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研究成果の概要（和文）：セントロメア抗体の産生機序、ひいては強皮症の発症病理の解明のた

め、何故 40 種類以上の蛋白複合体から、一部の蛋白のみが選択的に自己抗原足りえるのか、

差別化の刺激応答を解明することが研究のテーマであった。3 種の主要セントロメア自己抗原

とは異なり自己抗原としての報告が殆ど見られない９種の蛋白について、多数例の患者自己抗

体を用いて反応性を調べたが、陽性例は僅かにとどまることが確認された。今のところその差

別化要因は明らかになっていない。 
 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the stimulus responses which carry out 
selection of centromere autoantigens from maculomolecular complexes including more than 
forty proteins. We examined immunoreactivities of nine different kinds of centromere 
proteins, which are different from three major centromere autoantigens, against sera from 
many patients and confirmed that a few of them reacted with a few patients’ sera. At 
present, we have not identified any factors which might differentiate major centromere 
autoantigens from minor autoantigens that rarely react to autoantibodies. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 膠原病は代表的な全身性自己免疫疾患で
あり、その多くは抗核抗体をはじめとする自
己抗体が陽性になる。抗核抗体には、疾患特
異性さらには症状特異性を有する物が多い
が、基本的には、自己抗体が生体内で抗原に
対して障害性に働き、疾患の発症や症状の出
現に直接結びつくとは考えられていない。し
かし、臨床表現型との極めて強い相関からす
れば、抗核抗体の産生機序は疾患発症のかな

り根源的な事象とリンクしているであろう
ことは容易に想像できる。通常、免疫寛容が
成立している自己抗原に対して、その応答が
いかにして破綻するかについては、アポトー
シスによる自己抗原の修飾が注目され近年
研究が進んでいる。それは局在の変化であっ
たり、蛋白の限定分解であったりするが、強
皮症のマーカー抗体のひとつである抗セン
トロメア抗体の対応抗原に関しては、その報
告に乏しい。 
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(2) アポトーシスによる自己抗原の修飾に関
しては、例えば、ケラチノサイトへの紫外線
照射が、SS-A 抗原やリボゾ−マル P 抗原とい
った全身性エリテマトーデス関連の細胞内
抗原を細胞表面に移動させる、という研究が
有名であり、またいくつかの自己抗原はある
種の caspase 刺激で限定分解を受け、それが
新規エピトープを表出させ免疫応答につな
がるという説が提唱されている。しかし、そ
れらの研究は多くは自己抗原にスポットを
当ててはいるが、対照となる蛋白、つまりは
自己抗原として報告のない非自己抗原の動
態を詳細には見ていない。 
 
(3) 抗セントロメア抗体の対応抗原の研究は
これまで、不死化された培養細胞を用いたウ
エスタンブロッティングや大腸菌を用いた
発現ライブラリーからの免疫スクリーニン
グで行われてきたが、はたしてそれらの実験
系が生体内の自己免疫応答を正確に描出し
てきたか疑問である。たとえば抗原に用いた
細胞が各蛋白の発現量等の問題で解析に適
したものであったか、大腸菌の系では発現が
困難な蛋白で拾い上げることのできなかっ
たのではないか、など様々な問題が残る。
Obuse のグループはプロテオミクスの手法
を用いて、ヒト分裂間期培養細胞よりセント
ロメア複合体を単離し、その構成因子をなん
と 40 種類も明らかにすることができた 
(Genes Cells, 9, 105-120, 2004)。そして少な
くともその内の 10 個以上が細胞周期を通じ
てセントロメアに局在する蛋白であること
も立証されている。これまでに自己抗体を利
用して同定されてきたセントロメア抗原が
CENP-A,-B,-C のわずか３種であったことか
らするとこれは驚くべき事であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究ではセントロメア抗体の産生機序
の解明、ひいては強皮症の発症病理の解明を
目的として、何故、同じ複合体の中にある蛋
白 で あ る の に 、 そ の 中 の 一 部 の 蛋 白
（CENP-A,B,C）のみが選択的に自己抗原足
りえるのか、それを誘導する刺激応答を解明
していく。 
 
(2) 新規に同定されたセントロメア蛋白に対
する反応性を、多数の自己免疫疾患患者血清
や健常人血清について検討し、これまで私た
ち が 詳 細 に 検 討 し て き た 自 己 抗 原
CENP-A,-B,-C との反応性の違いを明らかに
した上で、さらに、自己抗原であるセントロ
メア蛋白と非自己抗原であるセントロメア
抗原との差別化をもたらす細胞刺激を解明
する。 
 

３．研究の方法 
(1) 代表的なセントロメア自己抗原３種類
CENP-A,-B,-C に加え、細胞周期を通じてセン
トロメアに局在することが判明している
CENP-H,-I,-K,-L,-M,-N,-O,-T,-U の９種類
について、それぞれの遺伝子を大腸菌用発現
ベクターに組み込み、リコンビナント蛋白を
発現、精製し、患者抗セントロメア抗体の反
応をウエスタンブロットや ELISA法により調
べる。 
 
(2) これまでに我々が同定した、抗セントロ
メア抗体が反応する代表的なエピトープ部
位である CENP-A のＮ末端、CENP-B のＮ末端
およびＣ末端、CENP-C のＮ末端およびＣ末端
の 5か所の領域についてリコンビナント蛋白
を作成し、ELISA を構築する。 
 
