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研究成果の概要（和文）：IgGのFc領域にはN型糖鎖結合部位が一箇所あり多様な糖鎖構造が結合しているが、その機能
は不明な点が多い。そこで、活性化B細胞特異的なST6Gal1欠損マウスを樹立し、IgG上のシアル酸欠損マウスに関節炎
を惹起した結果、シアル酸欠損マウスでは、正常なマウスに比べリウマチ症状が悪化することが明らかになった。一方
、シアル酸を付加した自己抗体IgGを関節リウマチモデルマウスに投与すると、リウマチ症状をむしろ抑制することが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Although IgG molecule has single N-glycosylation site in the Fc region and 
various glycosylation patterns have been reported, their functions have been unclear. Then, we have 
established ST6Gal1-deficient mice lines lacking sialic acids specifically in activated B cells, and have 
tried to induce experimental arthritis in them. Consequently, it has been demonstrated that 
sialylation-deficient mice exhibit exacerbation of RA features compared to wild type mice. On the other 
hand, administration of sialylated auto-antibody IgG into RA-model mice resulted in rather suppression of 
clinical features of RA.

研究分野：生化学、糖鎖生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチは羅患率が１％に及ぶ自己
免疫疾患であり、慢性的な破壊性関節炎を
惹起する。また、RA 患者の血清には自己抗
体が認められるが、中でもシトルリン化タ
ンパク質に対する抗体価が病態と最も相関
することから、診断用のマーカーとして使
用されている。しかし、この抗シトルリン
化タンパク質抗体(ACPA)の性状や発症への
関与についての詳細は不明な点が多い。一
方、IgG は Fc 領域に N型糖鎖(Fc-N glycan)
結合部位を一箇所(二量体で二箇所)持ち、
多様な糖鎖構造が形成されている。また近
年、Fc-N glycan が抗体機能の調節に関与
するという報告が散見される。中でも、免
疫グロブリン大量静注療法(IVIG)の抗炎症
効果において、投与する IgG の Fc-N glycan
にシアル酸を過剰に付加することによって、
IVIG の効果を高めることができることが
分かっている(ANthory RM et al: Science. 
2008)。また、T細胞非依存的な活性化 B細
胞によって産生された IgG は Fc-N glycan
の末端シアル酸(Fc-Sia)が増加し、その後
の同一抗原に対する免疫反応を抑制すると
の報告がある(Hess C et al: J Clin Invest. 
2013)。さらに RA 患者 ACPA においては
Fc-Sia の減少が確認されている(Scherer 
HU et al: Arthritis Rheum. 2010)。一方、
我々の研究においても RA を発症させた
HLA-DR4 マウス(シトルリン化したフィブ
リノーゲン(cit-Fib)の免疫によって RA を
誘発する RA モデルマウス)において産生さ
れる自己抗体の糖鎖構造を LC/MS を用いて
調べたところ、naïve HLA-DR4 マウスの血
清 IgG と比べ、末端シアル酸が減少してい
ることが判明した。このように IgG は Fc-N 
glycan にシアル酸が付加すると抗炎症反
応を、また、シアル酸が欠失すると炎症反
応を亢進させることが推測される。 
 
２．研究の目的 
 我々はRAで産生される自己抗体IgGのシ
アル酸機能に注目し、RA における自己抗体
上の糖鎖の病態への関与を明らかにするこ
とを目指した。そこで、IgG シアル酸の変
化が実際に RA 病態に関与しているのかを
明らかにするため、下記の検討を行う。(1) 
人工的にシアル酸を修飾した自己抗体が
RA モデルマウスの病態にどのような影響
を与えるかを検討する。(2) IgG 末端シア
ル酸欠損RAモデルマウスを作製し、in vivo
にてFc-Sia がRAの病態にどのように関与
するかを検討する。(3) RA 患者 ACPA の病
態への関与と、ヒト RA においても IgG 上の
シアル酸が RA の病態に関与するかを明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1) シアル酸付加 IgG 自己抗体の機能解析 
 hybridoma (ACC4及びM2139)はRA自己抗

原に対する抗体であり、DBA1 マウスに投与
する事によってリウマチ症状を惹起する事
が可能である。また、現在までに ACC4 及び
M2139 に Fc-Sia 付加した ACC4 Sia+及び
M2139 Sia+を作成することによって、RA 誘
導抗体による RA 発症機能を休止できるこ
とを示した。そこでシアル酸付加による自
己抗体機能の変化を検討する。 
 
