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研究成果の概要（和文）： 
抗β2-グリコプロテイン I (β2-GPI)抗体陽性の全身性エリテマトーデス(SLE)患者血清 IgG を
健常人末梢血単核球に添加すると，IL-1βや TNFαなどの炎症性サイトカインおよび，凝固促
進活性を有する組織因子の発現が誘導された。IL-1βや TNFαの刺激によって血管内皮細胞が
発現する CX3CL1は健常人血小板のコラーゲン粘着能を，CCL5は凝集能をそれぞれ亢進させ
た。これらのサイトカイン，ケモカイン，組織因子の発現はいずれも，新規 NF-κB 阻害剤
DHMEQ で抑制された。また，抗リン脂質抗体症候群(APS)のマウスモデルを作出し，患者血
清中の抗体または新たに作製したモノクローナル抗β2-GPI 抗体を投与することによって，血
栓形成傾向が誘導されることを確認した。モノクローナル抗β2-GPI抗体は 2本鎖(ds)DNA と
も交差反応し，SLEと APSの病態形成基盤の共通性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
IgG fraction of patients with systemic lupus erythematosus (SLE) who had anti-β2-glycoprotein I 
(β2-GPI) antibodies induced expression of inflammatory cytokines such as IL-1β and TNFα, and tissue 
factor with procoagulant activity on peripheral blood mononuclear cells from healthy volunteers. On 
vascular endothelial cells, IL-1β and TNFα induced CX3CL1 which in turn increased platelet adhesive 
activity to collagen, and CCL5 which induced platelet aggregation. Expression of these cytokines, 
chemokines and tissue factor was all suppressed by a novel NF-κB inhibitor DHMEQ. In addition, a 
mouse model of antiphospholipid syndrome (APS) was established in which prothrombotic status was 
induced by injection of anti-β2-GPI antibodies form patients or newly made monoclonal anti-β2-GPI 
antibody. The monoclonal antibody showed cross-reactivity with double-stranded(ds)DNA, suggesting 
the common mechanism playing a role in pathogenesis of SLE and APS. 
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１．研究開始当初の背景 
	 抗リン脂質抗体症候群(APS)は，動脈また
は静脈の血栓症と，流産，早産などの妊娠合

併症を主症状とし，β2-グリコプロテイン I 
(β2-GPI)やプロトロンビンなどのリン脂質
結合性蛋白質に対する自己抗体が検出され

る症候群であり，後天性の易血栓性疾患の中

では最も高頻度に認められる。APSによる血
栓症としては，脳梗塞，心筋梗塞，下肢深部

静脈血栓症，肺梗塞などが多く，稀には治療

に抵抗して多臓器に血栓が多発する劇症型

も存在する。 
	 本症候群における易血栓性の機序は複雑

で未だ不明の点も多いが，近年の研究により

抗β2-GPI 抗体が重要な働きを演じているこ
とが示唆されている。すなわち，抗β2-GPI
抗体は単球に結合すると組織因子の発現を

亢進して外因性凝固系を活性化すること,そ
れには MAP キナーゼの経路を介した転写因
子 NF-κB の活性化が必要であることなどが
報告されている。 
	 研究代表者らは，膠原病の病態形成におけ
る種々のケモカインの関わりについて研究
してきたが，その過程で APS では血清中の 
可溶性 CX3CL1(fractalkine)が高値を呈する
症例が多いことに気付いた。最近 CX３CL１
は血小板の粘着能を亢進させるという報告
や， CCL5(RANTES)が血小板凝集を誘発す
るという報告もあり，種々のケモカインが血
小板血栓の形成に重要な役割を果たしてい
る可能性が示唆される。また，研究代表者ら
は ， 独 自 に 開 発 し た NF-κB 阻 害 剤
(-)-dehydroxymethylepoxyquinomicin 
(DHMEQ)を用いて，NF-κB経路を阻害する
ことで，マウスのコラーゲン誘導関節炎の炎
症を軽減できること，破骨細胞の分化を抑制
して骨破壊を軽減できることを証明してき
た。 
 
