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IgA1糖鎖分析のためのアイソタイプ型ジャカリンの開発 

The development of jacalin isotypes for the analysis of sugar chains on IgA1. 
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Abstract: IgA1 have O-glycans combined with the amino acid sequence of the hinge region of them. O-glycans consist of 

three kinds of sugars. It has been reported that there are galactose deficient “abnormal O-glycans” in IgA1 of IgA 

nephropathy patients. In addition, these IgA1 are considered to be involved in the formation of immune complexes that 

cause the development of IgA nephropathy. Therefore, the analysis of the  O-glycans of IgA1 may be effective for the 

diagnosis of IgA nephropathy. In this study, we indicated jacalin, a kind of plant lectins showing the binding specificity to 

the O-glycans of IgA1, has multiple isotypes. Then we purified isotypes jacalin that have different specificity to O-glycans 

by affinity chromatography, and analyzed them by two-dimensional electrophoresis. Further, it was shown the possibility 

of isotypes monomeric jacalin that is effective for O-glycan analysis of IgA1 by purification of monomeric jacalin that 

keep their affinities to O-glycans. 
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1.緒言 

IgA 腎症は、糸球体メサンギウム細胞への IgA1 を主体と

する免疫複合体の沈着を特徴とする慢性糸球体腎炎である。

本症の発症メカニズムは未だ明らかにされてはいないが、

近年、IgA 腎症患者は血中 IgA1 の O-結合糖鎖において、

ガラクトースの欠損した不完全な糖鎖構造を健常者に比べ

多く持つことが報告されている(1)(2)(3)。さらに、メサンギウ

ム細胞に沈着した免疫複合体が不完全な糖鎖を持つ

IgA1(糖鎖不全 IgA1)を含むといった報告もなされており
(4)(5)、糖鎖不全 IgA1 の免疫複合体形成への関与が考えられ

る。 

IgA1 の O-結合糖鎖について、IgA1 はヒンジ部位と呼ば

れる部分のアミノ酸配列中のセリンまたはスレオニン残基

に対して、N-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、N-

アセチルノイラミン酸から成る O-結合糖鎖を持つ。IgA1

が持つ O-結合糖鎖には、3 種類の正常糖鎖(T,ST,dST 型)、

ガラクトースの欠損した 2 種類の異常糖鎖(Tn,STn 型)の 5

種類が考えられており(Fig.1)、IgA 腎症の発症に関与する

とされるこれら IgA1 ヒンジ部位糖鎖の分析による診断へ

の有用性が示唆される。 

 本研究では、糖鎖分析に用いる素材として、クワ科植物

であるジャックフルーツの種子に含まれるジャカリンに着

目した。ジャカリンは植物性レクチンの一種であり、四量

体を基本構造とする(Fig.2)。4 つの α-サブユニットにはそ

れぞれ糖鎖認識サイトが存在し、IgA1 ヒンジ部位糖鎖を特

異的に認識することが知られている(6)。ジャカリンが IgA1

の持つ複数の糖鎖構造を認識できる理由として、一部のア

ミノ酸配列の変異によるジャカリンのアイソタイプ型の存

在が考えられる。そのため、IgA1 ヒンジ部位糖鎖特異性の

異なるアイソタイプ型ジャカリンの精製を目的とし、アフ

ィニティクロマトグラフィーによる分画、二次元電気泳動

によるアイソタイプ間の違いの検証を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 O-glycosylation of IgA1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 Ribbon model of jacalin tetramer(7) 

 

2.方法 

2-1 ジャックフルーツ種子タンパクの抽出 

ジャックフルーツの種子をミキサーで粉砕し、吸引ろ過

により水溶性成分の回収を行った。その後12～16kDa透析

用セルロースチューブを使用し4℃で3日間透析を行い、透

析後の溶液を凍結乾燥した。 
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2-2 アイソタイプ型ジャカリンの精製 

IgA及び5種類のIgA1ヒンジ部位糖鎖を固定化したHiTrap 

NHS-activated HPカラムを用いたアフィニティクロマトグ

ラフィーを行い、ジャックフルーツ種子タンパクから各

IgA1ヒンジ部位糖鎖に特異的なアイソタイプ型ジャカリ

ンを精製した。 

 

2-3 二次元電気泳動によるジャカリンの分析 

pH勾配4-7の等電点電気泳動、及び15%アクリルアミドゲ

ルを用いたSDS-PAGEによる二次元電気泳動法を用いて各

アイソタイプ型ジャカリンの分析を行った。ゲルの染色に

はFramingo蛍光染色を用い、フルオロフォレスター3000で

タンパクの検出、蛍光強度の比較を行った。 

 

2-4 化学変性剤による単量体ジャカリンの精製 

ジャックフルーツ種子タンパクを8M尿素により変性さ

せた後、6~8kDa透析用セルロースチューブを用いて透析を

行い、尿素の除去を行った。その後、20kDa限外ろ過ユニ

ットを用いた遠心ろ過により単量体成分を分取し、アフィ

ニティクロマトグラフィーを行うことでIgA1ヒンジ部位

糖鎖に特異的なアイソタイプ型単量体ジャカリンの精製を

行った。 

 

