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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ患者由来の自己抗体であるCCP-Ab1が認識する非変性状態のタンパク質
を探索した。その結果、CCP-Ab1は非変性状態のフィブリノーゲンと結合することが示された。さらにCCP-Ab1の
アミノ酸配列を、変異が起こる前の生殖細胞の配列に戻し結合性を確認した結果、フィブリノーゲンとの結合し
なくなることが示された。これらの結果よりCCP-Ab1は、B細胞の成熟が進んで抗体が変異することで、フィブリ
ノーゲンと偶発的に結合する能力を獲得したと示唆された。

研究成果の概要（英文）：We tried to identify for nondenaturing proteins recognized by CCP-Ab1, an 
autoantibody derived from rheumatoid arthritis patients. Our findings demonstrated that a monoclonal
 ACPA (CCP-Ab1) bound to fibrinogen under native conditions. Next, we made the amino acid sequences 
of CCP-Ab1 revert to their germline sequences (CCP-Ab1 GL-rev) and analyzed its binding activity to 
the fibrinogen. CCP-Ab1 GL-rev did not bound to fibrinogen. These results suggested that CCP-Ab1 was
 generated by the stimulation of B-cells with citrullinated denatured protein and it acquired the 
reactivity to fibrinogen during B-cell differentiation by somatic hypermutation.

研究分野：抗体工学

キーワード： モノクローナルACPA　関節リウマチ　シトルリン化　ISAAC法　フィブリノーゲン
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１．研究開始当初の背景 
 
 天然アミノ酸であるシトルリンを含む環状
ペプチド(cyclic citrullinated peptide; CCP)に対
する抗体 (anti-citrullinated protein antibodies; 
ACPA) は、関節リウマチ(RA)患者に特異的に
出現する自己抗体である。その自己抗原を同

定することで ACPA の誘導メカニズムや RA
との病態を考察する研究が進められている。

しかしながら同定できる自己抗原は用いた患

者サンプルなどの中に限られること、またこ

れまでの研究では患者血清由来のポリクロー

ナル ACPAを用いており、ポリクローナル抗
体に起因する特異性が低いことから未だ不明

瞭な点が多く、特異性が高いモノクローナル

ACPAで解析することが求められている。 
 
２．研究の目的 
 
	
 ACPA は RA の診断に重要である。また、
ACPA は RA 発症前に出現することから、
ACPA は RA の発症機序に深く関与すると推
定されているが、その分子機序は不明である。

我々は、独自に単離したモノクローナル

ACPA、CCP-Ab1 を用いて、その抗原を同定
し、ACPA がどのように誘導されたのかを考
察することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
	
 CCP-Ab1 は、そのエピトープである
TXGRSRGR (X=シトルリン)に類似したエピ
トープをもつ様々なヒトタンパク質と、結合

することが明らかになっている。そこで、細

菌やウイルス、植物などのタンパク質で、

TXGRSRGR に類似したエピトープをもつタ
ンパク質を、BLASTにより検索した。これの
リコンビナントタンパク質を作製し、シトル

リン化処理を行った後、SDS-PAGE、ウエス
タンブロットを行った。 
 
	
 CCP-Ab1と結合する生体内のネイティブタ
ンパク質を同定するために、血漿を Blue 
Native PAGE により分離し、ウエスタンブロ
ットを行った。ウエスタンブロットで結合し

た目的分子量位置のゲルを切り出し、それの

質量分析を行った。質量分析にて見出された

候補抗原が、CCP-Ab1と確かに結合するかを
ウエスタンブロットや ELISAにより検証した。 
 
４．研究成果 
 
(1) CCP-Ab1 と結合する細菌、ウイルス、植
物由来タンパク質の同定 
	
 CCP-Ab1 のエピトープである TXGRSRGR
に類似したアミノ酸配列を持つ細菌やウイル

ス、植物などのタンパク質を BLASTにて検索
した結果、3,000種類以上のタンパク質が同定
された。これらタンパク質の幾つかを in vitro
で合成してウエスタンブロットにより結合性

を確認したところ、いずれもシトルリン化処

理特異的に CCP-Ab1 と結合することが示さ
れた(図 1)。これらの結果より、CCP-Ab1はヒ
ト由来のタンパク質だけでなく、細菌やウイ

ルス、植物など環境に存在する様々なシトル

リン化タンパク質とも結合することが明らか

になった。 

 
(2) CCP-Ab1 と結合する生体内のネイティブ
なタンパク質の同定 
	
 CCP-Ab1と結合する生体内のネイティブタ
ンパク質を同定するために、健常人、及び RA
患者由来の血漿を Blue Native PAGEにより分
離し、CCP-Ab1にてウエスタンブロットを行
った。その結果、ネイティブな状態において

は、高分子量領域において結合するタンパク

質が確認された(図 2A)。一方で、変性状態に
して SDS-PAGE により分離した血漿では、
CCP-Ab1と結合するタンパク質は見出されな



かった(図 2B)。これらの結果より、CCP-Ab1
と結合するネイティブな状態のタンパク質が、

血漿中に存在することが示された。 

	
 ネイティブな状態で見出されたタンパク質

を同定するために、健常人由来の血漿を Blue 
Native PAGE により分離した後、該当部分の
位置のゲルを切り出し、質量分析を行った。

その結果、フィブリノーゲンなどのペプチド

が同定された。これらの結果より、CCP-Ab1
と結合する非変性タンパク質として、フィブ

リノーゲンが 1つの候補として同定された。 
	
 CCP-Ab1がフィブリノーゲンと結合するか
を検証するために、始めに健常人より血漿と

血清を分離し、 Blue Native PAGE 後に

CCP-Ab1 にてウエスタンブロットを行った。
フィブリノーゲンが残っている血漿では、高

分子量領域において結合するタンパク質が確

認された。一方、フィブリノーゲンが除去さ

れた血清では、結合するタンパク質は確認さ

れなかった (図 3A)。これらの結果より、
CCP-Ab1はフィブリノーゲンと結合すること
が示唆された。次に、精製フィブリノーゲン

を用いて、CCP-Ab1と結合するかを ELISAに

て検証した結果、確かに結合することが示さ

れた(図 3B)。これらの結果より、CCP-Ab1は
フィブリノーゲンと結合することが明らかと

なった。 
 
(3) CCP-Ab1 がどのように誘導されたか 
	
 最後に CCP-Ab1のアミノ酸配列を、変異が
起こる前の生殖細胞の配列に戻した CCP-Ab1
（CCP-Ab1 GL-rev）を作製し、その結合性を
確認した。その結果、CCP-Ab1 GL-revはフィ
ブリノーゲンと結合しなくなることが示され

た(図 4 )。 

	
 CCP-Ab1は多数の変性タンパク質と結合す
ることが示されており、さらに非変性タンパ

ク質とも結合することが示された。これらの

結果は、変性タンパク質の刺激よって B細胞
の成熟が進み、フィブリノーゲンとも偶発的

に結合する能力を獲得したと示唆された。 
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