２．研究の目的 
	 以上を踏まえて，本研究では，抗β2-GPI
抗体によって発現が誘導される種々のケモ

カインの血小板機能に及ぼす効果について

明らかにするとともに，それらのケモカイン

や単球における組織因子の発現を DHMEQ
で抑制できるか否かについて，下記の観点か

らを検討することを目的とした。 
(1) 患者血清中より抗β2-GPI抗体を精製し，
本抗体が単球に組織因子の発現を誘導

することを確かめる。 
(2) その結果として外因性凝固経路が活性
化することを確認する。 

(3) 抗β2-GPI 抗体が血管内皮細胞に作用し
て，種々のケモカインの発現を誘導する

ことを確認する。 
(4) そのようなケモカインが血小板の機能
を活性化するか否かを検討する。 

(5) 以上の，凝固系と血小板の活性化とを
DHMEQ で抑制できるか否かを明らか

にする。 
(6) DHMEQ の抗血栓効果を，in vivo 実験
モデルにおいても検証する。 

 
３．研究の方法 
(1)	 抗体	 

	 本研究は東京医科歯科大学医学部倫理査

委員会，東京医科歯科大学動物実験委員会,

および国立保健医療科学院動物実験委員会

の承認を得て実施した。	 

	 全身性エリテマトーデス(SLE)で，β2-GPI
依存性抗リン脂質抗体（抗β2-GPI抗体）陽
性の患者，および陰性の患者より末梢血を採

取し，血清を分離後，Melon-Gel (Thermo 
Fisher Scientific)を用いて IgG分画を得た。
一部は，CNBr-activated Sepharose 4B(GE 
Healthcare)にヒトβ2-GPI (Arotec 
Diagnostics)を結合させてカラムに充填し，
これを通すことによってβ2-GPI反応性抗体
を除去してから用いた。 
	 モノクローナル抗体は，(NZWxBXSB)F1
マウス脾細胞を，形質細胞株 SP2と融合させ，
カルジオリピンと牛胎児血清(FCS)を吸着さ
せた ELISAプレートに対する反応性を指標
として，IgGクラスの抗体産生クローンを選
別した。	 

	 

(2)	 抗β2-GPI抗体の単球に対する生物活性
の検討	 

	 健常人末梢血単核球は，Ficoll-Conray液を
用いて比重遠心法で分離した。組織因子の発

現はフローサイトメーター (EPICS XL, 
Beckman Coulter)を用いて CD14陽性細胞に
ゲーティングして解析した。組織因子の凝固

促進活性は，健常人血漿と単核球を浮遊させ

た PBSとの混合液の，Ca再加時間を測定す
ることで評価した。NF-κB阻害剤 DHMEQは
既報に従って合成し，DMSOに溶解して使用
した(Suzuki Y, et al. Tetrahedron 2004;60: 
7061-6)。ケモカインの発現は，RT－PCR法お
よび ELISA法にて定量的に評価した。 
 



(3) 抗β2-GPI抗体の血小板に対する生物活
性の検討 
	 クエン酸採血した健常人末梢血を 160 g，
15分間遠心して，血小板浮遊液を得た。これ
に 1 µM プロスタグランディン E1 (PGE1)を
加えて 800 gで 15分遠心し，血小板を PGE1

加 HEPES-Tyrode液に浮遊させて，37 ℃に
15分間静置した。この洗浄過程を再度繰り返
した後，血小板を 2 mM CaCl2加 Tyrode液
(pH 7.4)に浮遊させて実験に用いた。
CX3CL1と CCL5は Peprotechから購入し
た。ケモカインで刺激した血小板のコラーゲ

