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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)で糖鎖の変化している2種の糖タンパクを精製し、その糖鎖解析をし
て異常部位を同定して糖鎖量の変化を検出できる測定システムの確立を目的としていたが、精製方法に別のタンパクの
糖鎖が混じるなどの問題が発生したため、今回の研究期間内に糖鎖解析まで至ることができなかった。しかし、最終的
に適した精製方法を決定でき、現在精製を進行中である。今後、当初の計画であった糖鎖解析を進行していく予定であ
る。また、2種の糖タンパクのうちトランスフェリンのシアル酸変化については、糖鎖を付加する酵素の量と活性が共
に変化していることが明らかになり、シアル酸の変化は酵素が一因であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to purify two glycoproteins, which is altered in Alz
heimer's disease (AD) serum, analyze the region changed in AD, and then establish the measuring system. Ho
wever, we had the problems during the steps of purify them, for example another sugar chains contaminated 
in the target glycoproteins. Although we cannot progress analysis, we finally decided the most suitable wa
y to purify the proteins and are now advancing as the first planning. And we found the both content and th
e activity of serum sialyltransferase (STase) which attach the sialic acid to the transferrin are lower in
 Alzheimer's serum. This indicates one of the causes about altered sialic acid in AD.
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１．研究開始当初の背景 
認知症患者は世界規模で年々増加してお
り、高齢化社会に伴う社会問題である。ア
ルツハイマー型認知症(AD)は認知症の約半
数を占める認知症であり、AD を早期に、確
実に、他の認知症と区別して診断して発見
することが早期治療にとって重要である。
AD の診断には、PET や SPECT などによるイ
メージングによる方法が有用であるが、ス
クリーニングとしての利用には適していな
い。またこれらの機器は、高額であること、
特殊な設備が必要であることから専門医・
専門病院のみでしか行うことができない状
況にある。認知症の早期発見には、病状が
進行して専門病院にかかる前に、かかりつ
け医でのスクリーニングによって発見され
ることが最善の手段の 1つであり、そのた
めのツールの確立が重要であるといえる。
診断マーカーは血液などの生体試料を用い
て簡便に測定することが可能であり、AD の
スクリーニングに貢献できる診断ツールで
ある。 
現在用いられている AD の診断マーカー
は、AD の脳内における異常病理所見を反映
した髄液中のアミロイドタンパク（A）
の低下と、リン酸化タウタンパクの上昇を
髄液で検出すること有用である。しかし、
これらの診断マーカーに明確な基準値が設
定されていないなど、未だ臨床現場で浸透
しきれていない。また、血中の有効な診断
マーカーは確立されていないのも診断マー
カーの普及が遅れている原因の 1つである。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、より感度・特異度が高く、さら
に早期診断も可能である新規診断マーカー
を検索してきた。そして AD の髄液中・血液
中で、2 種の糖タンパクの糖鎖が変化して
いる可能性を見出した。 
しかしながらこれらの糖鎖異常を検出す
るためには、現在用いているような実験研
究に用いられる糖鎖解析手法では実際の臨
床現場では普及しないことは明らかである。
今後これらの糖タンパクの糖鎖異常を AD
の早期血液診断マーカーとして普及させる
ために、簡易測定方法を確立することが必
要であり、そのための詳細な糖鎖解析と、
実際の測定方法の確立することが目的であ
る。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究は、以下の 3点を段階的に進めるこ
とを予定していた。 
（１）糖鎖異常が確認できている糖タンパ
クの糖鎖構造を解析する。 
髄液・血液中の糖タンパクを分離・精製
し、精製した糖タンパクの糖鎖を、
MALDI-TOF もしくは LC-MS によって解析

する。 
 

（２）AD における糖鎖異常を特異的に認識
する抗体を作製する。 
1.で解析した AD に特異的な糖鎖異常
を認識する抗体を作製する。 
（３）異常を検出する ELISA 測定系を作製
する。 
AD に特異的な変化を検出しうる ELISA
測定系を作製する 
（４）作製した測定系を用いて実際の臨床
応用の有効性を検討する 

当初、以上の（１）～（４）まで進行する
予定にしていたが、（１）の精製で研究がう
まくいかず、糖鎖の異常部位の詳細な解析に
までは至らなかった。 
そのため、同時進行で、ADのトランスフェ
リンのシアル酸量の変化の機序の検証を行
った。方法は、トランスフェリンにシアル酸
を付加する酵素であるα-2,6 シアリルトラ
ンスフェラーゼ(STase)活性を、市販のキッ
ト(R&D 社)を用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
まず、2 種の糖タンパクの糖鎖解析を行う
ために、各タンパクの精製を試みた。しかし、
クロマトグラフィーを用いる手法単独では
生成できず、抗体を用いたアフィニティ精製
を行うと、精製した糖タンパクの中に、精製
に用いた抗体の糖鎖が混ざってしまうこと
が分かり、いずれの方法でも糖鎖解析のため
のタンパク精製法として適さないことが分
かった。しかしその結果、最終的に各糖タン
パクの精製には電気泳動(SDS-PAGE)してタ
ンパクを分離し、目的のタンパクのゲルを切
り出して抽出する方法が最も適しているこ
とが分かり現在髄液・血液から糖タンパクを
抽出したサンプルを準備中である。今後、糖
鎖解析を実施し、AD で変化している糖鎖構造
を定性していく予定である。 
 
同時進行で実施したトランスフェリンの
シアル酸量が変化している機序の検証では、
STase 量と活性を測定し、検証した。STase 
量は AD で有意に（p<0.001）低下していた（下
表）。 

 
 
 
 
 
 

しかし、血液中の STase 量とトランスフェ
リンの糖鎖量とは若干の相関があったもの
の、明らかな相関関係は得られなかった（次
頁図）。 
 



 

 
 そこで血液中のSTase活性を測定したとこ
ろ、AD では STase 活性も有意に（p<0.01）低
下しており（下表）、STase 量だけでなく活性
も低下していることが分かった。 

 
 

 
 

 
 STase 量を測定した検体と STase 活性を測
定した検体が完全に一致してはいなかった
ため、STase 量と活性に相関があるのか、シ
アル酸の変化と相関があるのかは今回の研
究期間では判らなかったが、STase の量と活
性両方の変化がトランスフェリンのシアル
酸量に影響を与えていると考えられる。 
 
 今回の研究では、糖鎖解析のための糖タン
パクの精製が達成できなかったが、様々な手
法を試してそれぞれの問題点も明らかにな
り、より確実に目的の糖タンパクの糖鎖のみ
を精製するための手法が決まり、現在髄液・
血液からの精製を進行中である。今後はさら
に糖鎖の異常部位を明らかにし、本研究の当
初の手順に沿って研究を進めていく予定で
ある。 
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