
― 466―

神経細胞により生合成されるトランスフェリン糖鎖 
異性体はアルツハイマー病の診断マーカーとなる :  
糖鎖マーカーの中枢神経疾患への応用として

橋本　康弘1），齋藤　貴志2），山口　芳樹3），本多たかし4）

総説

1.　はじめに

タンパク質の糖鎖修飾は翻訳後修飾の一つであ
り，細胞種に特異的である．すなわち，同一のタン
パク質であっても，由来する細胞が異なると糖鎖が
異なることがある．このようにタンパク質部分は共
通で糖鎖部分のみが異なる分子を糖鎖異性体（gly-
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can-isoform）と称する（図 1）．我々は，脳脊髄液
中に神経細胞由来のトランスフェリン糖鎖異性体を
見出し，この分子がアルツハイマー病マーカーとな
ることを示した（Hoshi et al., 2021）．本総説では，
この研究を含めて疾患マーカーとしての糖鎖異性体
の今後を展望する．

2.　中枢神経系における鉄・ 
トランスフェリン代謝

トランスフェリン（Tf）は，血液や脳脊髄液など
の体液中に存在する鉄輸送タンパク質である（De 

Jong et al., 1990）．全ての細胞は，電子伝達系や各
種酵素の補酵素として鉄を必要とする．脳はミエリ
ン形成やドーパミンの生合成などに鉄を必要とし，
鉄代謝が盛んな臓器である（Ward et al., 2014）．一方，
遊離の鉄は活性酸素を生成して強い細胞毒性を示す
ことから，タンパク質と結合して無毒化される必要
がある（Andrews, 2000）．このタンパク質として細
胞質のフェリチンあるいは細胞外液の Tfが代表例
としてあげられる．
血中において Tfは主要タンパク質であり，アル
ブミン，イムノグロブリンに次いで高い濃度を示す．
血中 Tfは細胞表面の Tfレセプター（TfR）に結合し，
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細胞内へ鉄を供給する．脳組織では，血液脳関門の
存在により血中 Tfの脳内への直接的な移行は制限
されると考えられている．すなわち，血中 Tfは血
管内皮細胞上の TfRに結合して細胞内に取り込ま
れる（図 2）（Ward et al., 2014）．Tf／TfR複合体は
エンドソーム内の酸性化に伴い鉄を遊離する．鉄を
遊離した Tf／TfR複合体は細胞表面に戻り，Tfは
血中に放出されて再利用される．一方，エンドソー
ム内の遊離鉄は三価鉄から二価鉄に還元された後，
二 価 金 属 輸 送 体（Divalent Metal Tranporter-1 : 

DMT1）によって，血管内皮細胞の細胞質へ移行す
る（Zecca et al., 2004）．細胞質の鉄はフェロポルチ
ンという輸送体により細胞外（細胞間組織液）に放
出される．この二価鉄はアストロサイトの突起表面
に存在するGPIアンカー型セルロプラスミンによっ
て酸化されて三価鉄となる．三価鉄は強い細胞毒性
を示すので，直ちに Tfと結合する必要がある．鉄
を結合した Tfは神経細胞上の TfRに結合して細胞
内に取り込まれる．また，一部の二価鉄はクエン酸

等と結合して non-transferrin bound iron （NTBI）と
して取り込まれる．
以上が中枢神経系の鉄取り込みの概要である．「細
胞外の三価鉄は強い細胞毒性を示すので直ちに Tf

と結合する必要がある」との想定を裏付けるように，
Tfは鉄に対して他に類を見ない高親和性（1×10-20）
で結合する．一方で，細胞間質の Tfの由来につい
ては上記の総説中では言及されていない．図 2に示
された Tf代謝では，血管内皮細胞に取り込まれた
血中 Tfは，リサイクリングによって再び血中に遊
離され再利用される．すなわち，この代謝系におい
ては，Tfは細胞間質中へ移行しないことになる．
我々は，神経細胞が血中 Tfとは異なる Tf糖鎖異性
体を生合成し，これが脳脊髄液中に分泌されてアル
ツハイマー病マーカーとなることを見出した．