ンへの粘着活性は，既報に従って閉鎖循環系

の中で実施した(Okamura Y, et al. J Artif 
Organs 2006;9:251-8)。 
 
(4) APSの in vivoモデルの作出 
	 BALB/cマウス(雄)に，dorsal skinfold 
chamber (DSC)を既報にしたがって装着した
(Ushiyama A, et al. Microvasc Res 2004;68:147- 
52)。抗β2-GPI抗体を腹腔内に接種し，2時
間後に体重 1 gあたり 0.1 µgの Dylight 488標
識抗マウス GPIbβ抗体 (Emfret Analytics)を静
注して，イソフルラン吸入麻酔下で，正立蛍

光顕微鏡(BX50WI, Olympus)に固定した。
Continuum (Minilite I, Electro-Optics)を用いて
DSC内の小血管にパルスレーザーを照射し，
血栓形成過程を観察，録画した。 
	 抗β2-GPI抗体を腹腔内に接種したマウス
の活性化部分トロンボプラスチン時間

(APTT)は，クエン酸採血した血液から血漿を
分離して，APTT試薬（HemosIL APTT-SP, 
Instrumentation Laboratory）を加え，
Spectrozyme FXa (American Diagnostica)
を用いた発色法で測定した。 
 
(5) モノクローナル抗体の特異性の検討 
	 本研究で作製した抗β2-GPI抗体WB-6，お
よび既報の抗 dsDNA抗体 2C10の特異性は，
ELISAの直接法と阻害法で検討した(Kubota 
T, et al. J Biol Chem 1996;271:6555-61)。 
	 
４．研究成果	 

(1) 患者血清中の抗β2-GPI抗体の生物活性 
	 β2-GPI 依存性抗リン脂質抗体(抗β2-GPI 抗
体)陽性の SLE 患者血清 IgG を健常人末梢血
単核球に反応させると，組織因子(TF)の発現
が有意に増強した(図 1a)。このような効果は，
抗β2-GPI 抗体陰性の SLE 患者 IgG および，

健常人 IgG では認められなかった。さらに，
抗 β2-GPI 抗 体 陽 性 IgG の 効 果 は ，

β2-GPI-Sepharoseカラムを通して抗β2-GPI抗
体を吸収すると消失した。また，細胞にあら

かじめ DHMEQを添加しておくと，組織因子
の発現増強効果は消失した。 
 

 

 
図 1	 患者血清 IgG の単球に対する生物活性

(a)	 抗体を反応させた健常人末梢血 CD14 陽性

細胞をフローサイトメトリーで評価した組織

因子(TF)の発現率。	 

(b)	 抗体を反応させた健常人末梢血単核球の

浮遊液を混合した血漿の，Ca 再加時間で評価

した TF としての凝固促進活性。	 

*:	 normal	 IgGと比べて有意の上昇(p	 <	 0.05)	 

**:	 anti-β2-GPI(+)IgG と比べて有意の低下(p	 
<	 0.05)	 	 

 

	 上記の組織因子発現増強が，真に凝固系を

活性化することを確認するために，健常人血

漿に抗体を反応させた細胞を浮遊させて，カ

ルシウム再加時間を測定した。その結果，抗

β2-GPI抗体陽性 IgGを反応させた細胞を加え
ることにより，健常人血漿の凝固活性が有意

に亢進した(図 1b)。このような効果は，抗
β2-GPI 抗体陰性の SLE 患者 IgG および，健



常人 IgGでは認められず，また，DHMEQに
よって有意に抑制された。 
	 さらに，抗β2-GPI抗体陽性 IgGは，健常人
末梢血単核球に，IL-1βや TNFαなどの炎症性
サイトカインの mRNA発現を誘導したが，こ
のような効果もDHMEQによって抑制された。 
 
(2) ケモカインの血小板活性に対する効果 
	 ヒト臍帯由来血管内皮細胞株 HUVECおよ
び，ヒト脳小血管由来細胞株 HBMEC を，
IL-1βまたは TNFαで刺激すると，CX3CL1，
CCL5 などのケモカインの発現が誘導され，
これらもDHMEQによって抑制されることが
確かめられた。つぎに，ケモカインが血小板

