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研究成果の概要（和文）： 

ペプチドミクス手法により検出した、顕微鏡的多発血管炎（MPA）の活動期患者血清で有意
に変化する 7 つのペプチドから、アポリポタンパク A-I（ApoA-I）の C 端 13 アミノ酸よりなる
ペプチドを同定し AC13 と命名した。AC13 は疾患活動期に増加し治療とともに低下し、血管
内皮細胞株を刺激して IL-6 および IL-8 の産生を有意に増強させたことから、MPA の病態に関
与する新たなバイオマーカーと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Peptidomic analysis revealed 7 peptides that significantly increased or decreased in sera of patients 

with microscopic polyangiitis (MPA) before treatment. Among them, a peptide of 1523 kDa was 

identified as a C-terminal 13-mer peptide of apolipoprotein A-I, hence named AC13. AC13 was found to 

increase only in sera of patients with active MPA and decrease after treatment. AC13 stimulated 

endothelial cell lines to secrete significant levels of IL-6 and IL-8. Thus, AC13 seemed to play a 

pathological role in MPA and serve as a novel biomarker. 
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１．研究開始当初の背景 

血管炎の多くは難治性の経過をたどる。その
背景には、血管炎が多くの主要臓器を侵すこと、
病因が未解明である上に疾患特異的なマーカ
ーに乏しく、治療法の開発が困難であることがあ

げられる。血管炎の疫学においては地域差や人
種差が存在し、我が国では ANCA 関連血管炎
の患者が最も多い。 
 ANCA 関 連 血 管 炎 は 発 症 に ANCA
（anti-neutrophil cytoplasmic antibody；抗好中
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球細胞質抗体）が密接に関連した血管炎の一
つであるが、特に我が国ではミエロペロキシダー
ゼ(MPO)を認識する MPO-ANCA に関連した血
管炎が欧米に比して非常に多いのが特徴であ
る。その治療法について質の高いエビデンスを
確立するために、厚生労働省特定疾患難治性
血管炎調査研究班（2002〜2007 年度、主任研
究者：尾崎承一）により「MPO-ANCA 関連血管
炎に対する重症度別治療プロトコールの有用性
を 明 ら か に す る 前 向 き コ ホ ー ト 調 査 研 究
（JMAAV 試験)」が施行された。この多施設共同
前向 き臨床試 験は新たに発症した 全身型
MPO-ANCA 関連血管炎患者を対象とし、重症
度別に規定された標準治療を行ない、１年６ヶ
月間観察するものである。52 例の症例が組み込
まれ試験が終了し、ANCA 関連血管炎のわが国
における治療法の確立のための多施設共同前
向き臨床研究班（2008〜2010 年度、主任研究
者：尾崎承一）にて解析が継続された。 

MAAV 試験の三次評価項目として、患者の病
態や予後を規定する因子の同定を目的として、
患者血清を用いてプロテオミクス解析、特に分
子量の小さいペプチドに焦点を当てたペプチド
ミ ク ス に よ る 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、
MPO-ANCA 関連血管炎の治療前後で有意な
変動を示したペプチドが７個検出された。４個
（質量 1523、1738、2503、7771）は治療後１週目、
６週目と減少し、他の３個（質量 1624、2116、
7160）は治療後に増加した。治療後に減少した
ペプチ ドのうち、分子量 1,523 のペプチド
（p1523）は質量分析の結果、アミノ酸 13個よりな
る ペ プ チ ド で 、 そ の 配 列 は 、 N 端 よ り
「SALEEYTKKLNTQ」であった。データバンクの
ホモロジー検索の結果、このペプチドはアポリポ
タンパク A-I（ApoA-I）の C 末端の 13 アミノ酸残
基 （ ApoA-I-255-267 ） で あ る こ と が 判 明 し 、
ApoA-IのLeu254-Ser255間の切断により生成さ
れることが推定された。 
ApoA-I-255-267 を始めとする７個のペプチド

の全貌を解明することにより、それまで未知であ
った MPO-ANCA 関連血管炎の疾患特異性マ
ーカーや治療反応性を予測するマーカーの同
定が可能となり、疾患の病因・病態の解明や診
断・治療などの臨床面への応用が期待された。 
 
２．研究の目的 
JMAAV 試験の三次評価項目で明らかになった、
MPO-ANCA 関連血管炎の標準的治療の前後
で有意な変動を示す７個の血清ペプチドにつき、
それらの臨床的意義を明らかにすることを目的と
して、おのおののペプチド分子のアミノ酸配列を
同定し、病態や病勢との関連性を解析して、血
管炎の病態診断や病勢評価方法への応用を図
る。特に、アポリポタンパク A-I の C 末端 13 アミ
ノ酸（254-255）であることが判明した分子量
1523 のペプチド（p1523）については、その病勢
に関連した変動の疾患特異性の解析、p1523 の

