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慶應 医 学 ・81(2):T101～T113,2004

学 位 論 文

関節 リウマチに見出される新 しい自己抗体の対応抗原分析

および臨床的 ・病因的意義の解明

慶応義塾大学医学部内科学教室

  (指導:池 田康夫教授)

  野 島 崇 樹

(平成15年12月16日 受付)
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 全身性炎症性疾患である膠原病は多種類の自己抗体の

産生を特徴とする.こ れらの自己抗体は特定の疾患また

は臨床像と密接な関係を持っことが示され,疾 患のマー

カーとして診断 ・病型分類や予後の推定 ・治療効果判定

など臨床的に有用とされる.さ らに自己抗体が認識する

対応抗原(自 己抗原)は,遺 伝子の複製,転 写,RNA

プロセシング,翻 訳などの生命現象に不可欠な酵素や調

節因子であることが明らかとなり,自 己抗原の分析は自

己抗体産生機序の解明,自 己免疫疾患の病因 ・病態の追

究のために重要と考え られる').

 関節 リウマチ(Rheumatoid Arthritis:RA)は,多

発関節炎を主症状とする全身性炎症性疾患で2),リ ウマ

トイ ド因子(RF)な どの存在 により全身性自己免疫疾

患として位置づけられているにもかかわ らず,他 の膠原

病のような疾患特異的自己抗体の報告は少なく,自 己免

疫現象とRAの 病因 ・病態 との関与 も明 らかになって

はいない3).

 本研究では,第 一 に検出感度の高 いHeLa細 胞を抗

原に用いた免疫 プロット法によりRA特 異 自己抗体の

検出を行 った4,5).さ らに,新 たな自己抗体が対応する

自己抗原遺伝子cDNAの クローニングを進め,そ の臨

床的 ・病因的意義を追求 した.

対象ならびに方法

1.対 象

 対象は教室の膠原病患者136例,(ア メ リカ リウマチ

協会(ARA)のRA改 訂分類基準6)を 満たすRA患 者

64例,RA以 外の膠原病72例(ARAの 改訂分類基

準7)を満たす全身性エ リテマ トーデス(SLE)36例,

ARAの 分類予備基準8)を満たす強皮症(SSc)18例,

Bohanら の診断基準9)を満たす多発性筋炎および皮膚筋

炎(PM/DM)18例),健 常人9例 の保存血清を用いた.

2.HeLa細 胞 を 抗 原 に 用 い た 免 疫 プ ロ ッ ト法

 HeLa細 胞(1検 体 当 た り1×106個)をTris-

Bufferd Saline (TBS,10mM Tris-HCI,150 mM

NaCl, pH7.5)で1回 洗 浄 後, sodium dodecyl-

sulphate(SDS)sample buffer(62.5 mM Tris-HCI,

2% SDS,5% 2-mercaptoethanol,10% glycerol,

0.005%bromophenol blue, pH 6.8)を 加 え,超 音 波

破 砕 器 で 破 砕 し た.こ のHeLa細 胞 抽 出 物 を5分 間

100℃ で 加 熱 し,SDS-10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で

電 気 泳 動 後,Towbinら の 方 法10)に 従 い,ニ トロ セ ル ロ ー

ス 膜(...,Schleicher&Schuell社, Dassel,

Germany)に 転 写 し,2%(W/V)ス キ ム ミル ク(森

永 乳 業,東 京,日 本)/TBS溶 液 で ブ ロ ッ ク し た.こ の

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を5mm幅 の 短 冊 型 に 切 り, TBS一

 本 論 文 は,Nojima T, Kamata M, Matsunobu T, Kimura M, Mimori T, Matsumura M, Fujii T and Akizuki M:Detect

ion of autoantibodies in sera from patients with rheumatoid arthritis. Jpn J Rheumatol 6:189-200,1996の 一 部 を 含

む.
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NP40(TBS,0.05%Nonidet P-40)で 希 釈 し た 被 験 血

清(1:50)と4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た.こ れ をTBS-

NP40で4回 洗 浄 し た 後,ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識

抗 ヒ トIgGヤ ギ 血 清(Promega社, Madison, WI, USA,

1:7500希 釈)と 室 温 で1時 間 反 応 さ せ た.TBS-

NP40で3回 洗 浄 後,こ れ に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用

緩 衝 液(100mM Tris-HCI,100 mM NaCl,5mM

MgC12, pH9.5)50 ml, nitro blue terazolium(NBT)

330ｵ1(Promega社),5-bromo-4-chloro-3-indolyl・

phosphate(BCIP)165ｵ1(Promega社)を 加 え て 発

色 さ せ,抗 体 と反 応 す る 蛋 白 を 検 出 し た.

3.RA自 己抗 体 が 認 識 す る 自己 抗 原cDNAの ク ロー ニ

ング

 HeLa細 胞 由 来 の λgtll cDNAラ イ ブ ラ リ ー

(Clontech社, Franklin Lakes, NJ, USA)をYoung

とDavisの 方 法i')に準 じて ス ク リー ニ ング した.2種 類

のRA特 異 的 自己 抗 体(抗75 kD蛋 白,抗45 kD蛋 白

抗 体)陽 性 の3例 のRA患 者 等 量 混 合 血清 をTBSで1:

100に 希 釈 し,大 腸 菌Y1090菌 体 成 分 と反 応 させ 抗 大

腸 菌抗 体 を吸 収 した.λgtllcDNAラ イ ブ ラ リー フ ァー

ジ(1×104plaque forming unit:pfu)を50 mM硫

酸 マ グ ネ シ ウ ム 中 に浮 遊 させ た 大 腸 菌Y1090株(1×

109/ml)0.3 mlと37。Cで15分 間 保 温 して 感 染 さ せ,

50℃ に 融 解 した ト ッ プ ア ガ ー(0.7%バ ク トア ガ ー

(GIBCO-BRL社, Rockville, MD, USA)添 加Luria-

Bertani's(LB)培 地(バ ク ト トリプ トン(GIBCO-BRL

社)10g,イ ー ス トエ ク ス トラ ク ト(GIBCO-BRL社)

5g, NaCl 10g/H、01000 ml))3mlを 加 え て,ア ンピ

シ リ ン(ABPC 50ｵg/ml)添 加 寒 天 プ レー ト(90 mm

径)上 に散 布 した.42℃ で3時 間 培 養 して 溶 菌 斑 を 形

成 後,プ レー ト表 面 に10mMイ ソプ ロ ピル β一D一チ オ ガ

ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド(IPTG, Roche Diagnostics社,

Basel, Switzerland)を 浸 した ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィル

タ ー(BA-85,82 mm径, Schleicher&Schuell社)

を の せ,さ らに37℃ で2時 間 培 養 を続 け,融 合 蛋 白 を

発 現 させ る と同 時 に フ ィル ター に転 写 した.こ の フ ィル

タ ーを ス キ ム ミル ク/TBS溶 液 で1時 間 ブ ロ ック した後,

上 記 の 大 腸 菌 吸 収RA混 合 血 清 中 で 室 温3時 間 反 応 さ

せ た.こ れ をTBS-NP40で4回 洗 浄 した 後,ア ル カ リ

ホ ス フ ァ タ ー ゼ標 識 抗 ヒ トIgGと 室 温 で1時 間 反 応 さ

せ た.TBS-NP40で3回 洗 浄 後,こ れ に ア ル カ リホ ス

フ ァ ター ゼ用 緩 衝 液50ml, NBT 330ｵ1, BCIP 165ｵ1

を加 え,抗 体 が 反応 す るプ ラー クを発 色 させ て検 出 した.

得 られ た陽 性 ク ロー ンは希 釈 して 同 様 の ス ク リー ニ ング

を 行 い,

製 した.

プ ラ ー クが100%陽 性 に な る まで 繰 り返 して精

4.DNAの 精 製

 陽 性 ク ロー ンを 含 む λフ ァー ジ1×105pfuを 大 腸 菌

Y1090株 に 感 染 後,ト ップ ア ガ ー を加 え てABPC添 加

ア ガ ロ ー ス プ レー ト上 に 散 布 し37℃ で12時 間 培 養 し

て 増 殖 さ せ た.SM緩 衝 液(100 mM NaCl,8mM

MgSO4,50 mM Tris-Cl,2%gelatin, pH 7.5)を 加 え

て 室 温 で5時 間 浸 透 して 溶 出 した フ ァ ー ジを,10%ポ

リエ チ レ ン グ リ コー ル,1M NaClを 等 量 加 え て 沈 殿 さ

せ,さ ら に フ ェ ノ ー ル ・ク ロ ロ ホ ル ム で λ フ ァ ー ジ

DNAを 回 収 した.精 製 した フ ァー ジDNAは 制 限 酵 素

EcoRI(宝 酒 造 社,東 京,日 本)で 切 断 し,1%ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 画,イ ンサ ー トDNAを 含 む ゲ ル を

切 り 出 し,ガ ラ ス粒 子 吸 着 法(Geneclean kit, Bio 101

社,Vista, CA, USA)でcDNAを 精 製 した.

