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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ患者より得られた抗シトルリン化蛋白モノクローナル抗体(CCP-Ab1)の
機能について検討し、対応抗原はシトルリン化フィブリノーゲンであることを明らかにした。また、関節炎発症
マウスモデルマウス（SKGマウス）においてCCP-Ab1を静脈投与すると関節炎の悪化、関節破壊の進行、骨吸収の
亢進、骨と滑膜の境界部における破骨細胞の増加を認めた。一方、胚型CCP-Ab1では関節炎の悪化は見られない
ことから、CCP-Ab1は体細胞変異を繰り返すことにより、その病原性を獲得することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the function of an anti-citrullinated protein monoclonal 
antibody (CCP-Ab1) obtained from rheumatoid arthritis patients, and found that the corresponding 
antigen is citrullinated fibrinogen. In addition, intravenous administration of CCP-Ab1 in 
arthritis-prone mouse model mice (SKG mice) resulted in worsening arthritis, progressive joint 
destruction, increased bone resorption, and increased osteoclasts at the boundary between bone and 
synovium. On the other hand, embryonic CCP-Ab1 did not show worsening of arthritis, suggesting that 
CCP-Ab1 acquires its virulence through repeated somatic mutations.

研究分野： リウマチ・膠原病学

キーワード： 関節リウマチ　抗シトルリン化蛋白抗体　SKGマウス　モノクローナル抗体　シトルリン化フィブリノー
ゲン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチ診療では抗シトルリン化蛋白抗体（ACPA）は診断マーカー、関節破壊予測マーカーとして広く、使
用しているが、その病原性に関しては不明である。今回の研究では関節リウマチから得られたACPAが強い病原性
を有すること、その対応抗原はシトルリン化フィブリノーゲンであることを明らかにした。この実験結果はACPA
そのものを治療ターゲットとして応用できることを示唆しており、新たなリウマチ治療の開発に貢献するものと
思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）は滑膜関節の炎症を主徴とする慢性の自己免疫疾患である。RA 患者血清中
にはシトルリン化蛋白に対する自己抗体（ACPA）が特異的に認められ、診断に重要である。また、
ACPAは RA発症以前から陽性になること、高力価の ACPA 陽性 RA患者では関節破壊が高度に認め
られることが知られている。このように RAの病態に ACPA 自己抗体の関与が強く示唆されるが、
ACPA およびその自己抗原がどのように RA の発症、進展に関わるかは不明である。これまで、
我々は、RA 患者の B 細胞より ACPA モノクローナル抗体（CCP-Ab1）の取得に成功し、その対応
抗原について報告した。すなわち、CCP-Ab1 のエピトープマッピングを行い、そのエピトープ領
域ヒトタンパク質に対して相同性検索を行ったところ、３８種類のヒトタンパク質を見いだし
た。また、相同性検索を外来抗原に範囲を広げると、合計２０００種類以上の蛋白を見いだした。
しかし、これまで報告されていた ACPA 自己抗原に対しては交差反応性を見いだすことができな
かった。そこで、今回 CCP-Ab1の更なる自己抗原の同定を行い、その病原性を明らかにするため
に研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
RA における ACPAの病原性を明らかにするために、CCP-Ab1の真の自己抗原の同定を行う。また、
自己免疫性関節炎マウスに、CCP-Ab1 を静脈投与し、関節炎、関節破壊、病理学的所見を評価し、
その病原性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１） CCP-Ab1 が結合する血漿中のネイティブな蛋白を検索するために、血漿蛋白を BN-PAGE
（native condition）でブロッティング、抗体と反応したバンドを LC-MS/MS解析し、最終的に
ELISA 法を用いて、対応抗原（シトルリン化フィブリノーゲン：cit-Fb）を同定した。また、CCP-
Ab1は高度の体細胞変異が起こって病原性を示して可能性がある。そこで、CDR3の部分以外の変
異を変異が起こる前の生殖細胞系配列に人為的に戻した抗体(GL-rev CCP-Ab1)を作成し、自己
抗原との結合能 (ELISA)について検討した。 
（２） CCP-Ab1の病原性を明らかにするために、RAモデルマウスである SKGマウスにラミナリ
ン、CCP-Ab1、GL-rev CCP-Ab1を静脈投与し、関節炎の程度を関節炎スコアで評価して、関節破
壊の程度を X線マイクロトモグラフィー、病理組織的に検討した。 
（３） CCP-Ab1 の対応抗原である cit-Fbの病原性を明らかにするため、RA滑膜細胞の炎症性
サイトカインの発現に対する cit-Fbの効果を遺伝子 (RT-PCR 法)および蛋白レベル（ELISA法）
で検討した。また、toll-like receptor 4 (TLR4)のノックダウンは siRNA 法により行った。 
 