の機能に及ぼす効果について検討した。フロ

ーチェンバー内で血小板浮遊液を循環させ

て，コラーゲンで被覆したガラス板に付着し

た血小板数を計測したところ，CX3CL1 は有
為に健常人血小板のコラーゲンへの粘着能

を亢進させることが観察された。一方，CCL5
は血小板凝集能を惹起することが，比濁法お

よび電子顕微鏡を用いた観察で確認された。 
	 以上の結果より，患者血清中の抗β2-GPI抗
体は単球を活性化して組織因子の発現を誘

導し，血漿凝固能を亢進させること，さらに

同時に産生される炎症性サイトカインが血

管内皮細胞に作用すると，血小板の粘着能や

凝集能を亢進させる活性のあるケモカイン

が放出されること，これらの抗β2-GPI抗体に
よって直接的および間接的にもたらされる

向血栓傾向は，いずれも NF-κB 依存性で
DHMEQ によって抑制されることが証明され
た。 
 
(3) APSの in vivoモデルの作出 
	 抗β2-GPI 抗体が APS において向血栓傾向
を生じる要因の一つであること，その効果の

いくつかは NF-κB 阻害剤 DHMEQ で抑制で
きることを in vivoで確認するために，マウス
を用いたモデルの作製に取り組んだ。図 2a
のように，正常マウス背部の皮膚に DSC と
よばれる軽いプラスチック製の器具を装着

し，生きたままの状態で動物に大きな苦痛を

与えることなく，皮膚の小血管を顕微鏡下に

観察できるようにした。このようなマウスに，

抗β2-GPI抗体陽性患者 IgG 300µgを 2回腹腔
内投与し，2 時間後に蛍光標識した抗血小板
抗体を静注して，DSCの窓から観察できる小
血管にパルスレーザーを照射すると，図 2b

に示すように血栓形成が観察された。無処置

マウスにレーザー照射しても血栓は形成さ

れ難かったため，抗β2-GPI 抗体は in vivo に
おいても向血栓傾向を誘導する効果がある

と考えられた。 
 

図 2 (a) 

 
 

図 2 (b) 

 

 

(4) モノクローナル抗β2-GPI抗体の作製 
	 さらなる検討を続けるために，患者 IgGを
使用していたのでは同一の評品を充分量入

手することが困難であるため，モノクローナ

ル抗β2-GPI抗体を作製することにした。APS
様病態を自然発症する(NZWxBXSB)F1 マウ
ス脾細胞を，形質細胞株 SP2と融合させ，抗
体産生クローンは，カルジオリピン (CL) 吸
着プレートに FCS を反応させた ELISA プレ
ートとの反応性で選別した。そのようにして

得た CL-FCS反応性モノクローナル抗体が，
CLと結合した FCS中のβ2-GPIを認識してい
ることを確認するために，ヒト血漿より精製



されたβ2-GPIを用いて，特異性を精査した。 
	 その結果，図 3aに示すように，モノクロー
ナル抗体 WB-6 は，CL-β2-GPI 複合体と強く
反応し，β2-GPI単独とは反応しなかった。す
なわち本抗体は，APSにおける血栓症のエピ
ソードとの相関性が強いといわれている

β2-GPI 依存性抗リン脂質抗体としての特徴
を示すものであった。 
	 WB-6 を正常の BALB/c マウスに投与する
と，APTT の延長が認められ，患者 IgG の場
合と同様にパルスレーザー照射によって血

栓形成も観察され，本抗体は病因抗体として

の生物活性を有していることが明らかとな

った。 
	 さらにWB-6の特異性を精査していたとこ
ろ，図 3b に示すように，dsDNA とも反応す
ることが明らかになった。これは，SLE と
APS の病態形成に共通の基盤が存在するこ
とを示唆する所見として興味深い。 
 