3.　脳脊髄液中のトランスフェリン糖鎖異性体

（水頭症性）無脳症という先天性異常症では，胎

図 1.　糖鎖マーカーのコンセプト
タンパク質の糖鎖修飾は細胞種に特異的である．例えば，肝臓から血液中に分泌され
るトランスフェリンは “肝型” の糖鎖を持つ．一方，神経細胞から分泌されるトラン
スフェリンは “脳型” の糖鎖を持つ．このようにタンパク質部分が共通で糖鎖部分の
みが異なる分子を糖鎖異性体（glycan-isoform）と称する．糖鎖異性体の特異的な検
出により，それを分泌する細胞の生理的・病的状態のモニターが可能となる．
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生期に両側の内頸動脈が閉塞して大脳の大部分が欠
損する（図 3A）．一方，椎骨動脈は正常であるため，
脳幹や小脳の一部は保たれており，生後 10歳くら
いまで生存する（Pavone et al., 2014）．この患者の “脳
脊髄液”で欠損する分子は，本来ならば大脳で生合
成されるはずである．そのような一例として，脳型
Tfが検出された．コントロール脳脊髄液中には，
電気泳動上で血清 Tfと同じ移動度を示す Tf （血清
型 Tf）とそれより移動度が大きい Tf （脳型 Tf）の
2本のバンドが検出される．無脳症では血清型 Tf

がコントロールと同様に検出されるが，脳型 Tfの
バンドは欠損していた（図 3B）．すなわち，脳型
Tfは大脳由来であることが示唆された（Murakami 

et al., 2018a ; Hoshi et al., 2021）．また，両者は移動
度が異なることから，異なる糖鎖を持つ可能性が示
された．
一方，血清 Tf（Sia-Tf）はアルブミン，イムノグ
ロブリンなどの血清タンパク質と同様に，無脳症お

よびコントロール脳脊髄液の両者で検出され，その
組成は類似していた．アルブミンは肝臓でのみ生合
成されるタンパク質である．従って，脳脊髄液中の
アルブミンは血液を介して脳脊髄液内に移行すると
考えられる．ただし，血液と脳脊髄液の濃度比は
100倍である．他の血液タンパク質についても同様
の濃度差がある．一方で，それぞれのタンパク質濃
度は血液と脳脊髄液で極めて強い相関を示す．従っ
て，これらの血液タンパク質濃度は受動拡散で移行
したと考えられる．すなわち，血液脳関門は十分に
機能しているものの leakyなバリアと考えられる．
Sia-Tfは他の血液タンパク質と同様に leakの程度
を示すマーカーと考えられる（Hoshi et al., 2023）．

4.　脳脊髄液中トランスフェリンの糖鎖分析

トランスフェリン糖鎖異性体の糖鎖分析のため
に，脳脊髄液 1リットルを出発材料として脳型お

図 2.　中枢神経系における鉄の取り込み
鉄はトランスフェリン（Tf）により運ばれ，トランスフェリン受容体（TfR）を介し
て血管内皮細胞に取り込まれる．エンドソーム内の酸性化に伴い，遊離した二価鉄は
トランスポーターである DMT1 およびフェロポルチンを介して間質液中に運ばれる．
アストロサイト突起末端の GPI アンカー型セルロプラスミンによって二価鉄は三価
鉄となる．三価鉄は細胞毒性が強いので直ちに Tf に結合する必要がある（Murakami 
et al., 2019 を一部改変して引用）．



― 469―神経細胞により生合成されるトランスフェリン糖鎖異性体はアルツハイマー病の診断マーカーとなる : 糖鎖マーカーの中枢神経疾患への応用として

よび血清型 Tfを精製し，それぞれの糖鎖構造を決
定した（図 4）（Hoshi et al., 2021）．血清型 Tfは血
清中の Tfと同じ糖鎖を持っていた（Glycan No. 1）．
一方，脳型 Tfは多様な糖鎖（Glycan No. 2～ 7）を
持っていた．便宜的に末端糖により分類すると，
Glycan No. 2～ 6は少なくとも 1分子の N-アセチル
グルコサミン（GlcNAc）を持ち，この糖鎖を持つ
異性体を GlcNAc-Tfと称する．脳脊髄液中 GlcNAc-

Tfの存在は既に報告されており（Hoffmann et al., 

1995 ; Nagae et al., 2014），脈絡叢由来である事が示
唆されている（Futakawa et al., 2012）．また，Gly-

can No. 7は末端糖としてマンノースを持っており，
他の糖鎖とは糖鎖骨格が異なっていた．Glycan 

No. 7を持つ異性体をMan-Tfと称したが，その脳
脊髄液中での存在は過去には報告されていなかっ
た．

5.　大脳における Tf-mRNA の発現

無脳症の脳脊髄液分析結果から，Man-Tfおよび
GlcNAc-Tfの大脳における発現が示唆された．そこ
で，in situ hybridizationによりマウス脳における
Tf-mRNAの発現を解析した（Abe et al., 2022）．脈
絡叢で強いシグナルが検出された．ついで，大脳皮
質，海馬，大脳基底核，などの神経細胞で Tf-

mRNAシグナルが認められた（図 5，中央パネル）．
強拡大図では，脈絡叢上皮細胞の細胞体が強く染色
された（図 5，右パネル）．また大脳皮質の神経細
胞は Tf-mRNAを発現していた（図 5，左パネル）．
因みに，脈絡叢上皮細胞以外の Tf-mRNA陽性細胞
のほとんどは抗 NeuN抗体にて染色された．ヒト大
脳においても同様の Tf-mRNA発現が認められた．