４．研究成果 
（１）CCP-Ab1はネイティブなシトルリン化フィブリノーゲンと結合する 
CCP-Ab1が結合する生体内のネイティブな蛋白を検索するために、BN-PAGE（native condition）
を用いて、いくつかの生体サンプルを検討したところ、血漿中の高分子領域に CCP-Ab1 と結合す
る蛋白質の存在を見いだした。ゲル濾過を行い、目的蛋白の分離後、LC-MS/MS 解析を行った結
果、フィブリノーゲン由来のペプチドが検出された。また、ELISA により、CCP-Ab1 はシトルリ
ン化フィブリノーゲンに対して、結合することを証明した。CCP-Ab1は高度に体細胞突然変異が
生じている。そこで、これらの変異のうち、CDR3 領域を除く CDR 領域の変異を生殖細胞系配列
に人為的に戻した抗体（GL-rev CCP-Ab1）を作成し、シトルリン化フィブリノーゲンに対する
結合を検討すると、結合はするものの、CCP-Ab1 と比較して、結合力は極めて弱かった (図１)。
これらの結果から、CCP-Ab1 は体細胞変異を繰り返すことにより、その病原性を獲得することが
示唆された。 

 

図１：シトルリン化フィブリノーゲンに対する CCP-Ab1 の結合-X軸:CCPAb1抗体(ng/ml) 

 

 



（２）CCP-Ab1は自己免疫性関節炎マウスモデル、SKG マウスの関節炎増悪を誘発する 

RA における ACPAの病原性を明らかにするために、SKG マウスに CCP-Ab1を静脈投与して、関節

炎、関節破壊に対する作用を検討した。SKG マウスにラミナリンを投与することで実験的関節炎

を誘発できるが、さらに CCP-Ab1 を投与することで、関節の炎症の増悪および X線マイクロとモ

グラフィー分析により距骨での骨浸食が認められた（図２A）。また、関節炎の重症度スコアにお

いてもラミナリン投与群と比較して高く（図２B）、関節組織切片ではパンヌスの形成が認められ、

軟骨損傷のスコアも高いことが認められた（図２C）。一方、GL rev CCP-Ab1投与群はラミナリ

ン投与群と比較して、同程度であった。また、破骨細胞に関しては、CCP-Ab1投与群における足

関節の組織化学的分析の結果、対照群と比較して、破骨細胞数が有意に増加していることが認め

られた。これらの結果から CCP-Ab1 により破骨細胞が活性化することにより骨吸収が促進され

ていることが示唆された。 

 

 
 

図２：SKGマウスの関節炎、関節破壊に対する CCP-Ab1 の効果 
 
（３）RA 滑膜細胞の炎症性サイトカイン産生に対するシトルリン化フィブリノーゲンの効果 

CCP-Ab1の対応抗原はシトルリン化フィブリノーゲン(cit-Fb)であり、CCP-Ab1は SKGマウスへ

の投与により、強い病原性を認めた。そこで、cit-Fb の病原性を明らかにする目的で、RA 滑膜

細胞培養系に cit-Fb を添加して炎症性サイトカインの産生に対する効果を遺伝子、蛋白レベル

で検討した。cit-Fbは toll-like receptor 4 (TLR4)のシグナルの活性化を介して, CXCL10の

発現を強く誘導したが、LPS の中和活性を有するポリミキシン B（PMB）により CXCL10誘導作用

が部分的に抑制されること、熱処理した cit-Fb 試薬においても CXCL10 誘導作用が認められる

ことから、試薬中の LPSの混入が疑われ、最終的にリムルス試験 (LAL assay)で LPSを測定し、

cit-Fb試薬(1μg/ml)から 0.3 ng/ml 相当の LPS活性を認めた。LPS はリピッド A、コア多糖体、

O 抗原多糖で構成されるが、O抗原多糖が欠失した LPS 変異体（R-LPS）が存在し、コア多糖の付

加の程度により Ra, Rc, Re-LPSに分類され、これらの変異体の LPS活性はそれぞれ異なる。そ

こで、Re-LPSを用いて検討したところ、大腸菌由来の LPS(wild-type LPS)のサイトカイン誘導

作用を濃度依存性に抑制するとともに、LPSの混入した cit-Fb試薬による CXCL10 誘導をほぼ完

全に抑制した。以上より、cit-Fb の炎症性サイトカイン誘導作用は LPS のコンタミネーション

によると考えられ、cit-Fbそのものの作用は認められなかった 
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