 

 

 
図３	 ELISA によるモノクローナル抗リン脂

質抗体 WB-6 と，モノクローナル抗 dsDNA 抗体

2C10 の特異性の検討	 

(a)	 ELISAプレートにカルジオリピンを吸着さ

せた場合(CL)，CL 吸着後にさらにβ2-GPI を結
合させた場合(CL-β2-GPI)，無処置プレートに
β2-GPI のみ吸着させた場合(β2-GPI)，および
何も吸着させなかった場合(nothing)の，WB-6

の反応性。横軸は抗体濃度(µg/ml)。	 

(b)	 ELISA プレートを UV 照射した後，dsDNA

または溶媒(TBS:	 nothing)を反応させ，WB－６

または 2C10 を反応させた。横軸は抗体濃度

(µg/ml)。	 

 (5) まとめと今後の課題 
	 本研究によって，in vitroの実験系において，
患者血清中の抗β2-GPI 抗体が単球に組織因
子の発現を誘導して，血漿の凝固能を亢進す

ることが確認され，そのような効果が新規

NF-κB阻害剤DHMEQで抑制できることが判
明した。患者血清中の抗β2-GPI抗体は，炎症
性サイトカインの発現も促し，それらのサイ

トカインは血管内皮細胞に作用して血小板

活性を増強するケモカインの発現を誘導し

た。これらのサイトカインやケモカインの発

現も，DHMEQ で抑制できることが判明し，
NF-κB経路を阻害することが様々な作用点に
おいて APS の向血栓傾向を抑制するのに有
効である可能性が示唆された。 
	 上記の仮説を in vivo で証明するために，
DSCを装着したマウスを用いて，小血管にお
ける血栓形成過程を顕微鏡下に観察できる

実験系を作出した。実際，マウスに患者血清

由来，またはマウスモノクローナル抗β2-GPI
抗体を投与した後にパルスレーザーで血管

を傷害すると，血栓が形成されやすいことが

観察された。しかし，この実験系を用いて薬

効評価等を行うためには，血栓形成傾向を客

観的，定量的に評価するパラメータが現時点

では不充分であり，今後さらに検討を続ける

必要がある。現在，血栓のサイズの測定や血

栓形成のカイネティクスの検討に加えて，抗

体投与後のマウスの循環血中の単球の状態

をフローサイトメトリーや PCR 法で解析す
ることを試みている。 
	 また，本研究中に作製したモノクローナル

抗β2-GPI 抗体は，dsDNA とも交差反応する
ことが明らかになった。抗 DNA 抗体と抗リ
ン脂質抗体の関連性については，1980年代に
モノクローナル抗体を用いて，1本鎖(ss)DNA
とカルジオリピンに交差反応性を示す抗体

が存在することが証明されている(Lafer EM, 
et al. J Exp Med 1981;153:897-909.  Rauch J, et 
al. Eur J Immunol 1984;14:529-34)。これらの報
告は，SLE患者に梅毒血清反応偽陽性がしば
しば認められることの理由を説明する結果

としては面白い。しかし，SLEの典型例では
病勢と良く相関するのは ssDNA ではなく
dsDNA に対する抗体であり，一方 APS の血
栓症にはβ2-GPI 依存性抗リン脂質抗体が良
く相関することが知られるようになった。す

なわち，Lafer や Rauch の示した抗体は，臨
床的には重要性の低いものと見なさざるを



得ない。ところが，本研究で作製したモノク

ローナル抗体は，β2-GPI依存性抗リン脂質抗
体でありながら，かつ dsDNA とも反応する
という結果を示しており，SLEと APSの病態
形成に共通の基盤が存在することを示唆す

る結果として興味深い。今後さらに複数のモ

ノクローナル抗体について，それらの特異性

と生物活性を検討してゆきたいと考えてい

る。 
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