
独立行政法人国立病院機構大阪刀根山医療センター（臨床研究部）・独立行政法人国立病院機構大阪刀根山医療
センター・呼吸器内科部長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４２５

基盤研究(C)（一般）

2019～2016

びまん性肺疾患における新規疾患特異的自己抗体

Novel disease-specific autoantibodies of difuse interstitial lung diseases

８０５１２９８８研究者番号：

木田　博（Kida, Hiroshi）

研究期間：

１６Ｋ０９５３７

年 月 日現在  ２   ７ １５

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：蛋白アレイを使用した慢性呼吸器疾患における網羅的自己抗体検索により、特発性非
特異性間質性肺炎特異的自己抗体として発見された抗MX1抗体は、抗ARS抗体と同様に慢性線維化性特発性間質性
肺炎の中に潜むサブグループを標識する自己抗体である。また蛋白アレイで同定したIPFやINSIPの疾患特異的自
己抗体群はグループとして、肺病理を反映すると考えられ、外科的肺生検を補完する検査になり得る。自己免疫
性肺胞蛋白症患者末梢血単核球一細胞から、GM-CSF結合性B細胞受容体可変部領域遺伝子のクローニング、可変
部領域配列のクラスター化、抗GM-CSFモノクローナル抗体作成、抗体機能評価系に至る系を確立した。

研究成果の概要（英文）：By the comprehensive analysis of serum autoantibodies among patients with 
chronic lung diseases using protein array, we found anti-MX1 antibody as idiopathic non-specific 
interstitial pneumonia (INSIP)-specific autoantibody. Similar to anti-ARS antibody, anti-MX1 
antibody can cluster a sub-group of patients among chronic fibrosing idiopathic interstitial 
pneumonias. Both idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and INSIP-specific autoantibodies, which were 
identified by protein array, can mirror the lung pathology, therefore, possibly become, so called “
non-invasive lung biopsy”. We established the method to clone variable region of B cell-receptor 
(BCR) gene, cluster the sequences of variable region of BCR, and produce monoclonal anti-GM-CSF 
antibodies derived from single peripheral monocytes in autoimmune pulmonary alveolar proteinosis 
patients. We also established the method to measure the function of these antibodies.

研究分野： 呼吸器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性線維化性間質性肺炎における抗MX1抗体発見は単に慢性線維化性特発性間質性肺炎を層別化するマーカーに
止まらず、ウイルス感染と間質性肺炎の分子病態学的関係を解明する手がかりとなる。IPFとINSIPにおける疾患
特異的自己抗体群は、肺病理を反映し、侵襲が大きい外科的肺生検に取って変わる、或いは補完する検査となる
可能性がある。末梢血B細胞からモノクローナル自己抗体を作成、可変部領域の塩基配列データベースから構造
予測に基づくクラスター解析、作成したモノクローナル抗体の機能解析を行う一連の手法は、自己抗体産生によ
る自己免疫疾患全般の病態解析、有効な抗ウイルスワクチン開発に即応用可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

自己抗体は、自己細胞や自己組織の構成成分に対して反応する抗体である。自己免疫性肺胞
蛋白症における抗顆粒球単球コロニー刺激因子（GM-CSF）抗体のように、体内で産生された自
己抗体が明らかに病原性を持つ場合（病原性抗体）もあるが、慢性線維化性間質性肺炎における
抗アミノアシル tRNA 合成酵素（ARS）抗体のように、自己抗体の病原性が明らかになっていな
い自己抗体も多数存在することが知られている。疾患病変部においては、量的、質的に正常組織
とは異なった構成成分が存在し、場合によっては構成成分の細胞内 subcellular localization が変
化する場合も報告されている。このような変化の結果生じた自己抗体は、疾患病変部由来の破
片・残骸を速やかに除去するために産生された合目的な自己抗体（自然抗体）であると言う考え
方も存在している。 

