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研究成果の概要（和文）：全身性エリテマトーデスにおいて自己抗体の病態形成における役割は不明である．本
研究では血清中の抗TRIM21抗体が細胞に取り込まれ，細胞内のTRIM21の機能を修飾しうるかを検討した．その結
果，TRIM21がB細胞の形質芽細胞への分化や抗体産生を調節する機能を持ち，血清中の抗TRIM21抗体が免疫細胞
内に移行してTRIM21の機能を阻害する可能性があることが示された．抗体の細胞内への移行はToll様受容体リガ
ンドやインターフェロンの刺激によって促進されることが観察され，この現象が感染症による全身性自己免疫疾
患の発症や増悪の機序の一端を示している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：The role of autoantibodies in the pathogenesis of systemic lupus 
erythematosus is unknown. In this study, we investigated whether serum anti-TRIM21 antibodies are 
taken up by cells and modulate the function of TRIM21 in cells. The results showed that TRIM21 
regulates the differentiation of B cells into plasmablasts and the production of antibodies and that
 anti-TRIM21 antibodies in serum may be transferred into immune cells and inhibit TRIM21 function. 
The intracellular trafficking of antibodies was observed to be promoted by stimulation with 
Toll-like receptor ligands and interferons, suggesting that this phenomenon may be part of the 
mechanism underlying the onset and exacerbation of systemic autoimmune diseases caused by infectious
 diseases.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 膠原病学　自己抗体　TRIM21　抗SS-A抗体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全身性エリテマトーデスにおいては病因が不明であることから現状においてまだ根本的な治療はなく，ステロイ
ドや免疫抑制薬による対症療法に依存している．本研究によりTRIM21がB細胞の形質芽細胞への分化や抗体産生
を調節する機能を持ち，血清中の抗TRIM21抗体が免疫細胞内に移行してTRIM21の機能を阻害する可能性があるこ
とが示されたため，TRIM21とその関連分子が新規治療薬の標的分子として，創薬に繋がる可能性が生まれた．抗
TRIM21抗体と同様に，他の細胞内抗原に対する自己抗体の病原性についても細胞内での自己抗原と自己抗体の相
互作用で説明できる可能性も生まれた．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
全身性エリテマトーデス（SLE）やシェーグレン症候群（SS）などの全身性自己免疫疾患に
おいて，自己抗体が病態形成にどのような役割をもつのかは不明である．これらの全身性自己免
疫疾患においては自己抗体に対応する抗原の多くが細胞質や核内に存在するため，血清中の自
己抗体がこれらの自己抗原と反応して病態を形成する要因になると考えるのは困難であった．
そのため，自己抗体は主に自己寛容が選択的に破綻した結果の二次的な産物に過ぎず，診断的意
義はあっても病態への関与はないとする考え方が主流である．一方，SLE 患者において臨床症
状が発現する数年前から自己抗体が陽性化することや，無症候の血清抗 SS-A抗体陽性の母親か
ら生まれた新生児に房室ブロックを含めた新生児ループスが出現しうる事実は，自己抗体その
ものの病原性を疑わせるものである．かつて自己抗体が生細胞の細胞内に移行するとする報告
が散見されたが 1)，実験手技に伴う非特異的な結果として懐疑的な見方が多かった．最近になり，
血清中で抗体と複合体を形成した病原体が細胞質内に取り込まれてプロテアソームにより分解
される機構について複数の研究グループから報告された 2),3)．それが本当であれば，全身性自己
免疫疾患において血清中の自己抗体が何らかの条件下で①細胞内に侵入し，②細胞内の自己抗
原と会合し，③自己抗原の機能を修飾することが病因となっている可能性が十分にある． 