5.DNAサ ザ ンプ ロ ッ ト法

 精 製 フ ァー ジDNAを 制 限 酵 素EcoRIで 切 断 し,1%

ア ガ ロ ース電 気 泳動 で分 画 した.0.4N NaOHを 転 写 バ ッ

フ ァー と して,こ の ゲ ル を2時 間 ナ イ ロ ンメ ン ブ レ ン

(Hybond-N+, Amersham Bioscience社, Piscataway,

NJ, USA)に ア ル カ リブ ロ ッテ ィ ン グを 行 い,ペ ル ォ

キ シ ダ ー ゼ で 標 識 した カ ル パ ス タ チ ン部 分cDNA(京

都 大 学 三 森 経 世 教 授 よ り供 与)と42℃10時 間 ハ イ ブ リ

ダ イ ズ さ せ,ル ミノ ー ル反 応 を用 い た化 学 発 光 に よ り検

出 した(ECLキ ッ ト, Amersham Bioscience社).

6.β ガ ラ ク トシダ ー ゼ(βGal)一 融 合 蛋 白の 誘 導

 上 記 に よ り精 製 した組 み換 え λgt 11フ ァー ジを 大 腸

菌Y1089に 感 染 させ,ラ イ ソゲ ン化 した.こ れ を32

℃ で 振 と う培 養 し,OD6。 。。m=0.5ま で増 菌 した 時 に15

分42℃ に温 度 を 上 げ,IPTG(終 濃 度:1mM)を 添 加

して さ らに37℃ で2時 間 培 養 し,ﾟGal一 融 合 蛋 白を 発 現

させ た.

7.ﾟGal一 融 合 蛋 白 の免 疫 プ ロ ッ ト法

 上 記ﾟGal一 融 合 蛋 白 をSDS sample bufferに 溶 解 し

て,5分 間100℃ で 加 熱 し,SDS-10%ポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ルで 電 気 泳 動 後,ニ トロ セ ル ロ ー ス膜 に転写 し,

ス キ ム ミル ク/TBS溶 液 で ブ ロ ッ ク した.こ の ニ トロセ

ル ロー ス膜 を5mm幅 の 短 冊 型 に切 り, TBS-NP40で

希 釈 した大 腸 菌 吸 収 被 験 血 清(1:100)と4℃ で 一 晩

反 応 させ た.こ れ をTBS-NP40で4回 洗 浄 した後,ア

一T102一
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ル カ リホ ス フ ァ ター ゼ標 識 抗 ヒ トIgGと 室 温 で1時 間

反 応 させ た.TBS-NP40で3回 洗 浄 後,こ れ に ア ル カ

リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 緩 衝 液50ml, NBT 330ｵ1, BCIP

165ｵ1を 加 え て 発 色 させ,多 数 の 膠 原 病 患 者 血 清 を 用

いて 同 様 の 方法 で βGaL融 合 蛋 白 と の反 応 性 を検 討 した.

陽 性 コ ン トロ ー ル と して,1次 抗 体 に マ ウ ス 抗 βGal抗

体(Promega社,1:5000希 釈),2次 抗 体 に アル カ リ

ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウスIgGヤ ギ 血 清(Promega

社,1:7500希 釈)を 用 い た.

8.DNAシ ー ク エ ン ス 法

 陽 性 ク ロ ー ンRA5, RA9, RA21の 部 分cDNA

(EcoRI切 断 済)を, M13mp18RF-DNA(宝 酒 造 社)

のEcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら の 組 換

えDNAを 大 腸 菌JMIOI株 に 感 染 さ せ 得 ら れ た1本 鎖

DNAでSangerら のdideoxy法12)に よ り 修 飾T7DNA

ポ リ メ ラ ー ゼ(Sequenase, Amersham Bioscience社)

を 用 い て,塩 基 配 列 を 決 定 し た.得 られ た 塩 基 配 列 お よ

び 推 定 ア ミ ノ 酸 の 相 同 性 の 検 索 はGenBank(NCBI:N

ational Center for Biotechnology Information,

Rockville Pike, Bethesda, MD, USA)のDNAデ ー タ

ベ ー ス と照 合 した .

9.抗 サ イ トケ ラ チ ンーis(CK-18)抗 体 陽 性 例 の 臨 床

的 特 徴 の検 討

 RAに お け る,抗CK-18抗 体 陽 性 例 と 陰 性 例 を 層 別

化 し,臨 床 的 特 徴 に 統 計 的 有 意 差 が あ る か ど う か,

Fisherの 完 全 確 率 を計 算 し比 較 検 討 した.

10.健 常 人 末 梢 血mRNA由 来cDNAの 合成

 健 常 人 協 力 者 よ り採 血 した 末 梢 血 を,Ficoll-Paque

(Amersham Bioscience社)を 用 い て 有 核 細 胞 と して

回 収 し,細 胞 の全RNAをTRIzol(Life Technologies

社,Gaithersburg, MD, USA)を 用 い て抽 出 した.1ｵg

の 全RNAを ス ーパ ー ス ク リプ トIIRNAaseH逆 転 写 酵

素(Gibco-BRL社)と 反 応 さ せ て,ヒ ト末 梢 血cDNA

を合 成 した.

11. c-myc far upstream element binding protein

(FBP)全 長cDNAの 分 離 な ら び に 発 現 ベ ク タ ー

pMAL-C2Xへ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

 FBP全 長cDNAを 得 る た め,上 記10の ヒ トcDNA

をtemplateと し,既 報 のFBP mRNA13)の オ ー プ ン リー

デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 むFlとF2(第1表)を プ ラ イ

マ ー に 用 い,Expand TM High Fedelity PCR System

(Roche Diagnostics社)に よ り,94℃2分 反 応 後,94

℃30秒(デ ィ ネ ー チ ャ ー 反 応),64℃1分(ア ニ ー リ ン

グ),68。C3分(エ ク ス テ ン シ ョ ン),30サ イ ク ル の

PCR反 応 をT3 Thermocycler(Biometra, Whatman

社,Goettingen, Germany)で 行 っ た.さ ら に, nested

PCRを 行 う こ と で(PCR条 件 は 上 記 と 同 様), FBP-A

(192-975),FBP-P(897-1,978), FBP-L(393-2,226)

の 部 分cDNAを 作 成 した(第1図) .な お,そ れ ぞ れ の

プ ラ イ マ ー セ ッ トは,5'側 にXbalリ ン カ ー,3'側 に

Hindlllリ ン カ ー を っ け(第1表),合 成 さ れ た 部 分

1纏一25
  185                 1432

  一 λ瑛11,剛㎜)
8                                   2227'_

.._..F..II

 192           975

AF ﾄ

縦〕7 1978

FBP-P

説 2226

第1図c-myc far upstream element binding protein

 (FBP)遺 伝 子 の 構 造 とPCR産 物. FBP遺 伝 子 は 全 長

 2,325bp,27-1,961がopen reading frameで, DNA結

 合 部 位 で あ るKHomologyを4箇 所 に認 め る.ク ロ ー ニ

 ン グ で 確 認 した λgtll phage(RA9)はFBP遺 伝 子 の

 185-1,432を コー ドして い た.FBP-fullをPCR増 幅 し,

 さ ら に3種 の 部 分cDNA(FBP-A, FBP-P, FBP-L)を

 nested PCRで 増 幅 し, pMAL-C2Xへ の サ ブ ク ロー ニ ン

 グに使 用 した.

