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研究成果の概要： 

ヒト冠動脈由来血管平滑筋細胞の培養細胞由来のタンパク lysate を用い、SDS-PAGE で二

次元タンパク電気泳動を行い、川崎病患児急性期血清を用いて抗原抗体反応を行った。予備実

験で陽性反応が予想された 70kDa 付近に陽性スポットを確認した。この陽性スポットを分離

し、N-末端アミノ酸分析を実施した。その結果、自己抗原の候補タンパクが 2 種同定された。

この 2 種のタンパクについて ELISA システム構築のため抗原性の高い構造部分について解析

を進めている。抗原性の高い部分に対する川崎病急性期患児の抗体保有について検討できる状

況になった。 
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１．研究開始当初の背景 

川崎病は、病理組織学的には全身性の血
管炎であり、特に冠動脈に血管炎が強く生じ
て血管壁の破壊から冠動脈瘤の形成に至る
とされる。しかし、川崎病で、どのような機
序で血管炎を発症し、血管壁が破壊されるの
かは、ほとんど解明されていない。 

川崎病血管炎が全身性の血管炎である
ことから、その発症機序に液性因子の関与を
疑ってきた。一方、我々は、川崎病急性期患
児の末梢血の T細胞レセプターのレパートリ

ーを分析し、Vβ2 と Vβ6.5 の有意な活性化
を見出し、川崎病発症に SPE-Cが関与する可
能性を報告した(Pediatr Res 53:403-410, 
2003)。スーパー抗原暴露から血管炎発症に
至る過程に、非特異的に活性化される多数の
T 細胞クローン中に、血管構築タンパク成分
を自己抗原とした自己抗体産生を誘導する
クローン(auto-reactive T 細胞)を持つ小児
に川崎病血管炎を発症する可能性を考え、川
崎病以外の原因で死亡した小児の病変のな
い冠動脈組織と川崎病急性期患児の血清を
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用いて間接蛍光抗体法で検討した。その結果、
中膜平滑筋細胞のみが明瞭に染色され、血管
平滑筋細胞(VSMC)に対する自己抗体が川崎
病患児に存在すること見出し、VSMCを用いた
Western Immunoblotでも 70kDaタンパクに対
する IgA,IgM分画の自己抗体の存在を明らか
にし、川崎病に特異的であることを報告した
(Eur J Pediatr 161:324-329, 2002)。この
成果は、川崎病血管炎発症において液性因子
である抗血管平滑筋抗体が関与しうること
を示唆するものである。 

 
 

２．研究の目的 

 川崎病における血管炎の発症機序の解明
が大きな目的である。 

1)培養ヒト冠動脈由来血管平滑筋細胞
(VSMC)を用いた二次元タンパク電気泳動後
にウエスタンブロットを行い、川崎病急性期
(入院時)患児血清を用いて免疫スクリーニ
ングし、2)反応陽性スポットのタンパクを分
離して、N-末端アミノ酸分析から VSMC への
自己抗体に対応する特異自己抗原タンパク
を同定し、VSMCの特異自己抗原・自己抗体系
の川崎病血管炎発症、進展における役割や早
期診断への有用性を明らかにすることを目
的とした。 
 
 

３．研究の方法 

短期培養(5-7 日間)したヒト冠動脈由来
血管平滑筋細胞のタンパク lysateを収集し、
脱塩キットを用いて精製した後、SDS-PAGEで
二次元タンパク電気泳動を行った。2 枚同時
に 行 い 、 一 方 は Coomassie Brilliant 
Blue(CBB) 染 色 を 、 他 方 は Immobilon 
membrane(BIO-RAD)に電気的に転写し、川崎
病急性期患児の血清で免疫反応(IgA,IgM)を
行い陽性反応を示すタンパクと CBB染色を行
って得たタンパクスポットと比較検討する。
免疫反応陽性を示すスポット(70kDa 付近)を
分離し、N-末端アミノ酸分析を行い、自己抗
原タンパクを同定する。 
 

４．研究成果 
自己抗原の候補タンパクが 2 種同定された。

この 2 種のタンパクについて ELISA システ
ム構築のため抗原性の高い構造部分につい
て解析を進めている。抗原性の高い部分に対
する川崎病急性期患児の抗体保有について
検討し、これらの 2 種の候補タンパクが自己
抗原かどうか確認する予定である。 
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