TRIM21（別名 Ro52あるいは SSA1）は SLEや SSにおいて血清中に検出される抗 SS-A抗
体に対応する自己抗原タンパクである．TRIMファミリーは E3ユビキチンリガーゼ活性をもつ
ことが多い RING ドメインを共通に有しており，TRIM21 も I 型インターフェロン（IFN）の
産生に重要な転写因子群である IFN regulatory factor（IRF）ファミリーをユビキチン化する作
用をもつ 4)．また，TRIM21自身も I型 IFN誘導遺伝子産物であることから，SLE病態の中枢
と考えられる I 型 IFN 産生の亢進（IFN signature）との関連も注目されている．これまでに
我々は，全身性自己免疫疾患におけるTRIMファミリーの役割を様々な角度から検討してきた．
その成果の一つとして，健常者の末梢血単核球（PBMC）において TRIM21と I型 IFNのmRNA
発現量が逆相関することを発見した 5)．この知見は細胞レベルや動物個体で報告された TRIM21
による IRF ファミリー蛋白のユビキチン化を介する I 型 IFN 産生の抑制機構とよく合致する．
一方，健常者でみられた TRIM21と I型 IFNの発現量の逆相関は SLE患者においては成立せ
ず，血清抗 TRIM21 抗体陽性の患者では両者の発現量はむしろ正の相関を示した．これらの事
実は，SLE患者においては抗 TRIM21抗体が細胞内の TRIM21蛋白がもつ I型 IFN産生抑制
作用を阻害して IFN signature をさらに増強し，TRIM21 の発現増加につながる可能性を強く
示唆している． 
 
 
２．研究の目的 
 
以上の知見を踏まえ，本研究では実際に血清中の抗 TRIM21抗体が細胞内に取り込まれ，細
胞内の TRIM21の機能を修飾しうるかどうかを検討した．具体的には以下の 3点について解析
することを目的とした． 

 
(1) 抗体が血球細胞内へ取り込まれる条件 
(2) SLEの B細胞異常における TRIM21の役割 
(3) 抗 TRIM21抗体による TRIM21の機能の修飾 
 

SLEにおいて病因が不明であることから現状においてまだ根本的な治療はなく，ステロイド
や免疫抑制薬による対症療法に依存している．しかし，上記の仮説が証明できれば SLEの病態
解明につながり，TRIM21とその関連分子を標的とした創薬への展開が期待できる．また，本研
究で抗 TRIM21抗体による TRIM21タンパクの機能の修飾が証明されれば，同様に他の細胞内
抗原に対する自己抗体の病原性についても細胞内での自己抗原と自己抗体の相互作用で説明で
きる可能性が生まれる．すなわち，「血清中の自己抗体が細胞内の自己抗原と反応して自己抗原
の機能を変化させる」という本研究における仮説は，証明されれば全身性自己免疫疾患の病因論
においてこれまでにないまったく新しい概念をもたらす可能性が生まれる． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 抗体が血球細胞内へ取り込まれる条件 
血清中の抗体がどのような条件下で効率よく血球細胞に取り込まれるかを検討するため，ヒ
ト単球系細胞株である THP-1細胞の培養液中にヒト IgGを加えて 24時間培養し，蛍光免疫染
色を行った．次に，THP-1細胞の培養液中にヒト IgGとともに Toll様受容体（TLR）リガンド



である lipopolysaccharide（LPS）を加えて，ヒト IgGの取り込みの変化を観察した．さらに，
THP-1細胞を TLRリガンド（LPS，CpG ODN，poly (I:C)，imiquimod）あるいは IFN（IFN-
β，IFN-γ）で刺激した後，ヒト IgGを培養液中に加え，フローサイトメトリー（FCM）を用
いて細胞内のヒト IgGの蛍光強度を測定し，ヒト IgGが細胞内に取り込まれる至適条件を検討
した．また，これらの刺激をそれぞれ 0，2，5，12，24時間与え，ヒト IgGの取り込みに刺激
時間依存性があるかどうかを FCMによって調べた．さらに，刺激を与える時間を一定とした上
でヒト IgGを細胞に暴露する時間を 0～120 分の間で変化させたり，ヒト IgG の濃度を変えた
りして，ヒト IgG の取り込みに時間依存性および濃度依存性がみられるかどうかを FCM で検
討した．また，上記の実験において FCMで検出したヒト IgGの蛍光が，THP-1細胞の細胞膜
表面に付着したヒト IgG ではなく細胞内のヒト IgG によることを確かめるため，FCM での細
胞内染色における膜透過処理を行った場合と行わなかった場合でヒト IgG の蛍光強度を比較し
た． 
 