慢性線維化性特発性間質性肺炎は、特発性肺線維症(IPF)と特発性非特異性間質性肺炎
(INSIP)、及び分類不能群からなる。IPF や INSIP は、顕微鏡的に炎症や線維化病変の病理学的
な分布の差に基づいて分類される疾患である。IPF は診断後平均生存期間が 3～5 年の予後不良
疾患であるのに対して、INSIP はステロイドや免疫抑制剤が有効な予後良好の疾患であり、臨床
経過には大きな差がある。しかし、IPF や INSIP の生検サンプルにおける分子レベルでの差は
明らかになっていない。同一個体から採取した複数の外科的肺生検サンプルが異なった組織パ
ターンを示すといった例も報告されているため、今後は肺全体の構成成分の変化を反映する解
析方法が必要になる。慢性線維化性間質性肺炎（主として INSIP）においては、抗 MDA5 抗体
や抗 A R S 抗体などの自己抗体の存在が知られ、これらの自己抗体が陽性になる症例は、それぞ
れ一定の臨床的特徴を共有することが知られている。我々は、びまん性肺疾患における自己抗体
の意義を明らかにするために、IPF、INSIP、自己免疫性肺胞蛋白症(aPAP)、サルコイドーシス
を対象疾患とした自己抗体網羅的検索を、蛋白アレイを用いて行い、それぞれの疾患特異的自己
抗体群を同定した。さらに INSIP 特異的自己抗体群より抗 MX1 抗体に着目し、IgG, A, M 型そ
れぞれの抗 MX1 抗体を測定可能な ELISA を作成した。抗 MX1 抗体陽性の慢性線維化性 IIPs
は抗 ARS 抗体陽性群とは独立して存在するサブグループであり、ある一定の臨床的特徴を有す
ることを阪大病院通院中の慢性線維化性間質性肺炎患者を対象とした横断的研究によって示し
た。 

自己免疫性肺胞蛋白症における抗 GM-CSF 抗体は病原性抗体である。しかし、抗 GM-CSF
抗体の血中濃度が aPAP の疾患重症度と相関しないことや、抗 GM-CSF 抗体は一部、健常人や
他疾患の患者にも存在することが知られているため、抗 GM-CSF 抗体の病原性とは何かと言う
問題が未解決のまま存在している。患者の体内に存在する抗 GM-CSF 抗体はポリクローナル抗
体であるが、クローンによるエピトープの違い、アフィニティーの違いが病原性に影響するのか、
同一個体内に存在する抗 GM-CSF 抗体のエピトープ多様性が病原性に影響するのか、など様々
な問題が明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 抗 MX1 抗体陽性慢性線維化性特発性間質性肺炎の臨床パラメーター、予後との関連を明ら
かにすること。 
(2) 抗 MX1 抗体陽性慢性線維化性特発性間質性肺炎の抗線維化剤に対する反応性を明らかにす
ること。 
(3) 疾患特異的自己抗体の慢性線維化性特発性間質性肺炎鑑別診断における意義を明らかにす
ること。 
(4) 自己免疫性肺胞蛋白症患者の末梢血より抗 GM-CSF モノクローナル抗体を作成すること。 
(5) 作成した自己抗体の病原性を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1) 2005～2009 年にかけて近畿中央呼吸器センターにて登録された慢性線維化性特発性間質性
肺炎 155 症例コホートにて、血清抗 MX1 抗体測定を行い、抗 MX1 抗体と臨床パラメーター、
生命予後との関連を解析した。大阪大学医学部附属病院において過去 3 回以上肺機能検査が施
行されている 463 症例をレトロスペクティブに層別化するため、Group-based trajectory model
によって解析した。 
(2) 抗線維化剤（ピルフェニドン、ニンテダニブ）内服患者の血清及び DNA を保存するととも
に、多施設による前向きコホートを作成した。患者登録には Redcap を利用した。 
(3) 疾患特異的自己抗体群の生物学的特徴を明らかにするため、Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG) pathway でのエンリッチメント解析を行った。 
(4) aPAP 患者末梢血単核球より GM-CSF に結合する B 細胞をソーティングし、シングル細胞
に分離した。シングル細胞より RNA を抽出し、RT-PCR を行った後、B 細胞受容体 H 鎖、L 鎖
可変部領域をベクターにクローニング後、シーケンスを行い、BCR レパトアデータベースを構
築した。また培養細胞を用いてリコンビナント・モノクローナル抗 GM-CSF 抗体を作成した。 
(5) 作成した抗体の病原性を明らかにするために、BCR レパトアデータベースの立体構造予測
に基づいたクラスター解析、Octet を用いた親和性、既存抗体との競合アッセイ、GM-CSF 依存
的細胞株(TF-1)を用いたシグナル阻害活性評価を行なった。 
 