生理活性物質としての作用の分子機序の基盤
解析を行うとともに、臨床応用を目指して p1523
の多検体での測定系を開発する。本研究は血
清中の特定のペプチド分子の血管炎における
臨床的意義を基盤的に解析するものであり、血
管炎における新規の診断・評価法の開発を目指
す画期的な研究である。 
 
３．研究の方法 
（１）p1523 の基礎的・臨床的意義の解析 

基礎的解析では p1523 の生理活性および切
断酵素の解析を行う。生理活性として化学合成
した p1523 を血管内皮細胞の培養系に添加し、
炎症性サイトカインの産生に与える影響を、培養
上清を用いた ELISA array にて検討する。また、
p1523を添加した培養血管内皮細胞および無添
加の培養血管内皮細胞よりタンパク質を調整し、
２次元電気泳動にて個々のタンパク質の発現量
を解析するとともに、当該タンパク質を同定す
る。 

ApoA-I の Leu254-Ser255 切断酵素の探索の
ために、血清に存在するプロテアーゼを個別に
調整して、ApoA-I との共存化で p1523 を生成す
る酵素を調べる。また、p1523 の受容体の検索
のために、合成 p1523 の N 端にリンカーを介し
て蛍光色素を標識し、それを用いて血管内皮細
胞の FACS解析を行い、高輝度で反応する血管
内皮細胞株を選択する。その内皮細胞株への
一定量の標識 p1523 の結合を、非標識の合成
p1523 により阻害する実験から、受容体の有無
や親和性の解析を行う。 

臨床的意義の解析のために、多数の臨床検
体を迅速に測定できる p1523 測定システムを開
発する。具体的には p1523 に対するモノクロー
ナル抗体およびポリクローナル抗体を作成し、
競合 ELISA の系を確立する。それを用いて多数
の患者の血中 p1523 を測定し、その変動の程度、
および、病型や活動性との関連性を解析すると
ともに、対照疾患（他の種々の血管炎、膠原病）
の患者血清ならびに健常者血清の結果と比較
する。 
 
（２）他の６つの候補ペプチドの同定 

患者血清より対象とする６つの候補ペプチド
を分画し、MS/MS 法によりアミノ酸配列を同定
する。同定された配列を用いてタンパク質デー
タベースを探索し、このペプチドが由来する親タ
ンパク質を同定する。同定された６つのペプチド
につき、生理活性の有無を解析する。具体的に
は、これらのペプチドを血管内皮細胞に添加し
て、サイトカインアレイ等にて種々のサイトカイン
の産生に及ぼす影響を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）p1523 の基礎的・臨床的意義の解析 

まず、初年度は MPO-ANCA 関連血管炎／
顕微鏡的多発血管炎（MPA）の病態や病勢と関



 

 

連性の高いマーカーを広範に検索するため、治
療前の MPA（n=33）、他の血管炎対照群(oSV; 
n=20)、全身性エリテマトーデス(SLE; n=25)の血
清ペプチドを網羅的に解析し、MPAと oSV、また
は、MPA と SLE の間において有意差(p<0.05)を
認める 13 個のペプチドを検出した。この中で 5
個のペプチドにおいて、MPA の治療前値が治
療開始後 1 週間値または 6 週間値のどちらかよ
り有意に(p<0.05)高値を示した。このうち 3 個
（p1523, p1738, p2503）が MPA の病態や病勢と
の関連性が高いと考えられ、中でも p1523 がバ
イオマーカーとしての有用性が最も高いと考えら
れた。この p1523 を 2D-HPLC により分画した後、
MS/MS 法にてアミノ酸配列を解析したところ、 
N 端より「SALEEYTKKLNTQ」という配列である
ことが判明した。これはアポリポ蛋白質（Apo）A-I
の C 末端 13 アミノ酸の配列と同一であったため、
AC13 と命名し、以後、重点的に解析した。 
 AC13 は MPA の治療前に高値で、治療開始 1
週間後、治療開始 6 週間後には有意に低下し
て、健常者や他疾患患者の血清レベルになった。
一方、親タンパクであるアポリポ蛋白質（Apo）
A-I の全分子、および、ApoA-I を構成タンパク
質に持つ High density lipoprotein コレステロー
ル（HDL-C）を同時期に測定すると、MPA の治
療前には正常レベルより低値で、治療開始 1 週
間後、治療開始 6 週間後には有意に増加して、
健常者の血清レベルになった（図 1；文献 22）。 

