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研究成果の概要（和文）： 

1999 年に中田らが報告した特発性肺胞蛋白症患者血清中に高濃度検出される抗顆粒球マクロ

ファージコロニー刺激因子(GM-CSF)自己抗体が健常者血清にも存在することを証明し、その抗

体が中和活性をもち、血清中で免疫複合体を形成することで大部分の GM-CSF を不活性化してい

ること、また濃度依存性に好中球機能を制御している可能性などを示して、この抗体が健常生

体における、GM-CSF の活性緩衝作用を持っている可能性を示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：Autoantibodies against granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF) were reported by Nakata et al. in 1999. We detected low level of 
anti-GM-CSF autoantibody in serum from healthy individuals. It has neutralizing capacity 
and forms circulating immune complex in the serum, and may modulate myeloid cell immune 
functions. Anti-GM-CSF autoantibody may have a buffering effect to modulate GM-CSF 
bioactivity in vivo. 
 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 4,700,000 1,410,000 6,110,000 

2008 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2009 年度 2,700,000 810,000 3,510,000 

2010 年度 2,700,000 810,000 3,510,000 

  年度  

総 計 12,300,000 3,690,000 15,990,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・麻酔・蘇生学 

キーワード：周術期管理学, GM-CSF,自己抗体, 好中球機能, 急性肺傷害, SIRS,サイトカイン 

 
１．研究開始当初の背景 (3) GM-CSFノックアウトマウスでは同様の肺

病変が認められ、GM-CSF シグナルが本疾患の
病因として重要であることが推測されるが、
抗 GM-CSF 自己抗体が本疾患の病因物質であ
ることの直接的な証明は無い。またこれまで
抗 GM-CSF 自己抗体濃度とその病勢との相関
は認められていない。 

(1) 特発性肺胞蛋白症患者の血清中および
気管支肺胞洗浄液中に、サイトカインである
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子
（GM-CSF）に対する中和自己抗体が高濃度検
出される。 
(2) この抗体は GM-CSF に対する強い中和活
性を持ち、GM-CSF 活性を完全に枯渇させ、こ
れが本疾患の病因である可能性がある。 

(4) 特発性肺胞蛋白症は稀少疾患のため、世
界中で統一された形での抗体価測定法は確



立されていない。 
(5) 健常者には抗 GM-CSF 抗体が従来検出さ
れないとされていたが、健常供血者血清から
精製される、イムノグロブリン製剤中には高
頻度で抗 GM-CSF 自己抗体が検出される。 
 
以上の知見より、GM-CSF 自己抗体が、肺胞蛋
白症発症の病因物質である可能性が強く示
唆される。 
また、抗 GM-CSF 自己抗体は健常者血清にも
微量存在している可能性がある。もしそうだ
とすると、抗 GM-CSF 自己抗体は生体におい
て何らかの役割を担っており、肺胞蛋白症は、
健常時に存在しない異常な蛋白の出現とい
うよりも、健常者にも存在する抗体の異常増
加している状態であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 抗 GM-CSF 自己抗体を大量投与すること
が、肺内のマクロファージ機能を抑制し、肺
胞蛋白症発症の病因となることを証明する。 
(2) 抗 GM-CSF 自己抗体は、健常者血清にも
微量存在することを証明する。 
(3) 抗 GM-CSF 自己抗体の生体における生理
学的役割を明らかにする 
(4) 抗 GM-CSF 自己抗体および GM-CSF シグナ
ルが、炎症状態でどのような挙動を示すかを
明らかにする 
 
３．研究の方法 
 
(1) 特発性肺胞蛋白症患者より抽出した抗
GM-CSF 自己抗体をカニクイザルに大量長期
間投与して、肺胞マクロファージ機能の変化、
および肺の組織所見から肺胞蛋白症類似の
病変が出現するかどうかを確認する。これは
共同研究者である、シンシナティ小児病院研
究所肺生化学部門のトラップネル教授のグ
ループと共同で行う。 
(2) 抗 GM-CSF 自己抗体を定量する Sandwich 
Enzyme-linked immuno-sorbent assay 
(ELISA)の感度、正確性、再現性を向上させ
る。 
(3) 健常者血清から、プロテイン G カラム、
酸性環境での限外濾過、GM-CSF アフィニティ
カラムを通して抗 GM-CSF 自己抗体を同定す
る。 
(4) 健常者血清由来のイムノグロブリン製
剤から抽出した抗 GM-CSF 自己抗体の中和活
性を検定し、肺胞蛋白症患者血清由来の抗体
と比較する。 
(5) 抗 GM-CSF 抗体の健常者における役割を
明らかにするため、血清中の GM-CSF と抗
GM-CSF 抗体との免疫複合体を検出する。 
(6) 骨髄球系細胞機能を測定し、血清中の抗
GM-CSF 自己抗体価との関連を検討する。 
(7) マウス脾臓から作成したハイブリドー