第1表FBP-cDNAのPCR増 幅 に用 い た プ ライ マ ー

position 5'-primer 3'-primer

full(8-2227)

FBP-A(192-975)

FBP-P(897-1978)

FBP-L(393-2226)

FI CGGCTCTTATAGTGCAACCA

AI CCTCTAGAAATGACTATGGTTATGGGGGAC

PI CCTCTAGAATAGGAAGAAATGGAGAGATGAT

LI CCTCTAGAATCTCACGCATACAACAGGAA

F2 ATCACAAAGCATCAACCACA

A2 GGAAGCTTTGCTATCCTTTCGGGTGTTGT

P2 GGAAGCTTCACACAATGAAGCAAATACTG

L2 GGAAGCTTATCACAAAGCATCAACCACAT

一T103一
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cDNAが 発 現 ベ ク タ ーpMAL・C2X(New England

BioLabs社, Beverly, MA, USA)のXbaI/Hindlll site

に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 場 合 にreading frameが 一

致 す る よ う デ ザ イ ン し た(第1図).

 得 ら れ たcDNAとpMAL-C2Xを, Xbal/HindlIIで

制 限 酵 素 処 理 し,T4 DNA ligase(MBI Fermentas社,

Hanover, MD, USA)を 用 い て ラ イ ゲ ー ト し,大 腸 菌

DH5α コ ン ピ テ ン トセ ル(GIBCO-BRL社)に 加 え て,

形 質 転 換 さ せ,100ｵg/ml ABPC添 加LB寒 天 プ レ ー

トに ま き,陽 性 ク ロ ー ン を 獲 得 した.

ia.免 疫 プ ロ ッ ト法 によ るFBP融 合 蛋 白 の発 現 の確 認

 11で 得 られ た 陽 性 ク ロ ー ンをABPC添 加LB培 地

20mlで37。C振 撮 培 養 し, OD600。m=0.5ま で 増 菌 し た

時 に,IPTG(終 濃 度:1mM)を 添 加 して,さ らに37

。Cで2時 間 培 養
,マ ル トー ス結 合 蛋 白(MBP)と の 融

合 蛋 白 を 発 現 さ せ た.免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ り,MBP-

FBP融 合 蛋 白 とRAプ ロー ブ血 清 との 反 応 を 検 討 した.

Mr

94kD一 燃

67kD一 麟

    RA patients
-1 2 3 a 6 6 7 8 9 10/112131616161718/920

     畷43kD=

30kD一 聯

畷
盤
、

驚

Normal
-
1 2 」 4

  内璽

∵ ・璽 騨鱒糾 一75kD

雛 二60k45k:螺

驚

第2図.HeLa細 胞 を 抗 原 と した 免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ る 自

 己 抗 体 の 検 出.RA血 清20例 の 結 果 を 示 す.レ ー ン1-

 10は60kD蛋 白,レ ー ン6-14は45 kD蛋 白,レ ー ン

 13-20は75kD蛋 白 と特 異 的 な反 応 を 示 した.(Nojima

 Tet al:Jpn J Rheumatol 6:189-200,1996のfigure

 3を,許 可 を 得 て転 載).(Mr:分 子 量 マ ー カ ー)

13.MBP-FBP-A融 合 蛋 白(FBP-A)の 免 疫 プ ロ ッ ト

法

 FBP-Aを, SDS-10%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ルで 電 気

泳 動 後,ニ トロセ ル ロ ー ス膜 に 転 写 し,ス キ ム ミル ク/

TBS溶 液 で ブ ロ ック した.こ の ニ トロセ ル ロ ー ス 膜 を

5mm幅 の 短 冊 型 に切 り, TBS-NP40で 希 釈 した 大 腸

菌 吸 収 被 験 血 清(1:100)と4℃ で 一 晩 反 応 させ た.

これ をTBS-NP40で4回 洗 浄 した後,ア ル カ リホ ス フ ァ

タ ー ゼ標 識 抗 ヒ トIgGと 室 温 で1時 問反 応 させ, TBS-

NP40で3回 洗 浄 後,ア ル カ リホ ス フ ァ ター ゼ用 緩 衝 液

50ml, NBT 330ｵ1, BCIP 165ｵ1を 加 え て 発 色 さ せ,

多 数 の膠 原 病 患 者 血 清 を用 い て 同様 の方 法 で融 合 蛋 白 と

の反 応 性 を検 討 した .陽 性 コ ン トロー ル と して,1次 抗

体 に抗MBP家 兎抗 体(New England BioLabs社,1:

5000希 釈),2次 抗 体 に アル カ リホス フ ァ ター ゼ 標 識 抗

ウ サ ギIgG抗 体(Promega社,1:7500希 釈)を 用 い

た.

第2表 免疫 プロッ ト法によ り新 たに見出 された 自己抗 体

    の リウマチ性疾 患にお ける頻 度

症例数 抗60kD 抗45 kD 抗75 kD

     抗体    抗体    抗体

RA     (42)  15(36%)

SLE     (32)   1 (3%)

SSc      (10)    0 (0%)

PM/DM  (9)  0(0%)

健常人   (9)  0(0%)

10(24%)

o(oo)

o(oi)

o(oo)

o(oi)

8(19%)

0(0%)

o(oi)

i(11/)

o(oi>

14.抗FBP-A抗 体陽性例の臨床的特徴の検討

 RAに おける,抗FBP-A抗 体陽性例と陰性例を層別

化 し,臨 床的特徴 に統計 的有意差があるか どうか,

Fisherの 完全確率を計算 し比較検討 した.

結  果

1.HeLa細 胞 を抗 原 に用 い た免 疫 プ ロ ッ ト法

(Nojima T et al:Jpn J Rheumatol 6:189-200,1996

のtable lを 許 可 を得 て一 部 改 変 転 載)

 RA患 者 血 清42例 中33例(79%)で 様 々 なHeLa

細 胞 由来 の蛋 白 との反 応 が み られ た。 これ らの うち未 知

の抗 原 で あ る60kD蛋 白,45 kD蛋 白,75 kD蛋 白が

複 数 の血 清 に よ って 認 識 され,そ れ ぞ れ15例(36%),

10例(24%),8例(19%)と 高 頻 度 で あ っ た(第2

図).し か し,こ れ らの抗 原 は い ず れ も非RA血 清 お よ

び健 常 人 血 清 で は ほ とん ど認 識 され ず,わ ず か に60kD

蛋 白がSLE32例 中i例,75 kD蛋 白が 皮 膚 筋 炎9例 中

1例 で認 識 さ れ た(第2表) .

2.cDNAラ イ ブ ラ リーか らの ク ロ ーニ ン グ

 cDNAラ イ ブ ラ リー フ ァ ー ジ1×106個 の ス ク リー ニ

ン グに よ りRA患 者 混 合 血 清 と反 応 す る24個 の ク ロ ー

ンを 単 離 した.ス ク リー ニ ン グで 得 られ た ク ロ ー ンの

cDNAを,カ ルパ ス タ チ ンcDNAと の異 同 につ い て ハ
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野島 RAに おけ る新 しい 自己抗体の対応抗原分析

Mr RA5 RAg RA21

2i;総

鵬
4.4   ﾀ.

2.3一 雛魏

2.0/

0.56

壇鞍 内「囁

輪 繍 λΦ

/1」kb

   O.85kb
＼0 .7kb

第3図 プ ロー ブ 血 清 と反 応 す る 自 己抗 原 を コ ー ドす る

 cDNA.ス ク リ ー ニ ン グで 得 ら れ た 陽 性 ク ロ ー ンRA5,

 RA9, RA2「1のDNAをEcoRI処 理 後,ア ガ ロ ー ス電 気

 泳 動 で分 画 した.各 ク ロ ー ンの イ ンサ ー トcDNAは そ れ

 ぞ れ0.85kb,1.lkb,0.7kbで あ った.

イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い,24個 の ク ロ ー ン の う ち

4個 が カ ル パ ス タ チ ンcDNAで あ る こ と が 明 らか と な っ

た.ま た,カ ル パ ス タ チ ン以 外 の,cDNAク ロ ー ン に

っ い て 異 同 を 確 認 し た と こ ろ,3種 のcDNAク ロ ー ン

(RA5, RA9, RA21)が 確 認 さ れ,各 クmン の イ ン

サ ー ト は 各 々,0.85kb,1.l kb,0.7 kbで あ っ た(第3

図).