(2) SLEの B細胞異常における TRIM21の役割 
まず，Trim21欠失 C57BL/6マウスをMRL/lprマウスと 10回以上掛け合わせて戻し交配を
行い，Trim21 欠失 MRL/lpr ループスモデルマウスを作製した．コンジェニック化が完了した
Trim21 欠失 MRL/lpr マウスの遺伝的背景をショートタンデムリピート解析により確認した．
作製した Trim21欠失 MRL/lprマウスについて生存曲線や臓器の大きさ，ループス病態（尿蛋
白，血清抗二本鎖 DNA抗体）の程度を調べ，野生型MRL/lprマウスの場合と比較した． 
次に，Trim21欠失MRL/lprマウスの免疫系臓器（脾臓，リンパ節，胸腺，骨髄）における
白血球サブセットの割合を FCM で調べ，野生型 MRL/lpr マウスと比較した．Trim21 欠失
MRL/lprの脾臓より CD43陰性の休止期 B細胞をmagnetic cell sorting（MACS）法で分離し，
抗 IgM抗体，CD40L，TLRリガンド（poly (I:C)，imiquimod）で刺激し，形質芽細胞への分化
能と抗体産生能（IgG1，IgG2，IgG3，IgG4，IgA）をそれぞれ FCMとmultiple soluble analyte 
immunoassayによって測定し，野生型MRL/lprの B細胞と比較した． 
さらに，B細胞の分化に関連する遺伝子（Irf4，Irf5，Irf8，Bcl6，Blimp-1など）の転写産
物およびタンパクの発現量を qPCR 法およびウェスタンブロット法で測定し，Trim21 欠失
MRL/lprマウス由来 B細胞と野生型MRL/lprマウス由来 B細胞で比較した． 
 
(3) 抗 TRIM21抗体による TRIM21の機能の修飾 
 米国リウマチ学会（American College of Rheumatology）による 1997年改訂 SLE基準を満
たす SLE患者および健常者の末梢血より CD43陰性の休止期 B細胞をMACS法で単離し，抗
IgM抗体，CD40L，TLRリガンド（poly (I:C)，imiquimod）で刺激した．刺激した B細胞の形
質芽細胞への分化能と抗体産生能（IgG1，IgG2，IgG3，IgG4，IgA）をそれぞれ FCMとmultiple 
soluble analyte immunoassay によって測定し，健常者，抗 TRIM21 抗体陽性 SLE 患者，抗
TRIM21 抗体陰性 SLE 患者の間で比較した．患者血清中の抗 TRIM21 抗体濃度は酵素結合免
疫吸着法（enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA）を用いて測定した．血清中の各種サ
イトカインおよび免疫グロブリンの濃度は，cytometric bead array（CBA）法によって測定し
た．SLE 患者の PBMC における TRIM21 タンパクの発現量をウェスタンブロット法により評
価した． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗体が血球細胞内へ取り込まれる条件 
抗 TRIM21 抗体について検討する予備的実験として，ヒト IgG 分子が細胞内に取り込まれ
る可能性と，取り込まれる至適条件について検討した．まず，THP-1 細胞の培地中にヒト IgG
を加えて培養した後に蛍光免疫染色にて IgGの細胞内への取り込みを観察したところ，ヒト IgG
が細胞内のアクチン骨格に重なって細胞内に分布している様子が観察された．さらにヒト IgG
とともに LPSを加えて培養すると，LPSを加えない場合と比較して二次抗体で標識した IgGの
蛍光強度が増強した． 
次に，THP-1細胞を様々な TLRリガンドである LPS，CpG ODN，poly (I:C)，imiquimod，
あるいは IFN（IFN-β，IFN-γ）で刺激した後，ヒト IgGを培養液中に添加してしばらく培養
し，FCMを用いて細胞におけるヒト IgGの蛍光強度を比較した．その結果，ヒト IgGを添加し
た場合は IgGを添加しなかった場合と比較して FCMにおける IgGの蛍光強度が増強すること
を確認した．さらに，LPS，poly (I:C)，IFN-β，IFN-γによって細胞を刺激した場合では，無
刺激と比較して有意に IgG の蛍光強度が増強した．TLR リガンドあるいは IFN によって刺激
する時間を 0～24時間に変えて行い，ヒト IgGの細胞への取り込みの変化を FCMで評価した
ところ，poly (I:C)，IFN-β，IFN-γによる刺激において刺激時間依存的にヒト IgGの細胞内へ
の取り込みが増加することが明らかになった． 
さらに，ヒト IgGを培地に添加した後の IgGの細胞内移行の量の経時的な変化を FCMで評
価した．その結果，①無刺激，②LPSによる刺激，③poly (I:C)による刺激，の 3つの条件にお
いて IgG暴露時間に依存的な IgG蛍光強度の増強を認めた．また，培地に添加したヒト IgGの