(3) これまでセントロメアの機能構造研究
に汎用されている培養細胞である HeLa 細胞
に各種セントロメア蛋白遺伝子を導入し、そ
の局在を蛍光顕微鏡で観察するため、pEGFP
ベクターに遺伝子をサブクローニングする。
リポフェクションにより遺伝子を導入し、蛍
光顕微鏡により、観察する。 
 
(4) 各種ストレスによるセントロメア抗原
の局在の変化と蛋白限定分解の有無につい
て調べる。各種セントロメア蛋白遺伝子を導
入した HeLa 細胞を、血清無添加培地による
培養や、紫外線刺激、さらにはツニカマイシ
ン、タプシガルギン、A23187 といった小胞体
ストレスを誘導する薬剤を用いての培養条
件で、各抗原の局在の変化を観察する。また、
タグの抗体を使用したウエスタンブロッテ
ィングにより、抗原の限定分解が存在するか
について調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 75 例の強皮症、9例のシェーグレン症候
群を含む合計 114例の間接蛍光抗体法により
同定された抗セントロメア抗体陽性血清を
用いて、CENP-H,-I,-K,-L,-M,-N,-O,-T,-U の
各リコンビナント蛋白に対する反応性を調
べたところ、1例が CENP-O 蛋白に対して強く
反応を示した。この症例は経過中に皮膚硬化
範囲の狭い limited type から、急激に皮膚
硬化範囲が拡大し、diffuse type に移行した
強皮症であった。そこで、この抗体反応が新
たな臨床的意義を有する可能性を考え、定量
的測定法の確立のため、ELISA の構築を試み
た。その ELISA とウエスタンブロットの結果
から、114 例中上記 1 例を含む 4 例が同抗体
陽性であることが判明した。他の陽性 3例に
ついては ELISA で測定した抗 CENP-O 抗体価
は低く、臨床診断も limited type の強皮症
が 2 例とシェーグレン症候群が１例であり、



 

 

今後の経過観察を要すると思われる。抗体価
が群を抜いて高かった前述の 1例に関しては、
経時的に 3点で採取した血清を用い、その変
動を調べてみたが、急速に皮膚硬化が進行し
た前後で大きな差異は存在しなかった。抗セ
ントロメア抗体陽性の limited type の強皮
症から急速に硬化範囲が diffuse type へ進
行する非常に珍しいタイプのマーカー抗体
として抗 CENP-O 抗体がその臨床的意義を有
するならば、抗体価は病勢と関連するもので
はないが、その高い抗体価の存在が将来の病
勢拡大の予測マーカーとなりうるか、につい
て今後の症例集積による検討が望まれる。 
 CENP-Oを除く CENP-H,-I,-K,-L,-M,-N,-T, 
-U に対する抗体反応の存在については、イム
ノブロットによる検索を行ったところ、1 種
類の蛋白を除いて今回の検体には全く反応
が認められなかった。反応が認められた CENP
も 1 例の患者血清と反応したのみで、CENP-O
を含め、これらの CENP については、主要な
自己免疫応答の対応抗原である CENP-A, -B, 
-C とは大きく自己免疫原性が異なることが
示された。なお、ある種の自己免疫エピトー
プは立体構造に依存することから、イムノブ
ロットでは反応がとらえにくい可能性も考
えたが、CENP-O については、イムノブロット
と ELISA で結果に差異が無かったこと、
CENP-B に対する抗体もイムノブロットでは
わずかに陽性率は下がるものの、やはりイム
ノブロットと後述の ELISAにおける反応性は
大きく異なるものではなかった。以上より、
上記 8種類の蛋白に対して ELISA は施行して
いないものの、CENP-B などの主要抗原に比べ
ると、反応性は極めて低いものと予想してい
る。現在、これらの差異の原因について、各
蛋白の構造上から検討中である（論文準備
中）。 
 
(2) 5 か所の代表的な抗セントロメア抗体の
エピトープ領域について ELISA を確立した。
CENP-A のＮ末端、CENP-B のＮ末端およびＣ
末端、CENP-C のＮ末端およびＣ末端の 5か所
のエピトープに対する陽性率は 83 例で測定
したところ、それぞれ 83%、63%、98%、67%、
84%であった（図下）。 
 
これまで CENP-B の C末端や CENP-A の N末端

については ELISAによる抗体価の解析研究は
報告されているが、その他の主要エピトープ
に関してはイムノブロットによる定性的な
解析しか報告されておらず、今回の研究で５
つの主要エピトープに対する抗体価の定量
が同時に可能になったことは今後の抗体解
析に非常に有用な手段が確立されたと考え
られる。各エピトープ領域に対する反応性の
差異で、異なる臨床型の説明がどのくらい可
能かについて、現在検討中である（論文準備
中）。 
 
(3) EGFP タグを付加した CENP-A、-B、-C の
遺伝子をヒト fibrosarcoma 由来の HT1080 細
胞に導入し、蛍光顕微鏡にて観察を行った。
通常の栄養培地と無血清培地での比較にお
いては特に蛍光像に差異は認められず、また
イムノブロットによる解析でも差異は発見
できなかった。次に内在性の各種 CENP にお
いて HaCaT 細胞を用い、無血清培地、UV照射
（200、400、800J/m2）、薬剤刺激による抗原
局在に変化が起きるかを抗体入手が可能で
あったものについて蛍光抗体法により観察
を行ったが、明らかな変化は認められなかっ
た。また、抗原の限定分解の可能性について
イムノブロットにて解析を行ったが、特記す
べき変化を認めなかった。 
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