3.RAプ ロー ブ血 清 に よ る βGal一融 合 蛋 白 の反 応

 各 陽 性 ク ロ ー ンに よ り コ ー ドさ れ るcDNAよ り発 現

RA5

させ たﾟGal一 融 合 蛋 白 を抗 原 と して,ス ク リー ニ ン グに

用 い たRA患 者 混 合 プ ロー ブ血 清 と抗ﾟGal一 モ ノ ク ロー

ナ ル抗 体 を用 い免 疫 プ ロ ッ トを 行 った.ス ク リー ニ ング

で得 られ た陽 性 ク ロ ー ンRA5, RA9, RA21由 来 の融 合

蛋 白 は,RA患 者 混 合 プ ロー ブ血 清 お よ び抗 βGalモ ノ

ク ロ ー ナ ル抗 体 と反 応 す る こ とが 確 認 され た(第4図).

RA9 RA21

4.膠 原 病 患 者 血 清 に よ るﾟgal一 融 合 蛋 白 の反 応

 次 にあ らか じめ 大 腸 菌 抗 体 を吸 収 した膠 原 病 患 者 血 清

(RA 64例, SLE 36例, SSc 18例, PM/DM 18例)

お よ び健 常 人9例 と各 陽 性 ク ロ ー ンの 融 合 蛋 白 と の 反

A

B

C

惣 PtM・

     輔  ・  ぐ

ili塩
Amido

Black Blot

吹 PtM・

,4kD.押 塗
67kD一

1:1:=輪
   轡 痴 激

  Amido

  Black Blot

Mr Pt Mo

《聯
撫
購

          .,
Amido

BIack I 23456丁B9101¶izI」14151617 ie田20α 一β一gal

FP-丁

擁
     B

          _..
Amido

Black 1274587991011121314151817W1910

FP- 一レ澱

94kD-

67kD-

43kD一

30kD一

Amido

Black Blot

第4図 免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ る βgaト融 合蛋 白 とプ ロー ブ血

 清 と の反 応.精 製 した 陽性 ク ロー ンRA5, RA9, RA21よ

 り発 現 さ せ たﾟGal一 融 合 蛋 白 を 抗 原 と して,ス ク リー ニ

 ン グ に用 い たRA患 者 混 合 プ ロ ー ブ血 清 と抗 βGalモ ノ

 ク ロ ー ナ ル 抗 体 との 反 応 が 確 認 さ れ た.(Pt:RA患 者 混

 合 プ ロ ー ブ血 清,Mo:抗ﾟ一Galモ ノ ク ロー ナ ル抗 体)

x.

哨

驚 購

晦

調

搾∵

ぐ

         RA21
Amido
Black l z34587BOiont2131415ie1718102021zza一ﾟ一gal
      榊'   唖憎糊 」'

悼'≦謬幣

  ご成曇

n 

耗

庶

第5図 免疫 プロ ット法 によるRA5, RA9, RA21融 合蛋

 白 とRA患 者血 清 との反応.大 腸菌 で吸収 したRA患 者

 血清 と陽性 ク ロー ンの融 合蛋 白との反応性 を免疫 プロ ッ

 ト法 で検討 した.(A)RA5融 合蛋白 はRA患 者10例 と

 反応 が確認 され た(lane 1-10).(B)RA9融 合蛋 白はプ

 ローブ血清1例 が反応 したのみであ った(lane 1).(C)

 RA21融 合蛋 白は多 くのRA患 者血清 との反 応が確認 さ

 れた(lane1-iz).(FP:融 合蛋 白)
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第3表 膠原病患者血清 のﾟgal一融合蛋白 との反応性

症例数 RA5 ... RA21

RA5     1  ESK工REHLEKKGPQVRDWSITYFKI工EDLRAQIFt�TVDNAR工VLQIDNARLAADDFRVKY  60

cx-is: ros

(64)

(36)

(is)

(18)

(9)

10(16%)

o(o/>

0(0°0)

1(6%)

0(0%)

1 ( 2%)  23(36°0)

1 (3%)   9(25%)

0(0%)  2(11%)

0 (000/a)   4(22%)

0(0%)  0(0%)

ESKIREHLEKKGPgVRDWSITYFKI工EDLRAQIFANTVDNARIVLQ工DNARLAADDFRVKY  168

RA

SLE

SSc

PMjDM

健常人

RA5     61  ETELAMRRSVENDIHGLRK  79

CK-18: 169 ETELAMRQSVEND IHGLRKV工DDTN正TRLQLETE工EALKEELLFMKKNHEEEVKGLQAQI  228

CK-18= 229  ASSGLTVEVDAPKSQDLAKIMADIRAQYDELARKNREELDKYWSQQIEESTTVVTTQSAE  288

応 性 を免 疫 プ ロ ッ ト法 で 検 討 した.そ の 結 果,RA5融

合 蛋 白 はRA64例 中10例(16%)で 陽 性 と な り(第5

図A),SLE, SSc, PM/DMに 比 し高 頻 度 で あ っ た(第3

表).RA9融 合 蛋 白 は プ ロー ブに 用 い たRA 1例(2%)

と,SLE 1例(3%)の み が 反 応 した(第5図B,第3

表).RA21融 合 蛋 白 はRA 23例(36%), SLE 9例

(25%),SSc 2例(11%), PM/DM 4例(22%)が 陽

性 で,広 く膠 原 病 患 者 血 清 と反 応 した(第5図C,第3

表)

RA5

CK-18: 289

RA5 :241

233  YALVMEM QLNGILLHLESE  240

5.RA-5,9,21を コ ー ドす るcDNAの シ ー ク エ ン シ ン

グ

 RA-5,9,21の イ ン サ ー トcDNAの 塩 基 配 列 お よ び 推

VGAAETTLTELRRTVQSLEIDLDSMRNLKASLENSLREVEARYALQb(EQL:IGILLHLESE  348

LAQT-GRGQCQVQEYEALLYIKVKLEAEIATYRRLLEDGEDFSLGDALDSSNSIIQT工QKT  300

CK-18: 349  LAQTRAEGQRQAQEYEALLNIKVKLEAEIATYRRLLEDGEDFNLGDALDSSNSMQTIQKT  408

RA5  : 301  TT  302

CK-18: 409  TTRRIVDGKVVSETNDTKVCRH  430

第6図RA5と ヒ トサ イ トケ ラ チ ンー18(CK・18)の ア ミ

 ノ酸 配 列 の相 同性.RA5 cDNAよ り推 定 さ れ る ア ミノ酸

 配 列 はCK-18と95。6%の 相 同 性 を認 め た.塩 基 レベル で

 も97.0%の 相 同 性 を 認 め た.

第4表 抗CK・18抗 体陽性RAの 臨床特徴

抗CK-18抗 体

臨床特徴 陽性(10例) 陰性(54例) P値

男:女

発症年齢(歳)

罹病期間(月)

関節症状

 朝の こわば り(>1hr)

 腫脹関節数

 疹痛関節数

 レン トゲ ン変化

 Stage

 (1,II, III, IV)

 Class

 (1,II, III, IV)

関節外症状

 レイ ノー現象

 皮下結節

 血管炎

 間質性肺炎

 シェーグ レン症候群

検 査所 見

赤沈(mm/hr)

CRP(mg/dl)

貧血

RF陽 性

抗核抗体 陽性

 4:6

53.3±9.75

 ?0±60.9

6(60%)

0.63±0.48

3.75±4.24

7(70%)

2.00±1.00

(4,3,2,1)

1.40±0.49

(6,4,0,0)

1(10%)

1(10%)

1(10%)

o(oo)

2(20%)

44.8±4.24

2.37±1.79

2(20%)

9C90%)

4(40%)

 12:42

44.8±14.6

103±89.6

30(56%)

 0.8±1.42

 3.63±3.27

42(78%)

 2.57±1.21

(13,17,4,20)

 1.70±0.68

(23,24,7,0)

8(15%)

7(13%)

5(10%)

3(6�)

6(11%)

57.8±36.4

2.25±2.90

8(15%)

39(72%)

27(50%)

 n.s.

・ 11・

 n.s.

 n.s.

 n.s.

 n.s.

 n.s.