図１ MPA 治療前後の(A)AC13、(B)ApoA-I、
(C)HDL-C の推移。B,C の帯は正常域を示す。 
 

このことから、MPAの疾患活動期には、何らか
の機序で ApoA-I の C 末端から AC13 が切断さ
れ血中レベルが増加すると ともに、 血中の
ApoA-I および HDL-C のレベルが低下し、治療
による疾患活動性の改善とともにそれらのレベ
ルが正常に回復することが示唆され、AC13 の
MPA特異的バイオマーカーとしての意義が推定
された。 
 AC13 の生理活性の解析のため、皮膚由来お
よび肺由来のヒト微小血管内皮細胞株に AC13
または対照ペプチドを加えた培養系において、
炎症反応に関与する 12 種類のサイトカインの濃
度を測定した。その結果、AC13 添加培養液中
の IL-6 および IL-8 の蛋白質レベルは対照群
(CP; コントロールペプチド)よりも有意に高濃度
であった（図 2A）。IL-8 の産生は添加した AC13
の濃度依存性に増加した（図 2B）。この培養細
胞抽出物を用いて real time PCR で mRNA の発

現を調べたところ、IL-6 および IL-8 とも対照群
(CP)に比較し AC13添加において有意な転写の
上昇が認められた（図 2C）。従って、AC13 添加
による IL-6 および IL-8 の分泌亢進は、各サイト
カインの分解抑制によるものではなく、転写増強
によることが判明した。さらに、AC13 添加による
IL-8 の産生増強は、親タンパクである ApoA-I
の添加では認められず（図 2D）、AC13 ペプチド
に特有の生理活性であることが明らかになった。 

図２ AC13 によるヒト微小血管内皮細胞株の刺
激。詳細は本文に記載した。（文献 22 より引用） 
 
 AC13 の生理活性をより網羅的に解析する目
的で、合成 AC13 でヒト微小血管内皮細胞株を
刺激して、細胞のタンパク質プロファイルの変化
を、蛍光標識を用いた 2 次元ディファレンシャル
ゲル電気泳動で非刺激時と比較した。その結果、
potassium channel tetramerisation domain 
containing 12（KCTD12）と heat shock 27kDa 
protein 1（HSP27）が増加するなど、複数のタン
パク質プロファイルが AC13 による刺激で変化す
ることが判明した。KCTD12 の機能は不明である
が、HSP27 はシャペロンタンパク質の機能のほ
かに、リン酸化 HSP27 は炎症に関与することが



 

 

報告されており、MPA の血管の炎症への関与が
示唆される。これらの結果から、AC13 自体が
IL-6、IL-8 の産生の亢進を含め、ヒト微小血管
内皮細胞に対する生理活性を持つことが示唆さ
れた。 
 以上の解析を通して、MPA の疾患活動性の高
い時期には、アポリポ蛋白質 A-I の C 末端から
AC13 が遊離して血清中の濃度が上昇し、血管
内皮細胞に作用して IL-6 および IL-8 などの転
写を増強して分泌を亢進させ、MPA の病態に関
与することが示唆された。AC13 の血清濃度は
MPAの治療後には正常レベルに復し、また他の
血管炎やSLEの疾患活動期には上昇しないこと
から、AC13 は MPA の新たなバイオマーカーと
なることが示唆された（文献 22）。 
 
（２）AC13 の多検体解析システムの開発 
 多検体における AC13 の濃度を、ペプチドミク
ス手法によらない簡便な方法で測定するシステ
ムの開発を目指した。まず、AC13のC端にKLH
を結合した免疫抗原をウサギに免疫して抗 N 端
AC13 抗血清を作成し、 IgG 分画からさらに
Affinity 精製した（ウサギ抗 N-AC13 抗体）。
AC13 の測定系は、市販の抗ウサギ IgG 抗体を
固層化した 96 穴プレートを用い、これに Biotin
標識 AC13、未知濃度の AC13 を含む検体（また
は既知濃度の AC13 標準品）、および、ウサギ抗
N-AC13 抗体を加え、一晩反応させ洗浄した後
に、酵素標識 Avidin を加えて反応・洗浄後に発
色させ、標準曲線から検体中の AC13 濃度を測
定する competitive ELISA システムである。本シ
ステムは検体中の ApoA-I も検出してしまうため、
検体をあらかじめ Sep-Pak C18 に反応させ溶出
分画を測定する方法により ApoA-I の影響を除
外した。この測定系を用いて、ペプチドミクス手
法で血清中のイオン強度が既知の血清サンプ
ル中の AC13 を測定して、高濃度の AC13 を含
有するサンプルでは ELISA 測定値がイオン強度
と関連することを確認した。 
 
（３）AC13 の生体での産生機序の解析 

AC13 は ApoA-I の Leu254 と Ser255 の間の
酵素切断により遊離されると考えられるため、そ
の生成機序を明らかにする目的で cathepsin G
の関与を検索した。しかし、市販の ApoA-I と
cathepsin G を混合した反応系では AC13 の生
成は認められなかった。他の酵素が関与するか、
ApoA-I の分子形態の変化による切断部位の露
出が必要である可能性が示唆された。 
 
（４）その他の解析 
 当初の計画で予定されていた、p1523/AC13
の受容体の同定、p1523 以外の 6 個のペプチド
の同定ならびに生理的・臨床的意義の解析は
研究期間内に達成できず、今後の研究課題とし
て残された。 
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