図 3.　大脳由来の Tf 異性体
水頭症性無脳症では，先天性の両側頸動脈の閉塞により大脳のほとんどが欠損してい
る（A）．コントロールの脳脊髄液では銀染色（Silver）およびイムノブロット（αTf-Ab）
検出において Tf のダブレットが観察されるが，無脳症では移動度の大きな（下の）
バンドが検出されない（B, CSF）．従って，これは大脳に由来する Tf 異性体と考え
られた．なお，コントロール脳脊髄液と血清の電気泳動パターンを比べると両者はよ
く似ており，主要成分はいずれもアルブミン（Alb），イムノグロブリン（Ig-H, 
Ig-L），トランスフェリン（Tf）であった（B, Serum）．ただし，脳脊髄液のタンパク
質濃度は血清の 100 分の 1 であった（Murakami et al., 2019 ; Hoshi et al., 2021
を一部改変して引用）．
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6.　脈絡叢における Tf 異性体の発現

脈絡叢において Tf-mRNAが最も強く発現してい
たことから，Tfタンパク質と糖鎖発現を解析した
（Futakawa et al., 2012, Murakami et al., 2018a）．脈絡
叢上皮細胞が HE染色にて染色され，抗 Tf抗体お
よび鉄染色でも陽性シグナルを与えた（図 6A, B, 

C）．従って鉄を結合した Tfの上皮細胞からの分泌
が示唆された．蛍光二重染色に用いた切片の模式図
を示した（図 6D）．抗 Tf抗体と GlcNAc末端糖鎖
に結合する PVLレクチンをプローブに用いて染色
した．Tf抗体では毛細血管および間質が染色され
た（図 6E）．一方，PVLレクチンでは脈絡叢上皮
細胞の特に basolateral部分が染色された（図 6F）．
両シグナルは上皮細胞の一部でマージしており（図

図 4.　ヒト脳脊髄液中の Tf 異性体の N-型糖鎖構造
脳脊髄液中の 2 本の Tf バンドそれぞれを精製した．Tf タンパク質から糖鎖を遊離し，
液体クロマトグラフィー分析のために化学修飾を行い，クロマトグラムと質量分析の
結果から糖鎖構造を決定した．構造は Consortium for Functional Glycomics （www.
functionalgycomics.org/） に従って表記した．末端に少なくとも 1 分子の N-アセチ
ルグルコサミン（GlcNAc）を持つ糖鎖をブルーで，末端にマンノースを持つ糖鎖を
グリーンでハイライトした．両者は脳由来 Tf に付加されると考えられる．一方，赤
でハイライトした糖鎖は血清Tfのものと同一であった（Hoshi et al., 2021より引用）．

図 5.　大脳における Tf-mRNA の発現
マウス脳における Tf-mRNA の発現をin situ  hybridization により分析した．中央パ
ネルに示されるように，Tf-mRNA の発現が海馬，大脳基底核，大脳皮質の神経細胞
および脈絡叢上皮細胞で観察された（両細胞の拡大図を左および右のパネルに示す） 

（Abe et al., 2022 より引用）．
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6G），GlcNAc-Tfの脈絡叢からの分泌が示唆された．

7.　脳脊髄液の産生変化を示すバイオマーカー
としての GlcNAc-Tf

脳脊髄液の産生と吸収は Aβのような “老廃物”

の排出に関わっており，近年そのメカニズムに対す
る理解が進んできている．古典的な “bulk flow the-

ory”では，脈絡叢で産生された脳脊髄液が脳室内
を下降した後，ルシュカ・マジャンディー孔を経て
脳表面に現れ，上行してクモ膜顆粒から吸収される
としている（Cushing, 1925）．しかし，最近になっ
て Reevesらにより Glymphatic systemの提唱がな
された．これは，動脈周囲（perivascular space）に
間質液が移行し，アクアポリン 4を介してアストロ
サイト経由で脳脊髄液が産生されるとの仮説である
（Reeves et al., 2020）．また，老廃物は静脈周囲腔を
経てリンパ系へ排出されると想定されている．今後
も，脳脊髄液の産生や排出に関しては新しい事実が

