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研究成果の概要（和文）：
　特発性肺線維症急性増悪症例では、アポトーシス関連自己抗体が血清中および気管支肺胞洗
浄液中に存在していた。抗アネキシン１抗体、抗 Bax inhibitor 1 抗体は死亡した症例に出現
し、抗 Bid 抗体は急性増悪の病状の改善とともに上昇していた。抗原蛋白を用いた ELISPOT
解析および細胞内サイトカインアッセイにより、アポトーシス関連自己抗体は急性増悪症例の
末梢血リンパ球の TH2免疫反応を増強し、アポトーシス細胞貪食を抑制する傾向が認められ
た。

研究成果の概要（英文）：
  Apoptosis-related autoantibodies were elevated in acute exacerbated patients with
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF).  Anti-annexin 1 and anti-Bax inhibitor 1 antibodies
were elevated in poor prognosis patients with acute exacerbated IPF. Anti-Bid
antibodies were elevated in good prognosis patients. By ELISPOT analysis and intra
cytokine assay, autoantibodies enhanced TH2 immune reaction on peripheral
lymphocytes and suppressed phagocytosis of apoptotic cells.   
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１．研究開始当初の背景
  アポトーシスによって誘導される自己抗
原蛋白が強い免疫原性を有するため、特発
性肺線維症急性増悪において亢進した II型
肺胞上皮のアポトーシスによる免疫反応の
増強が病状の進展に重要な役割を果たして
いることが推察される。我々は、肺胞上皮
アポトーシス細胞から流出したアポトーシ
ス関連自己抗原および同抗原に対する自己
抗体によるマトリックスの変化が、TH2 免
疫反応を増強し、特発性肺線維症の急性増
悪に重要な役割を果たしているという仮説
をたてている。 II 型肺胞上皮癌培養株
(A549) c DNA ライブラリーを用いた
SEREX (serological analysis of
recombinant cDNA expression libraries)
法により、特発性肺線維症急性増悪関連自
己抗体として抗アネキシン１抗体を検出し、
自己抗体のエピトープ解析を行いエピトー
プ特異的ELISA 法を確立した。抗アネキシ
ン１抗体のエピトープは N 末端ペプチド内
の (Ac1-26) の部分であり、Ac1-26 のペ
プチド自体もアネキシン１の生理活性を有
し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
phospholipase A2 活性の抑制は肺の線維
化を著明に減少させることが知られている
が、アネキシン１はphospholipase A2 活
性を抑制することから抗アネキシン１抗体
によるphospholipase A2 活性の亢進が特
発性肺線維症急性増悪に重要な役割を果た
していることが考えられる。

２．研究の目的
  SEREX 法によって発見した特発性肺線
維症急性増悪特異的自己抗体に特異的なエ
ピトープを用いた ELISA 法を用いて、特
発性肺線維症の急性増悪におけるアポトー
シス関連自己抗体について詳細な解析を行

い、自己抗体の意義について詳細な検討を加
える。特発性肺線維症急性増悪における自己
免疫反応のメカニズムの解明と免疫反応を調
節するペプチド・抗体療法の確立を目的とす
る。

３．研究の方法
  特発性肺線維症急性増悪症例の末梢血から
分離した CD4 陽性リンパ球をそれぞれの自
己抗原蛋白（アネキシン１、Bax inhibitor 1、
Bid 蛋白）と IL-2 および 30Gy照射した末梢
血単球と供に培養し、今回作製した自己抗原
変異ペプチドを添加培養し、マイクロプレー
ト上に固層化した抗体を用いて細胞から分泌
された TH1/TH2サイトカイを捕獲し、サイ
トカインが分泌された箇所を ELISPOTリー
ダーで解析した（ELISPOT解析）。また、特
発性肺線維症症例の末梢血より分離した単核
球細胞から、dendric cell (DC) 、マクロファ
ージ (Mφ１&Mφ２)を誘導した。Jurkat 培
養細胞、ひと肺胞上皮癌培養細胞 (A549)、
健常者末梢血より分離した好中球を
carboxyfluorescein diacetate succinamidyl
ester (CFSE；Molecular Probes) で標識し、
抗Fas IgM 抗体あるいは放射線照射によりア
ポトーシスを誘導した。DC、Mφ１またはM
φ２マクロファージと標識アポトーシス細胞
を混合し、経時的に PE標識抗 CD14抗体、
または抗１１b抗体を用いた2-color flow
cytometry によってDC、マクロファージ（M
φ１、Mφ２）におけるCFSE 陽性細胞の貪
食能の解析を行った。我々は、アネキシン１N
末端ペプチド、 Bid 蛋白Ｃ末端ペプチド、Bax
inhibitor 1 に対する monoclonal 抗体を作製
した。急性増悪症例の血清から抽出した自己
抗体、我々の作製した monoclonal 抗体、自
己抗体エピトープペプチド／アナログペプチ
ドのアポトーシス細胞の貪食能に対する作用



を解析した。

４．研究成果
  BAL 液から得られたＴ細胞及びマクロフ
ァージを用いてアネキシン１の N 末端ペプ
チドに対する T 細胞のBrdU 活性の測定で
は、アネキシン１が血清中に検出された症
例の一部にＮ末端ペプチドによる BAL 液
中のＴ細胞の活性化が認められた。アネキ
シン１のN末端エピトープに対する免疫反応
が特発性間質性肺炎急性増悪において重要
な役割を果たしていることが示唆された。
特発性肺線維症急性増悪特異的自己抗原蛋
白を用いた ELISPOT解析および細胞内サイ
トカインアッセイにより、抗アネキシン1抗
原（N末端エピトープ）や Bid 抗原は急性
増悪症例の末梢血リンパ球の TH2免疫反応
を増強していることが確認された。同抗原
はアポトーシス細胞貪食を抑制し、TH2 免
疫反応を強める傾向が認められた。付加に
よって、増強したTH2免疫反応の抑制する
アナログペプチドや抗体の同定が可能であ
った。同ペプチドや抗体の付加によってマ
クロファージによるアポトーシス細胞の貪
食が回復し、すみやかなアポトーシス関連
抗原の除去が観察された。急性増悪特異的
自己抗原は、免疫反応をTH2の方向にシフ
トし、線維化を促進する傾向を有していた
。肺胞上皮のアポトーシスにより II 型肺胞
上皮から遊離した急性増悪関連自己抗原は
、抗原自体がマクロファージの抗原貪食に
よる除去を抑制し、肺胞腔内に長期間残存
することが示唆された。急性増悪関連自己
抗原は急性増悪における肺の線維化に重要
な役割を果たしており、アナログペプチド
や single-chain antibody による急性増悪
関連自己抗原に対する免疫反応の抑制は、
特発性肺線維症の急性増悪における有効な
治療法になり得る可能性が示唆された。
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