・ 11:

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.
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野 島IRAに お ける新 しい自己抗体の対応抗原分析

RA9  =  / NSN[)YGYGGQKRPしEDGDpPDAKKVAPpWSFGTQLPPh1HQQQRSVMTEEYKVPDGMVGF 60

FBP  』 54  NSWYGYGGQKRPLEDGDQPDAKKVAPQigDSFGTQLPPY田QgQRSVhiTEEYKVPDGMVGF ll3

RA9  . 61  11GRGGEOISRIQpESGCKIglAPDSGGLPERS6dlLTGTPESVQSdKRLLDQIVEKGRPA tzo

FBP    l 14  11GRGGEQISRIgpESGCKIQIAPDSGGLPERSCIILTGTPESVpSAKRLLDQIVRKGRPA l73

RA9  = izl  PGFHNGDGPG;JAVqEINIPASIWGLV工GKGGET工KQLQERAGVKSIVMIIIQDCPQNTGADKP iso

FBP  幽 174  PGFHHGDGPGN八VQEIMIPASKAGLVIGKGGETIKQLQERAGVKMVMIQDGPQNTG八DKP 233

RA9  1 工81  LR工TGDPYKVQQAKEMVLELIRDQGGFREVRNEYGSRIGGNEGID～ 「P工PRFAVGIVIGIL4 240

FBP  ' 234  しRITGDPYKVQQAKESIVLELIRDQGGFREVRNEYGSRIGGNEGIDVPIPRFAVGIVIGPoY 293

RA9  : 241 GESflKKIQNDAG4'RIQFKPDDGTTPERLAQITGPPDRCQNAAEIITDLLRSVQAGtiPGGP 300

FBP  : 294  GEIIIKKIQNT)AGVRIgFKPDDGTTPERIAQITGPPDRCQHAAEIITDLLRSVqAGNPGGP 353

RA9   301  GPGGRGRGRGgGMVtiWGPPGG[.QEF`IF工VPTGKTGLIIGKGGETIKSISQQSGdRIELgR 360

FBP   354  GPGGRGRCRGQGhl4tvl1GPPGGLQEFNFIYPTGKTGL工IGKGGEτIKSISQQSGAR工ELQR 41J

RA9  ' 36工 NPPPNADPNMKLFTIRGTPQQIDYARQLIEEKI 393

FBP  1 414  NPPPtiADPNMKLFTIRGTPQ9工DY.ARQLIEERI 446

Mr   Amide Black

脚      鐘内難 ・

プローブ血清  抗MBP抗 体

第7図RA9とc-myc far upstream element binding

 protein(FBP)の ア ミノ酸 配 列 の 相 同 性. RAg cDNA

 よ り推 定 さ れ る ア ミノ 酸 配 列 はFBPの ア ミノ酸 配 列 と

 100%の 相 同 性 を認 め た.塩 基 レ ベ ル で も100%の 相 同

 性 を認 め た.

RA2工

94kD一 撫

67kD-

43kD一

噸搬

レ

1 SSISSEQKPDDKYDALKEE4SPVPLTSHVGSTVKGGQNST,USTKYDVFRgLSLEGSGLG 60

γsynergin : 700 SSISSEQKPDDKYDALKEE.4SPVPLTSWGSTVKGGQNSTAASTKYDVFRQLSLEGSGLG 759

RA21        61 VEDLKDN'CPSGKSDDDF.へDFHSSKFSSINSDKSLGEKAVAFRHTKEDSASVKSしDLPSIG l20

γsynergin   760 VEDLKDNTPSGKSDDDFADFHSSKFSSINSDKSLGEKAVAFRHTKEDSASVKSLDLPS工G 8エ9

RA2【        121 GSSVGKEDSEDALSVQFD翻KLADVGGDLKHVMSDSSLDLPTVSGQ日PPへA 工70

含糖P-FBPP-FBP:含
L:MBP-FBP-L

M:MBP

APLM APLM APLM

第9図 免 疫 プロ ッ ト法 に よ るMBP-FBP融 合 蛋 白 とプ ロ ー

 ブ血 清 との 反 応.免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ るMBP-FBP融 合

 蛋 白 とプ ロ ー ブ血 清 との 反 応 で は,DNA結 合 部 位 で あ る

 Khomologyを2個 含 むFBPのN末 側 を コ ー ドす る

 MBP-FBP-A蛋 白(A)と 強 い 反 応 が 確 認 さ れ た が, C

 末 側 のMBP-FBP-P蛋 白(P),全 長 の約8割 を カ バ ー す

 るMBP-FBP-L蛋 白(L)は プ ロ ー ブ血 清 との 反 応 が 弱

 か っ た.

ysynergin   820 GSSVGKEDSEDALSVQFDAiKLADVGGDLKHVNSD3SLDLPTVSGOHPP.A;1 369

定 ア ミ ノ 酸 配 列 を,第6,7,8図 に 示 し た(第6,7,8

図).こ れ らの 配 列 に つ い てGenBankデ ー タ ベ ー ス と

の ホ モ ロ ジ ー サ ー チ を 行 い,RA5,9,21蛋 白 は そ れ ぞ

れ サ イ ト ケ ラ チ ン ー18(CK-18)且4), FBP,γsynergin

(APIγ 結 合 蛋 白)'5)と 考 え ら れ た 。

RA21

ysynergie

RA21

ysynergie

171 GSGSPSATSILQKKETSFGSSEVITMTSLSKVTTFVSEDALPETTFP.4LdSFKDTiPQTS 230

916 GSGSPSATSILQKKETSFGSSEylTNTSLSKVTTFVSEDALPETTFPALASFKDTIPQTS 975

231 EQKEYE?1RDYKDFI'KQDし 248

976 EQKEYEVRDYKDFTKQDL 993

第8図RA21とysynergin(APIy結 合 蛋 白)の ア ミノ酸

 配 列 の 相 同性. RA21 cDNAよ り推 定 さ れ る ア ミノ酸

 配 列 はysynerginの ア ミノ酸 配 列 と100%の 相 同 性 を認

 め た(但 し,配 列 の一 部 が 欠 失 して い た).

6.抗CK-18抗 体 陽性RAの 臨 床 特 徴

 抗CK-18抗 体 陽 性RA 10例 につ い て,臨 床 的 特 徴

を 向抗 体 陰性RA 54例 と比 較 検 討 した.有 意 差 こそ 無

い もの の,陽 性 例 の 発 症 年 齢 が 平 均53.3歳 と,陰 性 例

44.8歳 よ り や や 高 齢 で,陽 性 例 のStage16)が2.00±

1.00(陰 性 例2.57±1.21)と 骨 破 壊 が 進 行 して い な い

こ とが 確 認 され た.関 節 外 症 状 お よ び検 査 所 見 にっ い て

は,抗CK-18抗 体 陽 性 例 に 明 らか な特 徴 は認 め られ な

か っ た(第4表)。

7.免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ る .. ..融 合 蛋 白 とプ ロー

ブ血 清 との 反応 性

 免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ るMBP-FBP融 合 蛋 白 とプ ロ ー

ブ血 清 と の反 応 で は,DNA結 合 部 位 で あ るKhomol.

ogyを2個 含 むFBPのN末 側 を コ ー ドす るFBP-Aに

強 い反 応 が 確 認 さ れ た が,C末 側 のFBP-P,全 長 の約8

割 を カバ ーす るFBP-Lは プ ロー ブ血 清 との反 応 が弱 か っ

た(第9図).

8.膠 原病患者血清とMBP-FBP-A融 合蛋白(FBP-A)

との反応性

 大腸菌抗体 を吸収 した膠原病患者血清(RA64例,

一T107一



慶慮 医学 81巻2号(平 成16年6月)

Amido
Black 1 2 3

FP一

    4 5

帰 謬婁
 童 撫 婁

蘇
 夢

醸 妻

6 7 8 9 10111急1§141516a-MBP

欝

9.抗FBP-A抗 体陽性RAの 臨床特徴

 抗FBP-A抗 体陽性9例 について,臨 床的特徴を同抗

体陰性55例 と比較検討 したところ,有 意な検査所見と

して赤沈値が低いことが判明 した.ま た,有 意差は明ら

かでないものの,罹 病期間が短 く,Stageが 進行 してお

らず,CRP値 が低い傾向が認あられた(第5表).

考  察

第10図 RA患 者 血清 とMBP-FBP-A融 合蛋 白(FBP-A)

 との反応.免 疫 プ ロッ ト法 によ り,大 腸 菌抗体 を吸収 し

 たRA患 者 血清 にお いてFBP・Aと の反応 性が確 認 され

 た(lane 1-6).(FP:融 合蛋 白)

SLE27例)お よ び 健 常 人9例 とFBP-Aと の 反 応 性 を

免 疫 プ ロ ッ ト法 で 検 討 し た.そ の 結 果,FBP-Aは

RA64例 中9例(14.1%)が 反 応 し, SLE 1例(3.7%)

に比 し高 頻 度 で あ った(第10図).