４．研究成果 
(1) 近畿中央呼吸器センター、慢性線維化性特発性間質性肺炎 155 症例コホートより、病理学的
或いは臨床的に IPF と診断された 71 例を除いた、non-IPF84 症例の中で、抗 MX1 抗体陽性者
は 20 例、抗 ARS 抗体陽性者は 5 例、抗 MX1-抗 ARS どちらの抗体も陽性者は 0 例であった。
抗 ARS 抗体陽性者 5 例を除いた non-IPF において、抗 MX1 抗体陽性 20 例と抗 MX1 抗体陰性
59 例の予後を比較検討したところ、抗 MX1 抗体陽性群の予後が良好であり、特に登録時の重症
度（ILD-GAP index）で補正すると統計学的に有意差を持って、抗 MX１抗体陽性群の予後が良
好であった。次に、慢性線維化性特発性間質性肺炎の予後と抗 MX1 抗体との関連に関する考察
をより深めるために、大阪大学医学部附属病院において 1993～2018 年の期間に 3 回以上努力肺
活量(FVC)が施行された 463 症例を Group-based trajectory model によってレトロスペクティブ
に、肺機能の経過（軌跡）にしたがって層別化した（論文作成中）。FVC の軌跡は予後に直結す
る指標であり、この手法を用いることにより、今後、慢性線維化性間質性肺炎における抗 MX1
抗体の意義がより明らかとなる。MX1 は I 型インターフェロンによって誘導される重要な抗ウ
イルス蛋白であり、我々の得た知見は、ウイルス感染と間質性肺炎の分子病態学的機序の関係を
解明する手がかりとなる。 
(2) 抗線維化剤（ピルフェニドン、ニンテダニブ）に対する有効性と抗 MX1 抗体との関係を明
らかにするために、Redcap システムを利用した多施設前向きコホートを作成し、現在進行中で
ある。全例、登録時の血清と DNA を保存している。肺機能、血液検査、自覚症状や QOL など
様々な指標を時間経過に沿って記録しており、抗線維化剤内服によって生じる様々な反応を明
らかにするための貴重なプラットフォームとなる。 
(3) 我々は、蛋白アレイ法を用いた網羅的検索により、特発性非特異性間質性肺炎(INSIP)を含
む 4 つの原因不明の慢性びまん性肺疾患の疾患特異的自己抗体群を同定した。IPF と INSIP の
疾患特異的自己抗体群の生物学的特徴を明らかにするため、Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (KEGG) pathway でのエンリッチメント解析を行った。IPF と INSIP、両疾患に共通
する KEGG pathway は一つもなく、IPF と INSIP は生物学的に異なった特徴を持つことを分子
生物学的に初めて証明した。疾患特異的自己抗体群は、疾患病変部で過剰産生、異所性産生され
た蛋白、non-coding RNA に対する抗体であり、その機能は十分に明らかにはされていないが、
疾患病変部を構成する病理を反映していると考えられる。蛋白アレイはわずか 10L の血清で可
能であり、極めて非侵襲性であることより、今後、外科的肺生検に代る、或いは補完する検査と
して期待できる。 
 (4)  aPAP は抗 GM-CSF 自己抗体を原因とする疾患である。抗 GM-CSF 自己抗体はポリクロ
ーナルである。我々は計 12 名の aPAP 患者の末梢血より、B 細胞単細胞ソーティング法により、
これまでに計 69 個の B 細胞受容体可変部領域の DNA 塩基配列情報を得るとともに、同数の抗
GM-CSF モノクローナル抗体を作成した。 
(6) DNA 塩基配列情報を用いた立体構造予測クラスター分類や作成したモノクローナル抗体を
用いた対 GM-CSF 結合アフィニティー計測、GM-CSF に対する結合競合アッセイ、GM-CSF 依
存的細胞株(TF-1)を用いたシグナル阻害活性評価を行なった。研究は完結していないが、末梢血
B 細胞からモノクローナル自己抗体を作成、可変部領域の塩基配列データベースから構造予測
に基づくクラスター解析、作成したモノクローナル抗体の機能解析を行う一連の手法は、自己抗
体産生による自己免疫疾患全般に応用可能であり、またより有効な抗ウイルスワクチン開発に
も即応用可能である。 
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