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A Novel Protein Highly Expressed in Testis Is Overexpressed in Systemic Sclerosis

             Fibroblasts and Targeted by Autoantibodies.

    (精巣 で高発 現す る新 規 蛋 白は強 皮症 線維 芽細 胞 で高発 現 し、 自己抗 体 の標 的 とな る)

安 岡 秀 剛

内容の要旨

 強皮症患者で検出されるほとん どの自己抗体は普遍的にすべての

細胞に発現する蛋白を標的とし、病変部に限局 した発現を示す蛋白

を標的とするものはこれまで同定されていない。我々は、精巣に高

発現する新規蛋 白PHET(protein highly expressed in testis)に対する

自己抗体が強皮症患者血清中に特異的に検出され、PHETが 強皮症線

維芽細胞で異所性に高発現していることを示した。

 強皮症患者血清を用いたcDNAラ イブラリーのスクリーニングによ

り、陽性クローン9pを 単離 した。9pは その塩基配列からUniGeneク ラ

スターHs.129872に 属する遺伝子 と考えられたが、特有のエクソンを

1つ 含む点が他のvariantと異 なった。正常組織パネルを用いたRT-

PCRで は9p mRNAが 精巣にのみ高発現したことから、 PHET(protein

highly expressed in testis)と名 付けた。抗PHET抗 体 は強皮症患者の

8.4%に 特異的に検出され、全身性エ リテマ トーデスおよび健常人で

は検出されなかった。抗PHET抗 体陽性例は広汎な皮膚硬化を伴 う

diffuse型お よび肺線維症 と関連 し、より強い線維化病態 との関連が

示唆された。

 抗PHET抗 体 は女性例でも検出され、またPHETは 癌 細胞株や形質

転換 した細胞株で高発現 されていたことか ら、強皮症の病変部皮膚

の線維芽細胞でPHETが 異所性に発現される可能性 を考えた。この仮

説を証明するため、強皮症病変部および他疾患の健常部皮膚由来の

培養皮膚線維芽細胞におけるPHETの 発現をmRNAお よび蛋白レベル

で検討 した。デンシ トメ トリーおよびTaqManTMを 用いた定量的PCR

では強皮症線維芽細胞におけるPHETの 高発現が確認 された。間接蛍

光抗体法ならびに免疫プロットを用いた蛋白レベルの解析でも強皮

症線維芽細胞の細胞質でPHETが 高発現 していた。更に、組織での

PHETの 発 現 をin situ hybridizationによ り検討 した ところ、 PHET

mRNAは 強皮症6例 中4例 で真皮深層の線維芽細胞および血管内皮

細胞に検出されたが、健常皮膚5例 には検出されなかった。

 以上の結果よ り、強皮症病変部線維芽細胞に発現 し、自己抗体の

標的 となる分子 としてPHETを 同定 した。また、本来は精巣に限局す

るPHETが 強皮症病変部に異所性に高発現することにより、自己抗体

産生が誘導 される可能性が示された。 したがってPHETの 異所性発現

は自己抗体産生と線維化 とい う強皮症に特徴的な2つ の現象を同時

に説明しうる可能性があることか ら、線維芽細胞におけるPHETの 発

現機構および機能的役割の追究により、強皮症の病態に迫ることが

できるもしれない。

論文審査の要旨

 強皮 症は線維化および微小血管障害を特徴とするが、自己抗体産

生 という免疫学的特徴を持つ。一方強皮症の線維化では線維芽細胞

が中心的役割を担っている。これまで線維芽細胞と自己抗体に関す

る研究は別々に検討 され、これ ら二つを同時に説明する機序の報告

はない。本研究では、強皮症患者血清を用いたcDNAラ イ ブラリーの

スクリーニングにより得 られたクローンの1つ がUniGeneク ラスター

Hs。129872に属 し、特有のエクソンを有するaltemative splice variantの

1つ で、正常組織では精巣のみに高発現することが示され、protein

highly expressed in testis(PHET)と 命 名された。また、抗PHET抗 体

は強皮症の8.4%で 特異的に検出され、広汎かつ強い繊維化病態との

関連が示された。更に培養皮膚線維芽細胞におけるPHET mRNAお よ

び蛋白の発現 レベルが検討 され、いずれも強皮症皮膚由来培養線維

芽細胞で高発現されることが示された。以上より抗PHET抗 体 は強い

線維化病態と関連 し、PHETが 皮 膚線維芽細胞で異所性に高発現され

ることにより免疫系に曝露され抗体産生が誘導されることが推測 さ

れ、線維化 と自己抗体産生の両方を説明 しうる抗原である可能性が

示唆された。

 審査では抗RNAポ リメラーゼ抗体陽性血清を用いたHepG2 cDNA

ライブラ リーのスクリーニングにつ き質問 され、当初RNAポ リメ

ラーゼ1!皿 の クローニングを目的として利用可能なライブラリーを

用いて行われたことが回答された。またPHETの 発現調節の検討のた

めにプロモーターの検討が必要となることから真のinitiation codonの

位置を明確にすることを指摘された。PHETが 限局型強皮症の線維芽

細胞で検出され うるか質問され、PHETが 癌細胞株などの増殖細胞に

発現する知見から、進行例では検出され うると回答 された。また抗

PHET抗 体が女性例においては"自 己"抗 体ではないのではとい う指

摘に対 し、PHETが レベルは低いものの精巣以外でも発現されている

可能性、およびその他のvariantが普遍的に発現され ることから自己

免疫 と考えてよいと回答された。また抗PHET抗 体陽性率が低いこ

と、線維芽細胞でPHETの 発現を認めるものの、抗体陰性となる理由

につき質問され、強皮症特異的 自己抗体の頻度も各20%前 後である

こと、今回の検出系はpar直alなfragmentを用いてお り、陽性率が過小

評価される可能性、およびPHETの 高発現によりcrypticなエ ピトープ

が出現しやすいが、HLAに よってPHETが 免疫系に提示 されず、抗体

産生が誘導されない可能性が回答された。

 以上のように、本研究はなお検討を要する点が残されてはいるも

のの、強皮症の病態を解明する上で重要な知見とな りうる可能性が

あ り非常に重要な研究であると評価された。
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