 膠原病は血清中に自己のさまざまな細胞成分に対する

自己抗体を持っている.RAもSLE, SSc, PM/DMな ど

他の膠原病と同様に自己免疫現象をともなう自己免疫疾

患であり,従 来RAで はRFを 除 くと自己抗体検出率が

低 く,再 現性にも問題があ ったが,近 年RAに おいて

も種々の自己抗体が報告 されている.

1.HeLa細 胞を抗原に用いた免疫 プロッ ト法による

RA特 異自己抗体の検索

 今回の研究で ヒト由来のHeLa細 胞を抗原 とし,免

疫 プロット法 という高感度検出法を用いて自己抗体を検

第5表 抗FBP-A抗 体陽性RAの 臨床特徴

抗FBP抗 体

臨床特徴 陽性(9例) 陰性(55例) P値

男:女

発症年齢(歳)

罹病期間(月)

関節症状

 朝の こわば り(>1hr)

 腫脹関節数

 疹痛関節数

 レン トゲ ン変化

 Stage

 (1,II, III, IV)

 Class

 (1,II, III, IV)

関節外症状

 レイ ノー現 象

 皮下結節

 血管炎

 間質性肺炎

 シェー グレン症 候群

検 査所見

 赤沈(mm/hr)

 CRP(mg/dl)

 貧血

 RF陽 性

 抗核抗体陽性

 4:5

49.7±15.4

60.1±43.9

6(67%)

0.55±0.68

3.56±1.89

6(67%)

1.89±0.99

(4,3,1,1)

1.55±0.49

(4,5,0,0)

0(0%)

1(11%)

0(0%)

0(0%)

1(11%)

18.6±7.54

1.11±0.90

2(22�)

6(67%)

5(56%)

 12:43

45.6±14.0

104.2±90.2

30(55%)

0.81±1.41

3.66±3.60

43(78%)

2.58±1.20

(13,17,5,20)

 1.67±0.69

(25,23,7,0)

9(16%)

7(13%)

6(11%)

3(6%)

7(13%)

62.6±34.1

2.47±2.94

8(15%)

41(75%)

26(47%)

 n.s.

 n.s.

・ 11:

 n.s.

 n.s.

 n.s.

 n.s.

 1!・

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

p<0.001

・ 11・

 n.s.

 n.s.

 n.s.
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索 したところ,RA患 者血清42例 中33例(79%)と

高頻度 に様々な自己抗体が検出された.こ のことから

RAもSLE, SSc, PM/DMな ど他の膠原病と同様に多彩

な自己免疫現象をともなう自己免疫疾患であることが確

認 された.従 来RAで 自己抗体検出率が低かったのは,

感度の低い検出法や主としてヒ ト以外の動物の臓器抽出

物を用いていたことに原因があるものと思われる.

 これまでに報告のない抗体として,未 知の60kD,45

kDお よび75 kD蛋 白に対する抗体がRAに 検出された

ことが注目された.こ れ らの抗体 はいずれ も非RA血

清ではほとんど検出されず,RA特 異抗体である可能性

が示唆された.抗60kD蛋 白抗体はSLE 32例 中1例,

抗75kD蛋 白抗体は皮膚筋炎9例 中1例 に検出された

が,い ずれ もRAに おける出現頻度よ りも有意に低値

であった.こ の うち,抗75kD蛋 白抗体陽性の皮膚筋

炎例では,RA様 の骨破壊性関節炎を伴 っており,抗

75kD抗 体はRAに 特異的 と考えて差 し支えないと考

えられた.

 Mimoriら は, RA特 異的自己抗体(抗60 kD蛋 白抗

体)が 陽性とされた血清を用いて,そ れ らの対応自己抗

原をコー ドするcDNAの クローニングを行 い,60 kD

蛋白がカルシウム依存性中性プロテアーゼ(カ ルパイン)

の特異的内在性阻害蛋白であるカルパスタチンであるこ

とを突き止めた'7).さ らに,カ ルパスタチンへの自己抗

体の結合がカルパスタチンのカルパイ ン阻害活性を抑制

し,カ ルパインのプロテアーゼ活性を充進 させることに

よってRAの 病態に関与する可能性を示 した17,18).

2.RAに お け る特 異 自 己抗 体 の対 応 抗 原 ク ロ ー ニ ング

 今 回 プ ロ ー ブ と して 用 い たRA患 者 血 清(抗45 kD

蛋 白抗 体 お よ び抗75kD蛋 白抗 体 陽 性)と 反 応 す る こ

とが 確 認 され たRA5,9,21ク ロー ンは,そ れ ぞ れ サ イ

トケ ラ チ ン ー18(CK-18), c-myc FUSE一 結 合 蛋 白

(FBP),γsynergin(AP1γ 結 合 蛋 白)と 考 え られ た.ま

た,こ れ ら の ア ミ ノ酸 配 列 か ら推 定 され る分 子 量 よ り

CK-18は 抗45 kD蛋 白抗 体 の,そ してFBPは 抗75 kD

蛋 白 抗 体 の 対 応 抗 原 と考 え られ た.

 これ まで にRAに 特 異 的 に 出 現 す る 自 己抗 体 と して,

抗Hat-1抗 体19),抗RA33抗 体20),抗Sa抗 体21),抗 カ

ル パ ス タチ ン抗 体17),抗 フ ィ ラ グ リ ン/CCP抗 体22.23),

抗gp130-RAPS抗 体24),が 報 告 され て い る.抗RA33

抗 体 はhnRNPの 構 成 成 分 で あ るA2蛋 白(33 kD)蛋

白 を 抗 原 とす る 自 己抗 体 で,抗Sa抗 体 はvimentinと

の 相 同 性 が 認 あ られ る50kD蛋 白 を 抗 原 とす る抗 体 で

あ る.抗 フ ィ ラグ リン/CCP抗 体 は サ イ トケ ラチ ン フ ィ

ラ メ ン トの 凝 集 に 関 与 す る フ ィ ラ グ リン(約40kD)

に対 す る 自己 抗 体 で,フ ィラ グ リ ン分 子 上 の シ トル リン

残 基(CCP)が 自 己 抗 体 の エ ピ トー プ と さ れ る.抗

gp130-RAPS抗 体 はinterleukin-6の シグナ ル 伝 達 物質

で あ るgp 130の ス プ ラ イ シ ン グバ リア ン トで 約50 kD

蛋 白 で あ る.ま た,抗Hat-1抗 体 は150 kD蛋 白を 抗 原

と して お り,我 々 が 示 した免 疫 プ ロ ッテ ィ ングで の 分子

量 な らび に ア ミノ酸 配 列 か ら類 推 さ れ る分 子 量 と は一 致

せ ず,抗 原 と して は異 な る もの と考 え られ た.

3.RA特 異的自己抗体の臨床的意義

 自己抗体の産生機序は自己免疫疾患の病因および発症

の基本的メカニズムと密接に関与 していると考えられて

いる.今 回検出されたRAの 自己抗体が認識する抗原

蛋白の機能を理解す ることは,RAの 病因および自己抗

体産生機序を理解する上で重要な意義を持っものと思わ

れ,CK-18, FBP, ysynerginに っいて,生 理的意義なら

びにそれ らに対する自己抗体の,RAに おける病因 ・病

態への関連について考案する.

 1)CK-18のRAに おける意義

 CK-18は 細胞骨格を形成する中間径 フィラメントで

あるケラチンファミリーの一っで,上 皮系細胞に広く発

現 し滑膜組織内の内皮細胞での発現が確認されている25).

サイ トケラチンは他の細胞骨格線維と密接に関連 しなが

ら,細 胞形態 ・細胞運動 ・細胞分裂を制御すると考え ら

れているが,滑 膜組織中でのCK-18の 生理的意義 にっ

いてはこれまで明 らかとはなっていない.

 抗ケラチ ン抗体 は間接蛍光抗体法によ りRA患 者血

清中に存在することが既に報告 されている26).牛の肝臓

より抽出 したCK-18を 用いたELISA法 により, RAお

よび変形性関節症患者(OA)に おける抗CK-18抗 体が

検討され,RA患 者ではIgA型 抗CK-18抗 体が39.6%

とOAに 比 し有意 に高頻度であると報告 されている27).

 我々が免疫 プロット法によ りヒトCK-18を 抗原 とし

たIgG型 抗 体を検出 した ところ, RA64例 中10例

(16%)が 陽性で他の膠原病ではほとんど検出されず,

RAに 特異性が高いと考えられた.

