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研究成果の概要（和文）：アクネ菌分泌発現系ライブラリを作製し、本菌感作マウス細胞を用いて細胞性免疫反応を指
標としたスクリーニングを施行した。計1132クローンに対しリンパ球刺激試験を行った結果1陽性クローンを得た。こ
の組み換え蛋白はサルコイドーシス患者細胞には反応せず、疾病素因を有する患者細胞でのスクリーニングの必要性が
生じた。患者細胞で同様の系を行ったが細胞数の観点から難航し、患者血漿を用いたスクリーニングで抗原候補を選別
した後に細胞性免疫を確認することとした。その結果得られた5つの候補蛋白はアクネ菌感作マウスにおいて細胞性免
疫反応を誘導することが確認された。現在患者における反応性を検証している。

研究成果の概要（英文）：We made Propionibacterium acnes secretory protein expression system and performed 
the screening using the cells from animals immunized with P. acnes and that system. We performed lymphocyt
e stimulation test against 1132 clones and got one positive clone. This recombinant protein did not, howev
er, show a positive result with the cells from patients with sarcoidosis. We needed to perform screenings 
with the cells from patients with disease susceptibility rather than using cells from immunized animals. W
e then carried out the same system with patients' cells, but we encountered some difficulties due to the l
imited number. Therefore we executed the screening with patients' blood plasma instead for the first scree
ning to select candidates for antigen. As a result, we had found 5 antigen candidates and have confirmed i
ts induction to cell-mediated immune response with P. acnes immunized mice. Currently, we are validating t
heir reactivity with the sarcoidosis patients.
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１．研究開始当初の背景 
サルコイドーシスや鳥関連過敏性肺炎な
どの細胞性免疫反応を主体とする一部の疾
患では、その診断に苦慮することも少なくな
く、診断･治療法の確立のために責任抗原の
同定が切望されている。 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞性免疫反応が主体であるサルコイド
ーシスの責任抗原を、原因菌と想定されてい
るアクネ菌(Propionibacterium acnes)の分
泌発現系ライブラリを用いて同定する手法
の確立を目指した。 
(2) また上記手法によるスクリーニングが困
難であることが判明した後には、本症患者お
よび健常人の血漿を用いて本菌の菌体成分
に対し液性免疫反応の観点から疾患特異的
な反応を見せる菌体成分の同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) アクネ菌の cDNA分泌発現系ライブラリ
を pBE-S ベクターを用いて作製し、本菌感
作マウス細胞を用いてリンパ球刺激試験に
よるスクリーニングを施行した。感作マウス
の stimulation indexが 2以上であり、かつ
未感作マウスとの比が 2倍以上であったクロ
ーンを陽性とした。陽性クローンについては
挿入遺伝子を解析し、組み換え蛋白を作製し
た。 
(2) 東京医科歯科大学医学部附属病院にてサ
ルコイドーシスと組織診断された患者(53例) 
および健常人ボランティア(36例)の血漿を用
いてアクネ菌破砕液を抗原とした western 
blotを施行した。これらの臨床検体を用いた
解析を行うにあたっては、東京医科歯科大学
医学部研究倫理審査委員会の承認を受けた。 
Western blotでサルコイドーシス患者・健常
人ともに高率に陽性を認めた分子量のバン
ドについて、CBB染色したアクリルアミドゲ
ルからバンドを切り出し、飛行時間型質量分
析計を用いて質量分析を行った。同定された
アクネ菌由来の蛋白について、pHUEプラス
ミド発現ベクターを用いて組み換え蛋白を
作製した。 
これらの組み換え蛋白を抗原として、アク
ネ菌感作マウス・未感作マウス血清およびサ
ルコイドーシス患者・健常人血漿を用いた
ELISA および両マウスリンパ節細胞および
患者・健常人末梢血単核球を用いた
ELISPOT assayを施行した。 
 
４．研究成果 
(1) 作製した分泌発現系ライブラリはアクネ
菌由来の遺伝子が正確なフレームでクロー
ニングされている確率、さらにその遺伝子が
コードする蛋白が分泌される割合が低率で
あった。計 1132 クローンに対しリンパ球刺
激試験を施行し、得られた陽性クローンは 1
クローンのみであった。この陽性クローンは
「PTS systemマンノース特異的 IIB複合体

(IIBC)」と同定された。IIBCの組み換え蛋白
を作製しサルコイドーシス患者でリンパ球
刺激試験を施行した結果、細胞性免疫反応は
誘導されなかった。 
これは組み換え蛋白が大腸菌内でアクネ
菌と異なる糖修飾を受けるなど本来の蛋白
と抗原性が異なることも考えられるが、感作
マウスにおいて抗原となりえた蛋白の可能
性もある。 
(2) Western blot における陽性バンドは患
者・健常人ともに IgG, A, M 各クラスとも
30-50 kDa付近に多く見られた。患者群に特
異的なバンドはなかった。 
患者・健常人で高頻度に認められたバンドに
ついてはMALDI TOF-MS解析により5種類
の蛋白を同定した。これらの蛋白については
組み換え蛋白を作製し、アクネ菌感作･未感
作マウスおよびサルコイドーシス患者・健常
人における液性免疫反応と、感作･未感作マ
ウスおよび患者･健常人細胞を用いて細胞性
免疫反応を検証した。 
液性免疫反応は ELISA 法にて各蛋白に対
する抗体価を測定した。アクネ菌感作マウス
は未感作マウスと比較し、5 種類の蛋白すべ
てに対し有意に高い抗体価を示した。ヒト血
漿では 2種類の蛋白に対して患者群で有意に
高い抗体価を示した。細胞性免疫反応は
ELISPOT assay にて評価した。アクネ菌感
作マウスは未感作マウスに比べ IFNγ、IL-2
ともに高い反応を示す中、3 種類については
強い反応を示した。患者では 4例中 3例にマ
ウスで強い反応を示した 3種類のうち 2種類
に対する反応を認めた。 
本研究では“患者特異的に液性免疫を誘導
する”ではなく、ヒトに抗原性を有するアク
ネ菌由来の蛋白を液性免疫反応から選別し
細胞性免疫反応を評価した。宿主要因が存在
する疾病の病因解明研究においては患者細
胞に限りがある以上本研究のような工程を
踏む必要がある。当初目指した細胞性免疫反
応を指標としたスクリーニング法の確立に
は至らなかったが、サルコイドーシスの責任
抗原同定へは前進したものと考える。  
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