濃度に依存して IgGの蛍光強度が増強することも FCMにより確認された． 
ヒト IgG分子が細胞内に取り込まれることをさらに確かめるために，ヒト IgG分子とともに
培養した THP-1細胞を膜透過処理せずに FCMで IgGの蛍光強度を測定し，膜透過処理をした
場合と比較した．その結果，膜透過処理を行った場合の細胞の IgG の蛍光強度は，膜透過処理
を行わなかった場合と比較して有意に低く，IgGを添加しなかった場合の細胞と同等であった．
この結果は，FCMで検出していた IgGの蛍光は，細胞表面に結合した IgGではなく，細胞内に
取り込まれた IgGによる蛍光であることを示すものと考えられた． 

 
(2) SLEの B細胞異常における TRIM21の役割 

SLEや SSでみられる B細胞の異常活性化と TRIM21の関連を調べるために，Trim21欠失
MRL/lprループスモデルマウスを作製し，B細胞の表現型について野生型MRL/lprと比較した．
まず，Trim21欠失 C57BL/6マウスを MRL/lprマウスと 10回以上掛け合わせる戻し交配によ
り Trim21欠失 MRL/lpr マウスを作製した．作製したループスモデルマウスの表現型を解析し
た結果，Trim21 欠失 MRL/lpr では野生型と比較して生存曲線に差はなかったが，ループス病
態の増悪を示す尿蛋白や血清抗二本鎖 DNA抗体の増加が有意に認められた 6)． 
次に，免疫系臓器における白血球サブセットの割合を FCM で調べた結果，Trim21 欠失

MRL/lpr マウスの脾臓において B220+CD19+ B 細胞の数が野生型 MRL/lpr の脾臓と比較して
有意に多いことが明らかになった 6)．この Trim21 欠失による B 細胞数の増加は，主に
IgM+IgD+CD19+ 成熟 B 細胞の増加によるものであった．Trim21 欠失 MRL/lpr マウスのリン
パ節では B220+CD19+ B細胞の数は野生型と比較して差がなかったが，CD19-CD138+ 形質細胞
の数が有意に多かった 6)． 

Trim21欠失MRL/lprマウスのリンパ組織で成熟B細胞や形質細胞の増加がみられた原因を
さらに調べるため，Trim21欠失MRL/lprの脾臓より CD43陰性の休止期 B細胞を分離し，抗
IgM抗体，CD40L，TLRリガンド（poly (I:C)，imiquimod）で刺激し，形質芽細胞への分化能
を野生型と比較した．その結果，Trim21 欠失 MRL/lpr 由来 B細胞は，野生型 MRL/lpr 由来
B細胞と比較して形質芽細胞へ分化した割合が高かった 6)．さらに，これらの刺激を受けた B細
胞の抗体産生能も Trim21 欠失 MRL/lpr 由来の方が野生型 MRL/lpr 由来と比較して亢進して
いた． 