 抗CK-18抗 体陽性10例 にっいて,臨 床的特徴を同

抗体陰性例と比較検討 したところ,陽 性例の発症年齢は

平均53.3歳 と,陰 性例44.8歳 よりやや高齢で,陽 性例

の骨破壊のStageが2.00±1.00(陰 性例2.57±1.21)

と進行 していない傾向が見られた.し か し,関 節外症状

および検査所見にっいては,抗CK-18抗 体陽性例に明

らかな特徴 は認め られなかった.
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 RAで は滑 膜 組 織 に浸 潤 した炎 症 細 胞 か らの炎 症 性 メ

デ ィエ ー タ ー や セ リンプ ロ テ ア ー ゼ産 生,そ して滑 膜 組

織 か らの マ トリ ックス メ タロ プ ロテ ア ー ゼの 発現 に よ り,

軟 骨 組 織 の破 壊 が進 行 す る.軟 骨 細 胞 の細 胞 骨 格 蛋 白 の

分 解 や軟 骨 組 織 破 壊 の 際 に,抗 原 提 示 が行 な わ れ て い る

可 能 性 が あ る.ま た,CK-18はRAの 病 因 の一 つ と も

考 え られ て い るEBウ イ ル ス の 核 蛋 白p62と の ア ミノ

酸 相 同性 を2箇 所(ア ミノ酸 残 基13(62-74),15(54-

68)そ れ ぞ れ53.8%,53.3%)で 認 め て お り,こ れ ま

で に報 告 さ れ た 多 くの 自己抗 原 蛋 白 と ウイ ル ス 蛋 白 の ア

ミノ酸 相 同性 の 報 告 と同 様 に,ウ イ ル ス 蛋 白 との 交 差 反

応 が 自 己抗 体 産 生 の ト リガ ー に な る可 能 性 が 示 唆 さ れ

る27・28).

 RAで は従 来 の 抗 ケ ラ チ ン抗 体 と 同 時 に核 周 囲 因 子

(perinuclear factor)と 呼 ば れ る 自 己 抗 体 が 同 時 に 出

現 しや す い こ とが 知 られ て きた29).近 年 これ らの対 応 抗

原 と して サ イ トケ ラチ ンフ ィ ラメ ン トの凝 集 に 関 与 す る

フ ィ ラ グ リン(filaggrin)が 報 告 さ れ22),ア ル ギ ニ ンが

シ トル リ ンに 変 換 され た フ ィラ グ リ ン分 子 上 の シ トル リ

ン残 基(CCP)がRAの 自 己 抗 体(抗CCP抗 体)が 認 識

す るエ ピ トー プ と して重 要 で あ る と示 され て い る23).CK-

18の シ トル リ ン化 の有 無 は これ まで 明 らか に され て は お

らず,本 研 究 で 確 認 され た抗CK-18抗 体 と抗 フ ィ ラ グ

リ ン/CCP抗 体 との 関連 性 にっ いて は明 らか で は ない.

 2)FBPのRAに お け る意 義

 c-myc far upstream element binding protein

(FBP)は,前 癌 遺 伝 子c-mycの1.5kb上 流 に結 合 し,

c-myc蛋 白の 発 現 さ らに は細 胞 増 殖 を調 節 して い る30).

c-mycはRAの 関節 病 態 で 重 要 な 役 割 を 担 って お り, c-

mycの 発 現 を 調 節 す るFBPは,注 目 す べ き 自己 抗 原 で

あ る と考 え られ る.

 RAは 多 発 関 節 炎 を主 症 状 と し,滑 膜 細 胞 が 腫 瘍様 に

異 常 増 殖 す る こ とが特 徴 と され,こ の 異 常 増 殖 した 滑 膜

が軟 骨 や骨 を破 壊 す る と考 え られ て い る.滑 膜 異常 増 殖

の 原 因 と して,Myc, Rasな ど前 癌 遺 伝 子 の過 剰 発 現 が

示 唆 さ れ31),c-mycの ア ンチ セ ンス オ リゴヌ ク レオ チ ド

を用 い る こ とで,RAの 滑 膜 細 胞 に ア ポ トー シス を誘 導

す る と い う報 告 も あ り,RAの 滑 膜 組 織 で のc-myc発

現 調 節 は滑 膜 増 殖 を左 右 す る重 要 な役 割 を担 って い る と

考 え られ る32).ま た,RAの 関 節 内 軟 骨 細 胞 の ア ポ トー

シス の際 にc・mycの 発 現 を認 め る報 告 もあ り33), RAの

関 節 局 所 にお け るc-mycの 病 態 へ の 関 与,お よ び 自己

免 疫 現 象 との 関 連 が 注 目 され る.

 今 回 ク ロ ー ニ ン グ し たRA9はFBPの185-1432を

コ ー ドす る部 分cDNAで あ り,λgt11ラ イ ソゲ ン と し

て 発 現 したﾟgal融 合 蛋 白 を 抗 原 に用 い た免 疫 プ ロ ッ ト

で は,RA 1例, SLE 1例 に しか 反 応 性 が 認 め られ な

か った.し か し,PCRク ロ ー ニ ング を 行 い,192-975

を コー ドす るMBP-FBP-A融 合 蛋 白(FBP-A)を 抗 原

に用 い て 免 疫 プ ロ ッ トに用 い た と こ ろ,RA64例 中9

例(17%)に 反 応 性 が 確 認 さ れ た.FBPの185-1432

を コ ー ドす るRA9蛋 白 がRA1例(プ ロ ー ブ血 清 のみ)

しか反 応 して い な か っ た に もか か わ らず,RA9よ り も

短 い192-975を コ ー ドす るFBP-AがRA9例 と反 応 し

た理 由 と して,FBP-AのC末 端 が, DNA結 合 ドメ イ

ン(KHomology)を 途 中 ま で しか コ ー ドして お らず,

ドメ イ ンの構 造 が 変 化 す る こ とで新 た な エ ピ トー プが 出

現 した可 能 性 が 考 え られ た.こ の こ と は,シ ェ ー グ レン

症 候 群 の特 異 自己 抗 原 と して 知 られ るaフ ォ ド リンが,

240kDテ トラマ ー の 骨 格 蛋 白構 造 か らア ポ トー シス に

よ り限 定 的 に分 解 処 理 され る こと で抗 原 と して認 識 され

る こ とに類 似 して い る34).な お,今 回 作 製 したMBP-(F

BP-P,FBP-L)一 融 合 蛋 白 は 免 疫 プ ロ ッ トに お いて 標 準 血

清 と の反 応 性 が 弱 く,ま た他 の血 清 と の反 応 性 も弱 か っ

た た め陽 性 陰 性 の評 価 が 困 難 で あ った.

 抗FBP-A抗 体 陽 性9例,陰 性55例 で層 別 化 し,臨

床 所 見 を検 討 した と こ ろ,陽 性 例 で は赤 沈 値 が 有 意 に低

い こ とが 明 らか と な り,さ ら に罹 病 期 間 が 短 く,Stage

が 進 行 して お らず,CRP値 が 低 い 傾 向 が認 め られ た.

RAの 骨 破 壊 の病 期 を 表 すX線 所 見 のstagingに お い

て,stageI 17例 の 中 で4例(23.5%)が 陽 性 で あ り,

stageII以 上 の47例 中 で は5例(10.6%)と 頻 度 が 低 く,

抗FBP-A抗 体 陽 性 例 はRA骨 破 壊 病 態 の初 期,も し く

は軽 症 例 にお いて 見 出 され る 自 己抗 体 で あ る可 能 性 が 考

え られ た.す な わ ち,抗FBP-A抗 体 を 確 認 す る こ とで

骨 破 壊 の 進 行 の 遅 いRAサ ブ セ ッ トを見 極 め られ る 可

能 性 が あ り,RAに お け る初 期 治 療 を選 択 す る上 で 有 用

な 情 報 とな る可 能 性 が 示 唆 され た こ と は興 味 深 い.

