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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は自己免疫疾患である全身性エリテマトーデス（SLE）患者T細胞に特異
的に認められる細胞表面および細胞外蛋白の環境変化を新たに確立したSecretome解析を用いて網羅的に解析す
ることである。Secretome解析においてはSPECS法で分離した蛋白をLC-MS/MSで解析することで、培養中に新規に
T細胞より生成・分泌された蛋白のみを網羅的に解析可能とする。活動性SLE患者4名及び健常者4名（性別・年齢
マッチ）のCD4+T細胞を分離培養し、培養上清中のSecretome解析を完遂し、蛋白質ライブラリーの作成に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to comprehensively analyze the environmental 
changes of cell surface and extracellular proteins that are specifically observed in T cells from 
patients with systemic lupus erythematosus (SLE), an autoimmune disease, using the newly established
 Secretome analysis. The secretome analysis is a method to comprehensively analyze only the proteins
 newly generated and secreted from T cells in culture by analyzing the proteins isolated by the 
SPECS method using LC-MS/MS. CD4+ T cells from 4 patients with active SLE and 4 healthy subjects 
(sex- and age-matched) were isolated and cultured, and secretome analysis of the culture 
supernatants was completed to create a protein library.

研究分野： リウマチ・膠原病内科学分野

キーワード： 全身性エリテマトーデス　T細胞

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回作成した蛋白質ライブラリーより健常者およびSLE患者の試料間差異成分の同定に成功している。今後これ
らの蛋白に関してELISAなどにより培養上清における発現検証を行う。検出された蛋白に関する機能解析を行う
ことで、これまで発見されていないSLEにおける新規治療ターゲットを解明することが可能と考えられる。

※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 
 
 
我々のこれまでの研究では CD52lowCD4+ T 細胞が SLE 患者末梢血で増加し臨床的重症度に関与
していることや（Clin Immunol. 2018 Feb;187:50-57. 筆頭著者：研究代表者梅田）、T細胞に
発現している a disintegrin and metalloproteinase (ADAM)9 が TGF-β1の活性化に関与する
ことで Th17 細胞分化を促進し自己免疫疾患の病態形成に関与すること(PNAS. 2021. In press. 
筆頭著者：研究代表者梅田)を報告しており、T 細胞表面および周囲の環境を調整する因子が SLE
病態形成に担う役割の重要性を解明してきた。これら T 細胞表面および周囲の環境を調整する
因子は Epigenetics な要素であり、近年発展を遂げている genomics や transcriptomics の手法
を用いても十分に理解することは困難である。そこで我々は細胞表面や周囲の環境変化を検出
する手法として用いられる新規の Secretome 解析を用いることで、これまで発見されていない
SLE における新規治療ターゲットを解明することが可能と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は(1)SLE 患者 T 細胞に特異的に認められる細胞表面および細胞外蛋白の環境変化
を新たに確立した Secretome 解析を用いて網羅的に解析すること、及び、(2)これら新規に同定
された蛋白の役割もしくは同蛋白を分解や切断する因子を同定することで新たな SLE 病態制御
機構を明らかにすることとしている。 
 本研究は Secretome の SLE における特異的な異常を検出することで、まだ知られていない T細
胞機能の制御機構の解明を目指している。これらが明らかになれば，SLE の新たな病態制御因子
の発見ならびにそれを用いた治療法に繋がる。よって、本研究は既存の検査・治療法では解決で
きない SLE 診療の諸問題に多大な利益をもたらす可能性を秘めていると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、T 細胞表面より切断および分泌される蛋白を解析するために SPECS(Secretome 
protein enrichment with click sugars) と い う 方 法 を 用 い る (EMBO J. 2012 Jun 
22;31(14):3157-68.)。既存の Secretome 解析では培養液に使用する FBS に大量に含まれる蛋白
が LC-MS/MS(液体クロマトグラフ質量分析計)を行う際のバックグランドノイズとして検出され
精度が低下することが問題であった。SPECS 法では、糖アナログである ManNAz を細胞培養に加
えることで新規に合成された蛋白が糖鎖蛋白として修飾される。この ManNAz 含有の糖鎖を化学
反応でビオチン化した後に、ストレプトアビジン-ビオチン結合を利用して、培養液中に新規に
生成された蛋白のみを分離する。これらSPECS法で分離した蛋白をLC-MS/MSで解析することで、
培養中に新規に T 細胞より生成・分泌された蛋白のみを網羅的に定量評価することが可能とな
る。申請者は primary CD4+T 細胞を解析するための SPECS 法のプロトコールを予備実験で確立
している。 
 性別・年齢・人種が同じ SLE 患者および健常人のペアから採取した末梢血より磁気ビーズで
CD4+T 細胞を分離、ManNAz を添加した上で、抗 CD3/CD28 抗体で刺激を加え培養する。培養上清
中の分泌蛋白を上記 SPECS 法で分離し解析を行う。 
 上記方法により SLE 患者において CD4+T 細胞からの分泌が増加もしくは低下している蛋白を
同定する。これらの蛋白のうち、SLE の病態に関与することが報告されている既知の分子を除い
たものをリスト化する。これらの分子の培養上清中の濃度を、ELISA や Western blot を用いて、
Validation を行う。 
上記解析で同定された分子、もしくはその分子を細胞正面から切断するもしくは分泌を促進す
る分子の T細胞機能への役割を明らかにする。 
CRISPR/Cas9 システムを用いて Primary CD4+T 細胞において当該分子をノックダウンさせる、も
しくは overexpression vector を用いて強制発現させる。または同分子の recombinant protein
を用いた共培養を行う。これらの条件下によりCD4+T細胞の分化能の変化（Th1,Th17,Tregなど）
やサイトカイン産生能、増殖能、および生存率などの機能変化を評価する。機能に変化があった
ものに関しては、同条件下での細胞内シグナルや転写因子の変化など、メカニズムの解明も行う。 
 
 
さらに in vivo における同定された分子の生体内での役割を明らかにするため、自己免疫疾患
モデルを用いた解析も行う予定とする。 
 
 



４．研究成果 
活動性 SLE 患者 4名及び健常者 4名（性別・年齢マッチ）の CD4+T 細胞を分離培養し、培養上清
中の Secretome 解析を完遂し、蛋白質ライブラリーの作成に成功した。今回作成した蛋白質ライ
ブラリーより健常者および SLE 患者の試料間差異成分の同定に成功している。今後これらの蛋
白に関して ELISA などにより培養上清における発現検証を行う。本研究の根幹を成す Secretome
解析に必要な蛋白精製カラムの供給に関して COVID-19 流行下において滞っており物品が到着し
たのが 2021 年度末となったため、研究の進行が遅れ機能解析までには至っていないが、今後、
検出された蛋白に関する機能解析を行うことで、これまで発見されていない SLE における新規
治療ターゲットを解明することが可能と考えられる。 
また metalloproteinase に関わる研究としてループス腎炎中の腎組織中の a disintegrin and 
metalloproteinases 9 (ADAM9)の発現や TGF-β 1 の活性化、繊維化への影響に関する研究も並
行して行っており、研究期間中に新たにループス腎炎患者由来の尿検体中の ADAM9 濃度が上昇
していることを ELISA により解明し、またループス腎炎の尿細管において A DAM9 の発現が亢進
していることを解明した。これらの結果は日本リウマチ学会・米国リウマチ学会で口演での発表
を行い、Arthritis & Rheumatology に投稿し major revision となっている。 
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