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研究成果の概要： 
 
 プロテオミクスの手法を用いて、抗核抗体および自己抗体を検出すること、および同定
することを目的として研究を行った。 

 液相あるいは固相での抗原蛋白の分画を行い、各分画に対する血清の反応性を検討し、
その結果、コントロールと比較して患者血清において強く反応する分画を見出した。 

 本研究によりプロテオミクスの手法を用いることによって新たな抗核抗体および自己抗
体を見出す方向性を明らかに出来たと考える。 
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１．研究開始当初の背景 
 

 種々の自己抗体およびそれに含まれる抗

核抗体については膠原病などの疾患に特異

性のある抗体（疾患標識抗体）が知られてい

るが、その一方でまだまだ解明されていない

抗体も多く、またその対応抗原の解析が細胞

生物学的研究の進展に寄与する可能性を秘

めている。また、我々の以前の研究において、
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健常者においても抗核抗体がかなりの割合

で陽性となることもわかっている。そしてこ

の抗体について検索を行い、ウエスタンブロ

ットの結果、分子量の同じような抗原と班の

することを見出したが、蛋白質を同定するま

でには至らなかった。 

 自己抗体の検索は従来、抗体が反応すると

推定される抗原を推定し、それを単利、精製

したのち抗体と反応性を確認してきたが、多

数の抗原に対して抗体との反応性をスクリ

ーニングする新しい手法（ハイスループット

スクリーニング high-throughput screening: 

HTS）の一つとしてプロテオミクス的手法が

利用可能となっている。プロテオミクス的手

法とは蛋白質をある手法で分離し、そのなか

で例えば疾患を有する者由来の材料と疾患

を有しない者由来の材料を比較して、有意な

差のある分画をさらに解析し、質量分析器を

用いて分画に含まれる多数の蛋白を同定し

て、疾患群で特異的な蛋白質を同定するもの

である。 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、上記背景を鑑みて、一般的に

わかっている疾患標識抗体（例えば抗

dsDNA 抗体、抗 RNP 抗体、抗 Sm 抗体、抗

SS-A 抗体、抗 SS-B 抗体、抗 Scl-70 抗体、

抗 Jo-1 抗体等）以外の抗体を、プロテオミク

スの手法を用いて、抗核抗体および自己抗体

を検出、同定することを目的とした。それら

の疾患特異性は上記の疾患標識抗体と比較

すれば低い可能性もあるが、多種多様な自己

抗体のスクリーニング的手法の確立という

目的も併せて本研究を行った。 

 
 
３．研究の方法 
 

 は じ め に 抗 核 抗 体 （ Fluorescent 

Antinuclear Antibody）のスクリーニング検

査にて陽性（血清希釈 160 倍以上にてもヒト

培養細胞と反応させた場合、核領域に免疫グ

ロブリンの沈着を意味する蛍光が陽性と判

定される場合）を呈した血清のうち、ELISA

法による抗 DNA 抗体などの疾患特異的抗体

が検出されなかった検査材料の収集を行っ

た。 

 また、抗核抗体を検出する抗原を準備した。

上記、抗核抗体スクリーニング検査に用いら

れているヒト培養細胞である HEp-2 細胞を

培養し、界面活性剤、蛋白分解酵素阻害剤を

含む細胞溶解液にて溶解を行い、細胞溶解液

（lysate）を抗体スクリーニングのための抗

原とした。 

 抗原の分画（fractionation）にはゲルを用

いた２次元電気泳動などの固相プロテオミ

クスよりも感度が数段優れている液相プロ

テオミクス（liquid-phase proteomics）の系

を用いた。 

 一次元目は液相等電点電気泳動を用いて

蛋白のｐI の違いに基づいて分画した（２０

分画）。 

 二次元目は逆相 HPLC を用いて蛋白の疎

水性の違いにより分画を行った（８０分画）。 

 これらの分画をマイクロプレートウェル

に固相化して、血清と反応させた後 HRP 標

識抗ヒト免疫グロブリン抗体を用いて反応

させた後、化学発光反応基質と反応させ、シ

グナルを検出した。 

 このイムノスクリーニングの結果、陰性コ

ントロールと比較して患者血清と強く反応

する（統計学的に有意に高値を呈する）いく

つかの陽性分画を得ることが出来た。 

 また、従来からのゲルベーストの方法にて

も確認を行った。 

 ２次元電気泳動装置を用いて、１次元目を



 

 

等電点電気泳動（ｐI）により分画を行う、２

次元目は SDS-PAGE により分子量の違いに

より分画し、２次元分画ゲルを得た。その後、

PVDF メンブレンに転写を行い、ブロッキン

グを行った後、血清と反応させた。その後、

HRP 標識抗ヒト免疫グロブリン抗体を用い

て反応させた後、化学発光を行わせてシグナ

ルを検出した。 

 その後、当該位置のゲルを切り出し、質量

分析器にて蛋白同定を行った。 

最終的に、この分画について SDS-PAGE の

諸条件下によるさらなる分画を行い、多数の

蛋白が含まれていることを確認し、ブロッテ

ィングを行った。さらに陽性バンドについて

proteinID を求めるべく種々検討を行った。 

 
４．研究の成果 
 
 プロテオミクスの手法により、抗原として

用いた細胞溶解液に対して液相プロテオミ

クスの手法にて１次元および２次元分画に

より、約 90 の分画を得ることが出来た。ま

た、従来の固相の手法を用いても、状態の良

い、よく分離された２次元ゲルを得ることが

出来た。 

 イムノスクリーニングの結果、液相プロテ

オミクスではコントロールと比較して有意

に高値のシグナル、を呈する分画、すなわち

その分画に対する自己抗体が多く含まれる

分画を複数見出した。 

 また固相プロテオミクスでも同様に、メン

ブレンへのブロッティイング後にイムノス

クリーニングを行い、２次元上の個々の位置

におけるシグナルを解析し、コントロールと

比較して有意に高値のシグナルを呈するス

ポットを見出すことが出来た。 

 その後、当該位置のゲルを切り出し、質量

分析器にて蛋白同定を行ったが、この分画に

も多数の蛋白質が認められ、さらに１次元

SDS-PAGE による分画を追加してメンブレ

ンに転写後に血清を用いてイムノスクリー

ニングを試みたが、最終的に有意な蛋白質の

proteinID を得るには至らなかった。 
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