(2) IgG シアル酸欠損 RA モデルマウスを用
いた Fc-Sia の RA 病態への影響の検討 
 糖鎖構造のガラクトースに a2,6 結合で
シアル酸を付加させる糖転移酵素 ST6Gal1
を活性化 B 細胞で特異的に欠損した
ST6Gal1 flox/flox AID cre マウスは、IgG
の Fc-Sia を欠損する。本実験では上記マウ
スを用いて、RA 症状の発症に Fc-Sia が関
与するのかを in vivo で解明する。 
 
(3) RA 患者 ACPA の機能と糖鎖構造の検討 
 上記マウス実験にて確認された自己抗体
IgG のシアル酸機能について、RA 患者の自
己抗体でも同様の抑制機能を示すかを明ら
かにするため、RA 患者 ACPA のシアル酸機
能を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) シアル酸が付加した自己抗体 ACC4 と
M2139 に対して、それぞれ CCP(環状シトルリ
ン化ペプチド)と II型コラーゲンをコートし
たプレートを使って ELISA を行った結果、シ
アル酸が付加していない自己抗体と比べて
も、シアル酸付加した ACC4 と M2139 は共に、
抗原への結合性に変化は無かった。これはシ
アル酸付加の影響が、抗原への結合性には関
与しない事を示唆している。 
 また、シアル酸が付加した自己抗体 ACC4
と M2139 を DBA マウスの投与したのち、マウ
スから血清を回収した、生体内でのシアルさ
ん付加抗体の存在率を ELISA と lectin blot
にて検討したところ、シアル酸が付加した自
己抗体は投与後１週間では血清中に多く存
在していたが、２週間のちに減少することが
判明した。 
 今後は、Fc領域の機能を明らかにするため、
FcγRとの結合性と、CDC,ADCC の反応性につ
いての課題が残されている。 
 
(2) ST6Gal1 遺伝子の活性化モチーフをコー
ドしている exon4 を挟むように loxP 配列を
挿入したコンストラクトを B6マウス ES細胞
に導入し、ST6Gal1 flox/flox マウスを作
成した。活性型 B 細胞で特異的に発現する
AID 遺伝子のプロモーターに Cre レコンビナ
ーゼ遺伝子を連結したコンストラクトを持
つ AID-Cre マウスと上記 floxd マウスを交配
させた。これにより活性型 B細胞で特異的に
ST6Gal1遺伝子を欠損させた IgGシアル酸欠
損マウス(ST6Gal1 flox/flox AID cre マウ
ス)を作成した。ST6Gal1 flox/flox AID-Cre



マウス群とコントロールとして AID-Cre マ
ウス群に II 型コラーゲンを皮内に投与し、
II 型コラーゲン誘導型関節炎（CIA）を誘
導した所、コントロールである AID-Cre マ
ウスに比べて、ST6Gal1 flox/flox AID cre
マウスでは、CIA の発症率が亢進した。ま
たマウス関節組織を確認したところ、
ST6Gal1 flox/flox AID-Cre マウスでは好
中球や単球などの炎症細胞が浸潤し、関節
軟骨の吸収が認められた。また ST6Gal1 
flox/flox AID cre マウスから産生される
抗原特異的 IgG の量はコントロールマウス
に比べ、変化は無かったが、血中 IgG の量
はかすかに減少した。これらの結果は、IgG
上のシアル酸の欠損が、関節炎の病態の増
悪に関与する事を示している。 
 
(3) RA 患者からの自己抗体の糖鎖構造を MS
解析するため、ACPA 陽性 RA 患者と健常人の
血清から CCP1 カラムを用いて ACPA を精製し、
それ以外の血中 IgG を ProteinG にて回収し
た。これらのIgGの糖鎖構造を解析するため、
IgG とトリプシン処理し、Fc 領域の糖ペプチ
ドを LC-ESI-MS にて解析した。その結果、健
常人からの血中 IgG と比べて、RA 患者からの
自己抗体（ACPA）では明らかに IgG 上のシア
ル酸が減少していた。さらに、シアル酸が結
合するガラクトースの減少も確認した。また、
RA患者からの自己抗体とそれ以外の血中IgG
を比べると、大きな変化は見られなかった。
これは、RA 患者の血中 IgG では自己抗体だけ
でなく、全体的にシアル酸が減少する事を示
唆している。 
 
 また、これらの研究成果は 2015 年度に
Nature Communicationsにアクセプトされた。 
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