Trim21 欠失による B 細胞の形質芽細胞への分化亢進の機序を調べるために，B 細胞分化に
関連する分子の発現量を Trim21 欠失 MRL/lpr マウス由来 B 細胞と野生型 MRL/lpr マウス由
来 B細胞で比較した．その結果，Trim21欠失MRL/lpr由来 B細胞において転写因子 IRF5の
タンパク発現量が野生型 MRL/lpr と比較して高かった 6)．その機序を説明する現象として，
Trim21欠失MRL/lpr由来B細胞では野生型と比較して IRF5のユビキチン化が低下していた．
IRF5は IRF4の発現を介して形質芽細胞への分化に重要な転写因子である BLIMP-1の発現を
促進するが，Trim21 欠失 MRL/lpr 由来 B 細胞では野生型と比較して BLIMP-1 の転写産物や
タンパクの発現が亢進していた 6)．以上から，TRIM21 が IRF5 のユビキチン化を介して B 細
胞分化を制御している可能性が示唆された． 

 
(3) 抗 TRIM21抗体による TRIM21の機能の修飾 
我々は先行研究により，健常者の PBMCにみられる TRIM21の発現と I型 IFNの発現の間
の負の相関が SLE患者では消失しており，血清中の抗 TRIM21抗体がこの現象に影響を与えて
いる可能性を示した 5)．そこで本研究では，TRIM21 の B 細胞分化を抑制する作用が血清中の
抗 TRIM21 抗体によって影響を受ける可能性について調べた．まず，SLE 患者 17 名について
血清抗 TRIM21 抗体を ELISA法で測定したところ，6例で陽性，11例で陰性であった．これ
らの SLE患者より PBMCを採取し，さらに CD43陰性の休止期 B細胞を分離した．得られた
B細胞を抗 IgM抗体，CD40L，TLRリガンド（poly (I:C)，imiquimod）で刺激し，形質芽細胞
への分化能を血清抗 TRIM21抗体陽性患者と陰性患者で比較した．その結果，抗 TRIM21抗体
陽性 SLE患者由来の B細胞は，抗 TRIM21抗体陰性 SLE患者と比較して CD19+CD20−CD38+ 
形質芽細胞へ分化した割合が高かった 6)．さらに，これらの刺激を受けた B 細胞の抗体産生能
も抗 TRIM21抗体陽性 SLE患者由来の方が抗体陰性 SLE患者由来と比較して亢進していた． 
次に，免疫抑制療法前の SLE患者について血清抗 TRIM21 抗体を ELISA法で測定し，抗
体陽性 SLE 患者と抗体陰性 SLE 患者の患者背景を比較したが，女性比率，年齢，罹病期間，
SLE 活性，検査値などのパラメータにおいて両群間に有意差はなかった．血清 IFN-β濃度は，
抗 TRIM21抗体陽性患者（9名）において抗 TRIM21抗体陰性患者（16名）より有意に高かっ
た 7)．血清の IgG1および IgAの濃度は，抗 TRIM21抗体陽性 SLE患者において抗 TRIM21抗
体陰性患者と比較して有意に高かった 7)．抗 TRIM21抗体陽性患者の PBMCは，抗 TRIM21抗
体陰性患者の PBMCと比較して TRIM21タンパクの発現量が有意に低かった 7)．以上より，血
清抗 TRIM21抗体陽性は SLE患者の B細胞異常と I型 IFNの過剰産生に関連しており，血清
中の抗 TRIM21抗体が細胞内の TRIM21の機能を阻害する可能性が示唆された． 

 
以上(1)～(3)の研究成果より，TRIM21 が B 細胞の活性化を調節する機能を持つことを明ら
かにしたと同時に，血清中の抗 TRIM21抗体が免疫細胞内に移行し，TRIM21の機能を抑制す



る可能性について示した．TLRリガンドや IFNの刺激が細胞外にある抗体の細胞内への取り込
みを促進するという結果となったが，これは細菌感染やウイルス感染によって抗体の取り込み
が促進する可能性を示唆している．このことは，ウイルス感染に際して抗 TRIM21 抗体がウイ
ルスと結合して細胞質に入るとする既報とも類似しており 2)，また感染症が全身性自己免疫疾患
の発症や増悪のトリガーとなるメカニズムを説明する現象かもしれない．今後，細胞内における
抗 TRIM21 抗体と TRIM21 分子との会合を確かめ，抗 TRIM21 抗体がどのような方法で
TRIM21 の機能へ影響を与えるかが明らかになれば，TRIM21 とその関連分子を標的とする新
規薬剤の開発の道が開くと考えられる． 
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