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研究成果の概要（和文）：申請者はこれまでに循環免疫複合体中のすべての自己抗原を質量分析装置で一度に同
定するイムノコンプレキソーム解析法を開発し、関節リウマチ患者と変形性関節症患者の解析で RA 特異的な循
環 IC を形成する自己抗原を特定している。本研究ではこの解析法を応用し「沈着免疫複合体の網羅的解析法」
の開発を目指した。最適化の結果、組織で変性している抗原の抗原賦活化が予想よりも効率が悪く抽出後の再構
成が進まないことがわかった。今後は組織表面から直接分析する、liquid extraction surface analysisなどの
表面MS分析を駆使した免疫複合体の組織解析を検討する。

研究成果の概要（英文）：We have developed "immune complexome analysis", in which ICs are separated 
from whole serum and then subjected to direct tryptic digestion and nano-liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry. We have successfully used this method to identify 
disease-specific IC antigens in the sera of patients with autoimmune diseases. In this research, we 
aimed to develop "comprehensive analysis method of tissue-deposited immune complexes" by applying 
this analysis method. As a result of the optimization, it was found that reconstitution after 
extracting, which is less efficient than anticipated, is not advanced in antigen stimulation of 
metamorphic antigens in tissues. In the future, we will analyze tissue analysis of immune complexes 
using surface MS analysis such as liquid extraction surface analysis.

研究分野：臨床化学

キーワード： 免疫複合体
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１．研究開始当初の背景 
細胞変性などで生成される自己抗原は、

抗体産生と免疫複合体 (IC) 形成により
局所で処理されるが、その一部は血管内

に侵入し抗体と補体が結合した循環 IC 
を形成する。自己免疫疾患やがんなどで

は、循環 IC の濃度が上昇する。特に自
己免疫疾患では循環 IC が組織に沈着す
る  (沈着  IC の形成) ことで補体活性
化・炎症が起き、組織が障害されると考

えられてきた。しかし、「どのような自己

抗原を含む IC が組織に沈着しているの
か」を調べるには自己抗原候補を 1 つ 1
つ対応抗体で免疫組織染色するしかなく、

ほとんどの自己免疫疾患で沈着 IC の自
己抗原は特定されていない。そこで申請

者は、沈着 IC を病変組織から抽出し、
IC 中の自己抗原を質量分析装置で一斉
に同定できれば、多くの疾患で沈着 IC 
の解析が進むと考えた。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに循環 IC 中のすべ
ての自己抗原を質量分析装置で一度に同

定するイムノコンプレキソーム解析法を

開発し、関節リウマチ (RA) 患者と変形
性関節症患者の解析で RA 特異的な循
環 IC を形成する自己抗原を特定してい
る (Clin Chem 2011; Ann Rheum Dis 2012)。
本研究ではこの解析法を応用し「沈着 IC 
の網羅的解析法」を完成させる。 
 具体的には、病変組織 (パラフィン切片) 
の沈着 IC を形成する自己抗原と自己抗体
の親和性を加熱処理で復活させ (賦活化)、
組織から抽出した後に試験管内で IC を再
構成させ、イムノコンプレキソーム解析法
ですべての自己抗原を同定する。そして、
患者数の多い RA (滑膜) とシェーグレン
症候群 (SS、小唾液腺) の病変組織を解析
して沈着 IC の自己抗原を特定し、その IC 
が血清中にあるのか調べる。本研究が成功
すれば、病変組織上のすべての沈着 IC の
自己抗原を一度に同定でき、さらにその中
から循環 IC と一致する沈着 IC が特定で
きれば、この IC の形成を阻害する、疾患
特異的な治療研究を将来展開できる。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究ではまず、病原性の免疫複合体
が組織に沈着しうるのかについて、検証した。
具体的には、先の研究で RA特異的な免疫複
合体抗原として特定した TSP-1が患者関節組
織に沈着しているか調べた。また、TSP-1 刺

激に対する滑膜繊維芽細胞からのサイトカ
インの産生亢進の有無を調べた。 
（２）続いて、回収された抗原と抗体が試験
管内で再度免疫複合体を形成する条件の検
討を行った。 
（３）これまでの検討結果をもとにミオグロ
ビン-抗ミオグロビン抗体複合体（モデル免疫
複合体）を添加試料した試料をホルムアルデ
ヒドに一晩浸してモデル組織を作製した。こ
れを用いた最終検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）TSP-1 が RA 患者組織に特徴的に集積
することが認められた。また、TSP-1 刺激に
対して、滑膜繊維芽細胞からの transforming 
growth factor-beta 、 interleukin-6 、 vascular 
endothelial growth factor の産生亢進は認めら
れなかった。このため、免疫複合体を形成し
ていない TSP-1では炎症が亢進しないことが
わかった。 
（２）モデルとして、TNF-とその抗体を用
いて、両者の存在比率や pH 条件の最適化を
行った。また、再構成後の免疫複合体を回収
については、Fab 抗体固定化ビーズを作製し
て期待通り回収し、検出可能であることを確
認した。 
（３）これまでの検討結果をもとに、リン酸
緩衝液に浸したモデル組織を電子レンジで
加熱して抗原賦活化し、破砕した後、界面活
性剤 CHAPS で免疫複合体を含むたんぱく質
を抽出して透析を行った。透析後、抗原賦活
化されたミオグロビン抗原と抗体を試験管
内で混ぜ、免疫複合体を再構成した後、Protein 
G固定化磁気ビーズでの回収を行い、トリプ
シン消化で得られたペプチドの MS/MS 分析
でミオグロビンの検出を試みたが、検出する
ことができなかった。今回の結果から、組織
で変性している抗原の抗原賦活化が予想よ
りも効率が悪く抽出後の再構成が進まない
ことがわかった。今後は組織表面から直接分
析する、liquid extraction surface analysisなどの
表面MS分析を駆使した免疫複合体の組織解
析を検討する。 
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