2-5 SDS-PAGEによる単量体ジャカリン精製の評価 

15%ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEを行い、

分子量分布を評価した。ゲルの染色にはFlamingo蛍光染色

を用い、フルオロフォレスター3000でタンパクの検出、蛍

光強度の比較を行った。 

 

3.結果 

3-1 二次元電気泳動によるジャカリンの分析 

アフィニティクロマトグラフィーによりジャックフルー

ツ種子タンパクから分画したIgA結合成分(IgA結合ジャカ

リン)の二次元電気泳動結果から、IgAへの結合特異性を持

つジャカリンには等電点の異なる複数のアイソタイプが存

在することが示された(Fig.3)。 

 

Fig.3 Two-dimensional electrophoresis of IgA-binding jacalin. 

 

また、dST糖鎖に結合したジャカリンの二次元電気泳動

において同様のスポットが得られたことから、ジャカリン

がO-結合糖鎖を認識し結合していることが示された(Fig.4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4 Two dimensional electrophoresis of isotype jacalin. 

(Specific to O-glycan dST in Fig.1) 

 

次に、5種類のO-結合糖鎖に結合した各アイソタイプジ

ャカリンの二次元電気泳動結果からスポットの蛍光強度の

比較を行うことで、アイソタイプ間の違いを調査したとこ

ろ、各アイソタイプ型ジャカリンで異なるスポット発現パ

ターンが示された(Fig.5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5 Comparison of the spot intensity in the isotype jacalin 

 

3-2 SDS-PAGEによる単量体ジャカリン精製の評価 

SDS-PAGEの結果から、尿素処理によるジャックフルー

ツ種子タンパクの多量体成分の単量体への解離が示された

(Fig.5-A)。 

また、尿素除去後、分画した単量体成分のうちIgA及び

dST糖鎖に結合した成分は、共に15kDa付近において2つの

単量体ジャカリンバンドを示した(Fig.5-B)。このことから、

IgA1ヒンジ部位糖鎖に対する結合能を保持した単量体ジ

ャカリンの精製を行うことができたと考えられる。 
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Fig.5 SDS-PAGE of (A)seed extract, (B)monomeric jacalin 

 

4.考察 

4-1 アイソタイプ型ジャカリンの二次元電気泳動結果 

本研究により、IgAに結合特異性を示すジャカリンには

等電点の異なる複数のアイソタイプが存在することが明ら

かとなった。しかし、5種類の糖鎖それぞれに特異性を示し

たアイソタイプ型ジャカリンの二次元電気泳動結果からは、

アイソタイプ間での異なるスポット発現パターンが示され

たが、各アイソタイプにおける特異的なスポットを特定す

ることはできなかった。この理由として、ジャカリンが四

量体構造で存在するためではないかと考える。ジャカリン

四量体を形成する4つのα-サブユニットはそれぞれ糖鎖認

識サイトを持っているが、ジャカリンの糖鎖認識サイトを

含む一部のアミノ酸配列の変異が報告されているように(6)、

それぞれのα-サブユニットは同一ではなく、認識糖鎖の異

なるサブユニットから構成されていると考えられる。その

ため、アフィニティクロマトグラフィーで精製した各糖鎖

特異的ジャカリンには別の糖鎖に特異性を示すサブユニッ

トも含まれており、二次元電気泳動の結果において単一で

はなく複数のスポットとして検出されたと考えられる。 

 

4-2 単量体ジャカリンの2つのバンドについて 

二次元電気泳動の結果から、より糖鎖特異性の高いジャ

カリンを精製するためには四量体ではなく単量体のジャカ

リンからアイソタイプ型ジャカリンを精製する必要がある

と考え、尿素を用いた変性により多量体ジャカリンを解離

させ、単量体ジャカリンの精製を行った。SDS-PAGEの結

果から、精製した単量体ジャカリンはIgA及びO-結合糖鎖

への結合能を保持した2種類の単量体バンドを示した。これ

は、ジャカリンのα-サブユニットには分子量のわずかに異

なるα’-サブユニットが存在するためであるが、この違い

が糖鎖特異性に起因しているのかは不明である。しかしな

がら、本研究で精製したアイソタイプ型単量体ジャカリン

を二次元電気泳動で分析することで、アイソタイプ間での

特異的なスポットを特定することができるのではないかと

考えられる。 

 

5.結論 

IgAに結合特異性を示すジャカリンには等電点の異なる

複数のアイソタイプが存在することが示された。また、化

学変性剤を用いることで糖鎖特異性を保持した単量体ジャ

カリンを精製することができたことから、より糖鎖認識精

度の高いアイソタイプ型単量体ジャカリンのIgA1糖鎖分

析への有効性が示唆された。 
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