見出されていくと予想される．一方で我々は，脈絡
叢のみが脳脊髄液産生の場ではないとしても，一定
の役割を担っている可能性を考え，脳脊髄液代謝が
変化する疾患で脈絡叢が産生する GlcNAc-Tfの脳
脊髄液中濃度の測定を行った．
具体的な対象疾患は，特発性正常圧水頭症（idio-

pathic normal pressure hydrocephalus : iNPH）および
特発性低髄液圧症候群（spontaneous intracranial 

hypotension : SIH）である．iNPH はアルツハイマー
病と鑑別すべき認知症である．脳脊髄液の吸収低下
が原因と考えられ，脳脊髄液の過剰により水頭症と
なり，認知症，歩行障害，尿失禁などを呈する．
iNPHでは二次的な脳脊髄液産生の低下が想定され
ている．本疾患で脳脊髄液中 GlcNAc-Tfを測定し
たところ，その濃度が有意に低下していた（図 7A）
（Hoshi et al., 2023）．これは，脳脊髄液産生低下に
対応する変化と推測された．なお，Man-Tfや Sia-

Tf濃度は変化しなかった．
脈絡叢から分泌される主要タンパク質としてリポ

図 6.　脈絡叢の免疫組織化学
脈絡叢上皮細胞が HE 染色（A）, 抗 Tf 抗体（B）, 鉄染色（C）にて染色された．蛍光
二重免疫染色に用いた切片の模式図を示した（D）; 脈絡叢上皮細胞（epi）, 間質（int）, 
毛細血管（capi） および側脳室 （LV）．抗 Tf 抗体にて毛細血管内および間質が染色さ
れた（E）. GlcNAc 末端糖鎖に結合する PVL レクチンでは脈絡叢上皮細胞の特に
basolateral 部分が染色された（F）．このシグナルの一部は上皮細胞で抗 Tf 抗体シグ
ナルとマージした（G）（Murakami et al., 2018a ; Murakami et al., 2019 を一部改
変して引用）．
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カリン型プロスタグランジン D2 合成酵素
（L-PGDS）がある．間瀬らは，iNPHにおける脳脊
髄液中 L-PGDS濃度の低下を示し，診断への応用
を報告している（Mase et al., 2003）．すなわち，
L-PGDSも脳脊髄液産生低下に対応して変化すると
考えられる（図 7B）．iNPHは脳脊髄液シャント手
術により治療する．すなわち，過剰の脳脊髄液を脳
室から腹腔へバイパスする手術である．我々は手術
の前後での両マーカー濃度を比較し，術後 3ヶ月で
GlcNAc-Tfと L-PGDSは 2倍近くに増加することを
見出した（Murakami et al., 2018a）．これは手術に伴
う脳脊髄液の産生増加を示すと考えられる．両マー
カーの増加は比較的早期に起こりうるが，認知機能
の回復には年余の時間がかかることがある．術後
3ヶ月の脳型 Tfおよび GlcNAc-Tfの増加が術後
12ヶ月のMMSEの回復と相関する結果を得ている
（Murakami et al., 2019 ; Hoshi et al., 2023）．マーカー
の増加は早期に起こるため，認知症の予後予測に利
用できると考えられる．

一方，iNPHとは異なり，脳脊髄液産生の増加が
想定されている疾患がある．すなわち，特発性低髄
液圧症候群（SIH）である（Schievink et al., 2006）．
SIHは脳脊髄液の硬膜外への漏出により髄液圧の低
下と脳脊髄液量の減少が起こる．主症状は起立性頭
痛であるが，目眩・聴覚障害など多彩な不定愁訴を
示す．脳脊髄液漏出の二次的な反応として脳脊髄液
産生の増加が想定されている．本疾患では，脳脊髄
液中の GlcNAc-Tfおよび L-PGDSはコントロール
に比べて顕著に増加する（図 7）．これは脳脊髄液
産生の増加に対応する変化と考えられる（Hoshi et 

al., 2023 ; Murakami et al., 2018b ; Murakami et al., 

2019）．SIHは低髄液圧に伴う硬膜肥厚などのMRI

像により診断されることが多い．しかし，典型的な
画像変化を示さない例もあるので，両マーカーの補
助診断法としての利用が期待される．

図 7.　脳脊髄液産生とマーカー変化
Idiopathic normal pressure hydrocephalus （iNPH）および Spontaneous intracranial 
hypotension （SIH）の脳脊髄液中 GlcNAc-Tf および L-PGDS 濃度を測定した．当該
疾患が疑われたが診断クライテリアを満たさない症例を non-iNPH および non-SIH
としてコントロールに用いた．コントロールの値を基準として疾患群でのマーカー濃
度変化を % 表示した（Murakami et al., 2019 ; Hoshi et al., 2023 を一部改変して
引用）．
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8.　大脳皮質における Tf 糖鎖異性体の発現