 FBPはDNA helicase活 性 を も ち, DNA helicase

Vと 同一 蛋 白 で あ る こ とが 示 され て い る35).こ れ ま で に,

膠 原 病 患 者 に み られ る 抗DNA/RNA helicase抗 体 と

して,重 複 症 候 群 に お け る抗Ku(DNA helicase II)

抗 体36),皮 膚 筋 炎 に お け る 抗Mi-2(sNF2/RAD 54

helicase family)抗 体37),強 皮 症 に お け る 抗RNA

helicase II/Gu抗 体38),自 己 免 疫 性 肝 炎 に お け る抗

TIP49抗 体39),ル ープ ス 腎 炎 に お け る抗RNA helicase

A抗 体40)が 報 告 さ れ て お り,わ れ わ れ が 見 出 した 抗

FBP(DNA helicase V)抗 体 が6つ あ の 報 告 と な る

(第6表).
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第6表 膠原病患者にみ られ る抗DNA/RNA helicase抗 体

抗 原 膠原病 文 献

Ku(DNA helicase II)

Mi-2(SNF2/RAD 54 helicase family)

RNA helicase II/Gu

TIP49(DNA helicase)

RNA helicase A

FBP(DNA helicase V)

重複症候群

皮膚筋炎

強皮症

自己免疫性肝炎
ループス腎炎

RA

Mimori et al,1981

Seelig et al,1995

Valdez et al,1996

Makino et al,1998

Suwa et al,2000

Nojima et al

 FBPは 生命現象 に重要な役割 を持っDNA helicase

であるとともに,関 節での滑膜細胞増殖 や軟骨細胞ア

ポ トーシスの際に発現するc-mycの 調節因子である.

本抗体 のRAに おける臨床的意義 を明らかにするため

には,本 抗体陽性例の臨床経過を注意深 く観察するとと

もに,早 期RAに おける陽性頻度 ・臨床特徴の解析を

進め,RAの 活動性 ・臨床経過との関連を検討するたあ

に,定 量が可能なELISAの 開発が必要と考え られた.

 3)γsynerginのRAに お け る意 義

 γsynerginは, EHド メ イ ンを もっ 内 在 性 蛋 白 質 で,

細 胞 質 や ゴル ジ体 膜 のγア ダプ チ ン(AP-1を 構 成 す る サ

ブ ユ ニ ッ トの 一 っ)に 結 合 す る こ とか ら,ゴ ル ジ体 か ら

エ ン ド ソー ムへ の オ ル ガ ネ ラ間 の ク ラス リ ン/AP-1小

胞 輸 送 にお いて,重 要 な役 割 を担 って い る と考 え られ て

い る15).そ して,EHド メ イ ンを 有 す る こ とか ら,ク ラ

ス リ ンを 介 す るepidermal growth factor(EGF)受

容 体 の エ ン ドサ イ トー シス制 御 へ の 関与 が示 唆 され る41).

 γsynerginは ス プ ライ シ ン グバ リア ン トが 多 数 あ り分

子 量 は110-190kDと さ れ る が,ス ク リ ー ニ ン グ時 の

免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ るRA血 清 とHeLa細 胞 蛋 白 との

反 応 で は,110-190kDに 相 当 す る バ ン ド は8例

(19%)の み で あ った(data not shown). RA21を 用

い た検 討 で は,γsynerginに 対 す る 自 己 抗 体 はRAの

36%と 高 頻 度 に 検 出 さ れ て い る が,他 の 膠 原 病 に お い

て も11-25%に 検 出 さ れ,RAに お け る特 異 性 は低 か っ

た.γsynerginに 対 す る 自 己抗 体 が 膠 原 病 の 病 因 ・病 態

に ど の よ う に関 連 す るか は い ま の と ころ不 明 で あ る が,

サ イ トカ イ ン受 容 体 フ ァ ミリー の シグ ナ ル伝 達 を担 い,

軟 骨 細 胞 や血 管 内 皮 細 胞 で 強 発 現 して い るfps/fesチ ロ

シ ンキ ナ ー ゼ がγア ダ プ チ ン と発 現 局 在 を 同 じ くす る こ

と や,小 胞 輸 送 が ア ク チ ン細 胞 骨 格 の再 編 成 や細 胞 運 動

に影響 す るこ とよ り,γsynerginが 関節 炎局 所 で の滑 膜 ・

軟 骨 病 変 に関 与 す る可 能 性 が示 唆 さ れ,興 味深 い 自 己抗

原 で あ る と考 え られ た42).

総 括

 HeLa細 胞 を抗 原 に用 い た 免 疫 プ ロ ッ ト法 に よ りRA

特 異 自 己抗 体 の 検 出 を行 い,新 た な 自己抗 体 が対 応 す る

自 己抗 原 遺 伝 子cDNAの ク ロ ー ニ ング を進 め,そ の 臨

床 的 ・病 因 的 意 義 を 追 求 した.

 1.HeLa細 胞 抽 出 物 を 抗 原 と し た検 出 感 度 の 高 い 免

疫 プ ロ ッ ト法 を用 い た と ころ,RA患 者 血 清42例 中33

例(79%)で さ ま ざ ま なHeLa細 胞 由 来 の 蛋 白 と の 反

応 が み られ た.こ れ らの う ち,未 知 の 抗 原 で あ る60kD

蛋 白 は15例(36%),45kD蛋 白 は10例(24%),75

kD蛋 白 は8例(19%)と 高 頻 度 で,い ず れ も非RA膠

原 病 患 者 血 清 お よ び健 常 人 血 清 で は ほ とん ど認 識 され ず

新 しいRA特 異 自 己抗 原 と考 え られ た.

 2.RA特 異 自 己抗 体 と考 え られ る抗45 kD蛋 白 抗 体

お よ び 抗75kD蛋 白 抗 体 陽 性 のRA患 者 血 清 を プ ロ ー

ブ と して,対 応 自 己抗 原 遺 伝 子cDNAの ク ロ ー ニ ング

を行 っ た と こ ろ,3種 のcDNAク ロ ー ン(RA5, RA9,

RA21)が 分離 され, RA5,9,21蛋 白 は それ ぞれ サ イ ト

ケ ラチ ンー18(CK-18), c-myc FUSE結 合 蛋 白(FBP),

γsynergin(AP 1γ結 合 蛋 白)と 同 定 さ れ た.こ れ ら の

ア ミノ酸 配 列 か ら推 定 され る分 子 量 よ りCK-18は 抗45

kD蛋 白抗 体 の,そ してFBPは 抗75 kD蛋 白抗 体 の 対

応 抗 原 と考 え られ た.

 3.抗CK-18抗 体 はRA 10例(16%)に 陽 性 で,臨

床 的 特 徴 を 同抗 体 陰 性RA 54例 と比 較 検 討 した と ころ,

陽 性 例 の 発 症 年 齢 平 均53.3歳 は 陰 性 例44.8歳 よ り高 齢

で,陽 性 例 のStageが 平 均2で 比 較 的 骨 破 壊 が 進 行 し

て い な い傾 向 が 認 め られ た.

 4.抗..抗 体 はRA9融 合 蛋 白 に 対 し て はRAと

SLEの 各1例 しか 反 応 が 見 られ な か っ た.し か し,

FBPの192-975を コ ー ドす るMBP-FBP-A融 合 蛋 白 を

抗 原 に用 い て 免 疫 プ ロ ッ ト行 う と,RA 64例 中9例

(14%)に 反 応 性 が 確 認 され た.こ の 抗FBP-A蛋 白抗
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体 陽 性RA 9例,陰 性RA 55例 で層 別 化 し,臨 床 所 見

を 比 較 す る と,陽 性 例 で は赤 沈 値 が 有 意 に低 い こ とが 明

らか とな り,罹 病 期 間 が短 く,Stageが 進 行 して お らず,

CRP値 が 低 い傾 向 が 認 め られ た.

5.γsynerginに 対 す る 自 己 抗 体 はRA 23例(36%)

と高 頻 度 に検 出 され たが,他 の 膠 原 病 にお いて も検 出 さ

れ,RAに お け る特 異 性 は低 か った.

 本稿 を終 え るに あ た り,御 指導,御 校 閲 を賜 りま した 慶

1/[ :塾 大 学 医学 部 内科学 教 室,池 田康夫 教 授 に深甚 な る感

謝 の意 を表 します.ま た,本 研究 を直接 御 指導,御 助 言 い

ただ きま した三 森 経世 教授(京 都 大 学大 学 院 医学 研究 科 臨

床 免 疫 学),さ らに御協 力 いた だ きま した慶磨 義 塾 大 学 医

学 部 分子 生 物学 教 室 の清水 信 義教 授,蓑 島伸生 先 生,内 科

学 教室 リウマチ研究 室 の諸先 生 に心 よ り深 謝 い た します.
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