーカーとしての検討を研究目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）髄液タンパク質の定量 
 ウェスタンブロット上のシグナルの定量
化により行った。 
（２）トランスフェリン糖鎖の解析 
 糖タンパク質から糖鎖を遊離させ、ピリジ
ルアミノ化誘導体として酵素消化法、高速液
体クロマトグラフィーおよび質量分析法
（MOLDI/TOF/MS）を組み合わせて行った。
必要な場合はタンデム質量分析解析
（MS/MS）を行った。 
（３）脳型糖鎖を持つ糖タンパク質の解析 
 脳型糖鎖に結合性を示す PVL レクチン固
定化カラムに髄液をアプライし髄液型糖鎖
を結合させ、特異的に溶出を行った。溶出さ
れたタンパク質を SDS-PAGEで分離し、主要
なバンド 17 種をゲルから切り出し、トリプ
シン消化した。消化物をペプチド・マス・フ
ィンガープリンティング法にて同定した。ほ
とんどのタンパク質に体する抗体は購入が

可能であった。この抗体を用いてイムノブロ
ッティングを行った。 
（４）糖鎖アイソフォームの迅速測定 
 レクチンは糖鎖構造に特異的に結合する
タンパク質である。我々は、抗原がレクチン
エピトープを持つと抗原-抗体反応が抑制さ
れることを見いだした。この方法をラテック
ス凝集反応へ応用した。抗体がコーティング
されたラテックスと抗原を反応させると抗
原-抗体反応によりラテックスビーズが抗原
により架橋され、凝集反応を起こす。この凝
集を分光器にて検出する。この反応系にレク
チンを加え、抗原が持つ糖鎖に結合すると凝
集反応が抑制される。レクチン存在下および
非存在下のシグナルを比較することにより
特定のグライコフォーム（特定の糖鎖を持つ
糖タンパク質）を特異的に検出することが可
能となる。 
 
４．研究成果 
（１）脳型糖鎖の構造決定 
糖鎖アイソフォームをマーカーとする研
究では、糖鎖の詳細構造を明らかにすること
が重要である。脳型-Tf（および血清型-Tf）
から糖鎖を遊離させ、ピリジルアミノ化誘導
体として構造解析を行った。質量分析法にお
いては、図２に示されるように、血清型-Tf
由来の糖鎖主要ピークの m/z値は 1741.96で
あり、血清Tf由来の主要ピークの値（1741.94）
と一致していた。また、その他のマイナーシ
グナルも極めて類似していた。以上のデータ
および高速液体クロマトグラフィー分析等
の結果から、その糖鎖構造は末端がシアル酸
化された２分岐の N-グリカンであることが
示された。一方、脳型-Tf の糖鎖は血清型の
ものとは著しく異なるシグナルを与えた。主
要ピーク（m/z=1766.6）のタンデム MS
（MS/MS）解析により、脳型糖鎖は血清型の
末端シアル酸およびガラクトースが欠損し
た構造を持ち、さらに“バイセクト GlcNAc”
および“コア Fuc”による修飾を受けている
ことが示された（Neurobiology of Aging, 
33(8):1807-1815, 2012）。その他の構造解析結
果からも、図２に示されるようなユニークな
糖鎖構造であることが明らかとなった。 

 



（２）脳型糖鎖を持つ糖タンパク質のエンリ
ッチメント 
脳型糖鎖は、糖鎖末端に GlcNAcを持つこ
とが特徴である。そこで、末端 GlcNAc を認
識する PVL レクチンを固相化したカラムを
用いて、脳型糖タンパク質の網羅的な精製を
試みた。PVLレクチンカラムに結合した画分
を SDS-PAGEで分離した後、得られたタンパ
ク質バンドを切り出してトリプシン消化し、
ペプチド・マス・フィンガープリント法にて
タンパク質を同定した（図３）。この結果、
Tf を含めて 17 種類のタンパク質が同定され
た（GP-1〜GP-17）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
（３）ADマーカーの探索 
同定された17種類の糖タンパク質のうち、

2 種類は中枢神経系のみで発現することが知
られていた。スクリーニングの第 1段階とし
て、AD 髄液におけるこの 2 種類の変化をイ
ムノブロット法にて調べた。しかし、一方の
糖タンパク質は AD髄液中で増加傾向が見ら
れたが（図４）、多数症例の分析では有意差
が見られなかった。もう一方の糖タンパク質
についても有意差は見られなかった。一般に、
糖タンパク質は、同じコアタンパク質上に複
数の糖鎖を持つことが知られている（糖鎖ア
イソフォーム）。今回のスクリーニングはイ
ムノブロット法で行ったため、糖鎖アイソフ
ォームは区別されていなかった。ターゲット
糖タンパク質のうち脳型糖鎖を持つアイソ
フォームのみを測定する必要がある。今後は、
糖鎖アイソフォームを区別して ADマーカー
としての可能性を検討する。 

（４）糖鎖アイソフォームの迅速測定法 
ADと鑑別しなければならない認知症とし
て、特発性正常圧水頭症（iNPH）が知られて
いる。脳型-Tf の変化が両疾患の鑑別マーカ
ーになることを明らかにした(Neurobiol. of 
Aging, 33(8):1807-1815, 2012)。ちなみに、脳
型-Tfは Tf総量の 30％程度なので、Tf総量は
鑑別マーカーにならない。すなわち、糖鎖ア
イソフォームを区別することが重要である。
AD と iNPH の鑑別のためのアッセイは、図
１と同様のイムノブロット法で行ったが、こ
の方法での多検体の分析は時間と手間を要
する。サンドイッチ ELISA法は迅速だが、用
いられる抗 Tf抗体は、タンパク質部分のみを
認識し、糖鎖の違いを区別しないため、糖鎖
アイソフォームの測定は行えない。 
我々は、抗原-抗体反応の系に糖鎖認識分
子であるレクチンを添加して抗原糖鎖に結
合させると、抗原-抗体反応が抑制されること
を見出した(J  Biochem., 2013;154:229-32.)。レ
クチンは特定の糖鎖にのみ結合するため、阻
害効果は特定の糖鎖アイソフォームにしか
見られない。この測定原理をラテックス免疫
凝集法に応用し、自動分析装置での測定を可
能とした。この結果 1assay/minで Tfアイソフ
ォームの測定が可能となった（図４）。 
 

 
この自動分析装置による測定法を髄液中
のトランスフェリン糖鎖アイソフォームの
測定に応用し, ADと iNPHの鑑別診断が可能
であることを示した（図６）。今後は他の髄
液型糖タンパク質の迅速測定法を開発し、AD
マーカーの探索に応用する予定である。 
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