マウス大脳皮質の神経細胞にて Tf-mRNAの発現
が見られた（図 5）．そこで抗 Tf抗体を用いた免疫
組織化学を行なった．神経細胞のマーカーである
NeuN抗体陽性細胞の多くは抗 Tf抗体シグナルで
染色された（図 8A）．しかし，Tf抗体のシグナル
強度は細胞によって異なっていた．なお，ヒト大脳
皮質においても神経細胞は抗 Tf抗体陽性であった
（Abe et al., 2022）．
脳脊髄液中には多様な Tf異性体が検出されるこ
とから，大脳皮質中での Tf異性体の解析を試みた
（Hoshi et al., 2021）．ヒト大脳皮質（1グラム）か
ら免疫沈降法にて Tfを精製した（図 8B）．精製標
品を電気泳動後に，ゲル内の Tfを酵素処理して糖

鎖を切り出した（図 8B）．遊離された糖鎖を化学修
飾した後に質量分析法（MOLDI-TOF-MS）にて分
析した（図 8C）．最も強度が強い糖鎖シグナル
（1595.8） は 図 4 の Glycan No.7 （ 理 論 値 は m/z 

1595.7）に相当し，糖鎖シグナルの 90%をしめた．
このシグナルピークの MS/MS解析により Glycan 

No. 7の構造が確認された（図 8D）．Glycan No. 2

および No. 3に相当するシグナルも得られたが，両
者のシグナル強度は糖鎖シグナル全体の 10%に過
ぎなかった．すなわち，脳脊髄液中ではMan-Tfは
8%のマイナー成分であるのに対して，大脳皮質中
では 90%をしめる主要成分であった．大脳皮質に
おいて Tf-mRNA および Tfタンパク質を発現する
のは主に神経細胞であることから，Man-Tfは神経
細胞由来と考えられた．

図 8.　大脳皮質 Tf の糖鎖構造解析
神経細胞のマーカーである NeuN 抗体陽性細胞の多くは抗 Tf 抗体シグナルで染色さ
れた（A）．ヒト大脳皮質（1 グラム）から免疫沈降法にて Tf を精製した（B）．精製
標品を電気泳動後に，ゲル中の Tf を酵素処理して糖鎖を切り出した（B）．遊離され
た糖鎖を化学修飾した後に質量分析法（MOLDI-TOF-MS）にて分析し，m/z 1595.8
に主要ピークが観察された（C）．このピークの MS/MS 解析により Glycan No. 7 の
構造が確認された（D）．最も強度が強い糖鎖シグナルは図 4 の Glycan No. 7 （理論
値はm/z 1595.7）に相当し，糖鎖シグナルの 90% をしめた（Hoshi et al., 2021 を
一部改変して引用）.
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9.　各種神経変性疾患の脳脊髄液中の 
Man-Tf 濃度測定

Man-Tfが神経細胞のバイオマーカーと推測され
たので，その脳脊髄液中の濃度を各種神経変性疾患
で測定した．Man-Tfの測定方法として，糖鎖認識
分子であるレクチンと抗体をサンドイッチ・プロー
ブとして用いる ELISA法を開発した（Shirotani et 

al., 2011）．はじめに，抗Tf抗体をマイクロタイター・
プレート上に固相化し，髄液中の全ての Tf糖鎖異
性体を捕捉する（図 9A）．洗浄後にマンノースを認
識するレクチン（recombinant BC2L-A）にて検出反
応を行なった．この方法では，シアル酸や GlcNAc

末端を持つ Tfはシグナルを与えず，マンノース末
端を持つ Tfのみが特異的なシグナルを与えた（図
9B） （Man-Tf・ELISA）．なお，Tf抗体を検出プロー

ブとする通常のサンドイッチ ELISAでは Tfの総量
のみが測定され，Tf異性体は区別されない．通常
の Tf抗体はタンパク質部分のみを認識するためで
ある．Man-Tf・ELISAで各種神経変性疾患の脳脊
髄液を測定した結果を示す（図 9C）．アルツハイマー
病（AD）および軽度認知障害（MCI）でMan-Tfが
有意に増加していた（Hoshi et al., 2021）．他のタウ
オパチーである前頭側頭型認知症（FTD），進行性
核上性麻痺（PSP）やシヌクレイノパチーであるレ
ビー小体型認知症（DLB），パーキンソン病（PD）
では有意の増加は認められなかった．なお，この分
析のコントロールには， iNPHを用いた．因みに，
iNPHは AD病理を合併することがあるので，脳脊
髄液中 リン酸化タウ（p-tau）が 50 pg/mL以下の症
例のみを分析対象とした．