マをスクリーニングし、抗 GM-CSF 抗体産生
クローンを抽出し、その中和活性を検討する。 
(8) 高侵襲手術を受ける患者血液を採取し
て、抗 GM-CSF 抗体価の推移と術後早期回復
との関連性を検討する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 特発性肺胞蛋白症
患者より抽出した抗
GM-CSF 自己抗体をカニ
クイザルに投与し、40
μg/ml 以上の血中濃度
を 11 ヶ月維持させるこ
とに成功した。本研究は
シンシナティ小児病院
で行われ、抗 GM-CSF 抗
体が肺胞蛋白症の病因
物質であることを最終
的に証明した画期的な
成果であったが、抗
GM-CSF 抗体の精製、定量、および投与中の
GM-CSF 活性の測定の面でこの成果に我々は
貢献した。 
 
(2) 抗 GM-CSF 抗体を定量する ELISA の再現
性、正確性、感度を高め、それを検証した。 
米国食品衛生局他の推奨する、商品化する上
で必要な検定をクリアする精度、再現性を得
る ELISA 法であることが示された。肺胞蛋白
症は稀少疾患であり、全世界的な患者の血清
抗体価の統一的な測定方法の開発が必要で
あるが、本測定法はそれにあたるものとして
現在投稿準備中である。 
 
(3) 方法の(3)で記した方法により、180kDa
の単一のバンドを抽出し、そのバンドが質量
分析器によって IgGであることが確認された。 

（上段）放射ラベル GM-CSF の結合するバン
ド 
（下段）IgG 蛋白染色 
 
その抗体は
IgG1, IgG2
優位なポリ
クローナル
抗体で、ま
た72名の健
常者すべて
に低濃度検
出された。 



 
 (4) イムノグロブリン製剤から抽出された
抗 GM-CSF 自己抗体は、健常者血液中の好中
球の GM-CSF 刺激による活性化(表面抗原
CD11b 発現の上昇)を、肺胞蛋白症患者から抽
出した抗体と同程度、容量依存性に抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 血清中の GM-CSF と抗 GM-CSF 抗体との免
疫複合体そのものの検出は困難で、免疫複合
体を SDS で処理して乖離させ、フリーになっ
た GM-CSF を測定する検出系を開発し、血清
中の全 GM-CSF を測定したところ、数ナノグ
ラム/ml 程度の GM-CSF を検出した。これは、
通常血清中で検出される GM-CSF 濃度
（0-10pg/ml）を大きく上回る量であり、血
清中のGM-CSFの99%以上は免疫複合体の状態
で存在していることが示唆された。 
 
(6) 健常者および肺胞蛋白症患者の血清中
抗体濃度と、好中球機能の指標として用いた
GM-CSF stimulation index (GM-CSF で好中球
を刺激した時の CD11b 発現量上昇率)とを比
較すると、健常者血液中では濃度依存性に機
能が抑制され、健常者のレベルを上回ると、
好中球が全く活性化されなくなることが示
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

○：健常者、◇：肺胞蛋白症患者（肺病変あ
り）、◆：肺胞蛋白症患者（軽快患者、肺病
変無し） 
 
(7) マウスから取り出した脾臓にミエロー
マ細胞を合体させてハイブリドーマを作製
し、この中で GM-CSF に結合する抗体を賛成
する 6つのクローンを分離した。抗体価およ
びその性状分析を行っている。 
 
(8) 食道癌手術を受けた患者を対象に、好中
球活性化指標である CD11b stimulation 

index を測定したが、術中より抑制傾向が認
められ、術後 3 日後〜5 日後に正常に戻るま
では抑制される傾向が認められた。しかし抗
GM-CSF 自己抗体価には大きな変化は認めら
れなかった。 
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