図 9.　Man-Tf 検出用の ELISA の開発および Man-Tf 濃度の測定
脳脊髄液中の Man-Tf を検出するためのレクチン ELISA 法を開発した．糖鎖構造の
異なる Tf 異性体を Tf 抗体（Tf-Ab）を固相化したプレートにアプライする（A）．マ
ンノース結合性レクチンである rBC2L-A を用いて検出したが，Man-Tf のみがシグ
ナルを与えた（B）．この方法を用いて以下の神経疾患における Man-Tf 濃度を測定し
た : 特発性正常圧水頭症（iNPH），軽度認知障害（MCI），アルツハイマー病（AD），
進行性核上性麻痺（PSP），前頭側頭型認知症（FTD），パーキンソン病（PD），レビー
小体型認知症（DLB）．多重検定は Kruskal-Wallis 法で行なった（Hoshi et al.，
2021 より引用）．
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10.　脳脊髄液中の Man-Tf と p-tau の相関

MCIおよび AD群で脳脊髄液中Man-Tf が増加し
ていたことから，神経細胞死のマーカーである
p-tau とMan-Tfの相関を調べた（Hoshi et al., 2021 ; 

Hoshi et al., 2022）．MCI および AD 群において
Man-Tfは p-tauと高い相関を示した（図 10A，B）．
一方MCIでは，Man-Tfは tau，Aβ40と中程度の相
関を示したが，ADでは全く相関がなかった（図
10C）．しかし，Aβ（特に Aβ42）の測定値は施設間
での標準化が難しいので，AβとMan-Tfの相関に
関しては慎重な解釈が必要である．

MCIと ADにおいて，Man-Tf と p-tauは高い相
関を示すが，両者の回帰直線の傾きはMCIより AD

でかなり急峻である（図 10A, B）．傾きは p-tau／
Man-Tfで表されるパラメーターである．p-tauは神
経細胞死を反映するので，細胞内のフェリチン鉄の
遊離をも反映する可能性がある．一方，神経細胞由

来のMan-Tfは強力な鉄結合力（Kd=1×10-20）によ
り，周囲の神経細胞を鉄毒性から守っている可能性
がある．すなわち，p-tau／Man-Tf（商）の分子（p-tau）
は鉄の神経毒性を反映する一方で，分母（Man-Tf）
は神経保護能を反映するパラメーターかもしれな
い．事実，control（MMSE >27），MCI，AD の各
群での p-tau／Man-Tfの平均値は 1 : 1 : 2となり
ADのみが増加を示す．MCIでは controlより有意
に p-tauが増加するが，これに対応してMan-Tfも
増加して細胞死を防いでいるのかもしれない．一方，
ADでは p-tauの増加が顕著となり Man-Tfによる
保護能力を超えるためにさらなる細胞死が惹起され
る可能性が考えられる．今後，各 Tf異性体の鉄飽
和度を解析し，神経保護能の解析をおこなう予定で
ある．

11.　Man-Tf と p-tau の蛍光二重免疫染色

Man-Tf増加と p-tau病理との関連が示唆された

図 10.　Man-Tf と AD コアマーカーの相関
 MCI および AD 群における髄液中 Man-Tf と p-tau，tau，Aβ40, Aβ42 濃度および
Aβ42/Aβ40 比の相関を調べ，スピアマンの順位相関係数を求めた（rs）．MCI，
AD 群では Man-Tf は p-tau と良い相関を示した（A, B）．しかし，MCI 群では，
Man-Tf は tau, Aβ40 と中等度の相関を示したが，Aβ42 濃度および Aβ42/Aβ40
比とは有意の相関を示さなかった（C）．AD では Man-Tf は p-tau 以外のマーカーと
相関を示さなかった（Hoshi et al., 2021 ; Hoshi et al., 2022 を一部改変して引用）．
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ことから，AD脳切片における p-tauおよび Tfの局
在を蛍光二重免疫染色にて調べた（Hoshi et al., 

2021）．AD脳ではコントロール脳に比べて神経細
胞での抗 Tf抗体シグナルの増加傾向が見られた（図
11A, C）．強拡大図では，一部の神経細胞が抗 p-tau

抗体で染色されたが，このシグナルは Tfシグナル
と共局在していた（図 11B, D）．すなわち，両マー
カーを同時に発現している神経細胞の存在が示され
た．抗 Tf抗体は糖鎖異性体を区別しないが，神経
細胞が持つ TfはほとんどがMan-Tfであることか
ら，p-tau陽性細胞がMan-Tfを発現することが示
唆された．この現象は脳脊髄液中の Man-Tfと
p-tau濃度の増加が相関することと consistentと考
えられる．

12.　診断マーカーとしての Man-Tf

MCIと AD群に対するマーカーの診断感度・特異

度を検討した．各疾患群における p-tau値（図
12A）および p-tau x Man-Tfの積（図 12B）をプロッ
トした．コントロールとしては iNPHを用いた．
MCI診断に対して，Man-Tfは単独では感度が低かっ
た．一方 AD診断に対して，p-tauは単独では特異
度が低かった．p-tau x Man-Tfの積はコントロール
と MCI・AD群を高い精度で鑑別した（図 12C） 
（Hoshi et al., 2021）．

13.　Man-Tf と小胞体ストレス反応

分泌タンパク質は小胞体内で翻訳された後，全て
の糖鎖付加部位に高マンノース型糖鎖が付加され
る．分泌タンパク質が小胞体内で正しい立体構造を
持たない場合には，細胞内のマンノース結合レクチ
ン／シャペロン複合体（calnexin/calreticulin com-

plex）により認識されて再フォールディングを受け
る．従って，細胞がストレスを受け misfolding pro-

図 11.　Tf と p-tau の蛍光二重免疫染色
 抗 p-tau 抗体（緑）および抗 Tf 抗体（赤）による海馬の二重染色を行なった．抗
Tf 抗体シグナルは AD 脳（A）でコントロール（C）よりやや増加していた．強拡
大図では，コントロール切片は抗 p-tau 抗体で染色されなかった（D）．一方，AD
脳においては p-tau と Tf シグナルの共局在が認められた（B）（Hoshi et al., 2021
より引用）．
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teinが増加した場合には高マンノース糖鎖がリガン
ドとなる再フォールディンプロセスが亢進する（小
胞体ストレス反応）．Tintoらは，小胞体ストレス反
応関連のタンパク質を neuroblastomaで高発現して
おくと Aβオリゴマーによる細胞死が抑制されると
報告している（Tinto et al., 2011）．AD病理では小
胞体ストレスのためにマンノース型糖鎖の代謝が活
発化され，Man-Tfを含めたマンノース型糖タンパ
ク質の増加を伴う可能性が考えられる．

14.　Tf 糖鎖異性体の先行研究について

谷口らは，脳脊髄液を SDS-PAGE後にブロット
を作製し，WGAレクチンにて染色した．Tfの移動
度に一致して WGAレクチン陽性バンドが検出さ

れ，ADでのシグナル低下を見出した（Taniguchi et 

al., 2008）．谷口らの解釈では，WGAが Tf上のシア
ル酸エピトープを認識しており，ADではシアル酸
が離脱するためにWGAシグナルが低下すると結論
している．一方，我々の分析では ADでシアル酸化
Tf （Sia-Tf）は低下しておらず上記のメカニズムは
確認できなかった．確かにWGAがシアル酸を持つ
糖鎖に結合するとの報告がある（Peters et al., 

1979）．一方で，NEDOのヘクトバイヘクト・プロジェ
クト（https://acgg.asia/lfdb2/）では，フロンタルアフィ
ニティークロマトグラフィー（Tateno et al., 2007）
により，100種類の糖鎖と 100種類のレクチンの相
互作用を網羅的に解析し，WGAの GlcNAcに対す
る高い親和性を示した．また，板倉らは，キチン
（GlcNAcのポリマー）結合性レクチンを系統的に解

図 12.　Man-Tf，p-tau，および p-tau x Man-Tf の診断能
 図 9C に 示 し た Man-Tf 値, p-tau 値（A） お よ び Man-Tf x p-tau の 積（B） を
iNPH，MCI および AD, その他のタウオパチーである進行性格上性麻痺（PSP）お
よび前頭側頭型認知症（FTD），またシヌクレイノパチーであるパーキンソン病（PD）
およびレビー小体型認知症（DLB）で比較した．多重検定は Kruskal-Wallis 法で行
なった．また，MCI および AD に対する診断能を示した（C）: sensitivity （感度）, 
specificity （特異度）, AUC, cutoff 値を示した（Hoshi et al., 2021 より引用）．
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析して，WGAの GlcNAcへの結合性を示している
（Itakura et al., 2017）．我々の Tf 糖鎖解析では
GlcNAc末端糖を持つ異性体が20%含まれている（図
4）．この中にWGAと強く結合する糖鎖異性体があ
り，そのシグナルの減少が谷口らにより検出された
のかもしれない．今後，WGAが認識する Tf糖鎖の
構造を確定することが重要である．

15.　中枢神経系以外での糖鎖異性体の利用

胎児の発生・分化過程において糖鎖は劇的に変化
する．糖鎖の多くは細胞外に存在することから細胞
間相互作用に働くと考えられている．この胎児性の
分化抗原を調べる過程で，成体には見られない糖鎖
抗原の存在が示され，後にこれが癌関連抗原である
ことが明らかとなった（がん胎児性糖鎖抗原）
（Kailemia et al., 2017）．代表的な例は，膵癌マーカー
の CA19-9抗原である．CA19-9はルイス血液型の
α型糖鎖（Lea）がシアル酸化された糖鎖異性体で
ある（SLea）．また，この糖鎖抗原は癌の血行性転
移を仲介すると考えられている （Berg et al., 1991）．
本来，この糖鎖を介した細胞接着は白血球の血管外
遊走メカニズムの解析過程で明らかにされた（Walz 

et al., 1990）．すなわち，炎症時には，白血球上の
SLeaや SLex（前者のアイソマー）糖鎖が，血管内
皮 上 の レ ク チ ン（E-セ レ ク チ ン／ELAM-1 : 

endothelial cell leukocyte adhesion molecule-1）によ
り認識される．この糖鎖による結合反応は，引き続
くインテグリン系による接着と血管外遊走に必須の
プロセスである．がん細胞はこれらのがん関連糖鎖
を発現することにより転移巣を形成すると考えられ
る．これらの糖鎖は成体でも発現するので厳密には
がん胎児性抗原とはいえないが，炎症という非生理
的条件で働く糖鎖認識である．
がんタンパク質抗原の糖鎖異性体により診断特異
性が増した例がある．例えば，αフェトプロテイン
（AFP）は典型的ながん胎児性抗原であり，肝癌マー
カーとして利用されてきた．しかし，肝炎や肝硬変
で上昇することがあり，診断特異性に問題があった．
一方，AFPの糖鎖の根元の GlcNAcにフコースが付

加する異性体がある．このフコースは Lens culina-

ris Agglutinin（LCA）レクチンにより検出可能であ
り，AFP-L3（AFP-Lectin III）画分と称される．
AFP-L3はがん特異性が高いので臨床で広く利用さ
れている（Taketa et al., 1990）．以上の例に限らず，
がん抗原の半数以上が糖鎖（異性体）抗原であり，
その多くはがん胎児性抗原である（Kailemia et al., 

2017）．

16.　糖鎖異性体の今後の展望

最近のグライコプロテオミクス（糖鎖付加位置の
情報を含む構造解析）の手法により脳組織の糖鎖発
現が極めてユニークであり，脳の部位による差も著
しいことが示されている．糖鎖異性体が複雑かつ多
様な神経系細胞のマーカーとなり，さらにはその機
能的意義が明らかになることを期待している．
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Transferrin biosynthesized by neurons is a diagnostic marker for Alzheimer’s disease

Yasuhiro Hashimoto1）, Takashi Saito2）, Yoshiki Yamaguchi3）, Takashi Honda4）

1）Department of Neurosurgery, Fukushima Medical University School of Medicine 
2）Department of Neurocognitive Science, Institute of Brain Science,  

Nagoya City University Graduate School of Medical Science 

3）Division of Structural Glycobiology, Faculty of Pharmaceutical Sciences,  

Tohoku Medical and Pharmaceutical University 
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Glycosylation is a cell type-specific post-translational modification that can be used for biomarker identification in vari-

ous diseases.　Aim of this study is to explore glycan-biomarkers on transferrin （Tf） for Alzheimer’s disease （AD） in cere-

brospinal fluid （CSF）.　Glycan structures of CSF Tf were analyzed by ultra-performance liquid chromatography followed 

by mass spectrometry.　We found that a unique mannosylated-glycan is carried by a Tf isoform in CSF （Man-Tf）.　The 

cerebral cortex contained Man-Tf as a major isoform, suggesting that CSF Man-Tf is, at least partly, derived from the 

cortex.　Man-Tf levels were analyzed in CSF of patients with neurological diseases.　Concentrations of Man-Tf were sig-

nificantly increased in AD and mild cognitive impairment （MCI） comparing with other neurological diseases, and the levels 

correlated well with those of phosphorylated-tau （p-tau）, a representative AD marker.　Consistent with the observation, 

p-tau and Tf were co-expressed in hippocampal neurons of AD, leading to the notion that a combined p-tau and Man-Tf 

measure could be a biomarker for AD.　Indeed, levels of p-tau x Man-Tf showed high diagnostic accuracy for MCI and 

AD ; 84% sensitivities and 90% specificities for MCI and 94% sensitivities and 89% specificities for AD.　Thus Man-Tf 

could be a new biomarker for AD.
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