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研究成果の概要（和文）：「酵素抗原法」は、酵素やビオチンなどで標識した抗原を用いて、組織内の特異抗体産生細
胞を可視化する組織化学的手法である。本研究では、酵素抗原法によって関節リウマチ病変滑膜における自己抗体産生
細胞の証明を試みた。ヒトIgGに対する自己抗体を産生する形質細胞の可視化に成功した。一部のヒト抗原（FKBP4およ
びMAP1 LC3B）を免疫したラットのリンパ節で酵素抗原法を行ったところ、特異抗体産生細胞を確認できたが、ヒトの
リウマチ滑膜では陰性だった。対象となる抗体産生細胞が病変部に局在していない可能性が示唆された。その他の自己
抗原については病変部における抗体産生の可能性があるため、今後検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The enzyme-labeled antigen method is a histochemical technique that visualizes ant
igen-specific antibody producing cells in tissue sections with labeled antigens as probes. In the present 
study, we attempted to visualize the site of autoantibody production in the rheumatoid synovium with the e
nzyme-labeled antigen method. The plasma cells producing atuoantibodies to human IgG were visualized in th
e synovial tissue sections.  On the other hand, in the tissue sections of the lymph nodes of rats immunize
d with human autoantigens (FKBP4 and MAP1LC3B), the plasma cells producing antibodies to the immunized-ant
igens were visualized. But, in the synovial tissue, no positive cells were detected. These results suggest
 there are no plasma cells producing antibodies to autoantigens focused in the present study in the synovi
al tissues. Further studies are needed to demonstrate the plasma cells producing antibodies to the other a
utoantigens in the diseased synovial tissues.
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチの真の原因は不明であり、治

療には非ステロイド性抗炎症薬、ステロイド、
抗リウマチ薬、免疫抑制剤ないし抗 TNF-α抗
体による対症療法が行われる。重度の関節障
害では手術を要する場合があり、患者の生活
の質を大きく低下させるため、原因解明と根
治療法の確立が望まれる。 
関節リウマチの病変滑膜局所には、多数の

抗体産生細胞（形質細胞）が浸潤している。
しかし、これらの形質細胞が産生する抗体が、
どのような抗原に対するものなのかはほと
んど明らかにされていない。病変局所に浸潤
することから、自己抗体など、リウマチの病
態に関連した抗体を産生している可能性が
ある。そのため、これら病変部で産生される
抗体の標的抗原を明らかにすれば、関節炎の
成因となる自己抗原の同定など、病態解明に
貢献できる可能性がある。 
研究代表者が所属する藤田保健衛生大学

医学部堤寛研究室の代表的な研究テーマ「酵
素抗原法」は、酵素やビオチンなどで標識し
た抗原をプローブとして組織切片と反応さ
せることによって、組織内の特異抗体産生細
胞を可視化する組織化学的手法である。標識
抗体を用いる免疫染色（酵素抗体法）の裏返
しの方法である。この方法により、病変局所
における特異抗体の産生部位を証明するこ
とができる。本技法を関節リウマチの滑膜病
変へ応用できれば、関節滑膜病変で産生され
る自己抗体を可視化できる可能性がある。 
これまでに研究代表者は、愛媛大学プロテ

オサイエンスセンター澤崎達也研究室（愛媛
大澤崎研）と共同研究を行ってきた。愛媛大
澤崎研では、コムギ胚芽抽出物を利用した無
細胞タンパク合成法（コムギ無細胞系）を確
立している（Endo Y, Sawasaki T. Biotechnol 
Adv 21(8):695-713, 2003）。この技術により、
一度に多種類のタンパクを、cDNA から直接、
短期間、高収量に全自動で合成することが可
能である。大腸菌や細胞を用いたタンパク合
成法と比較して、効率的（µg オーダー）にタ
ンパクを合成でき、無細胞系であるためタン
パク精製が不要であり、抗原検索用のタンパ
クライブラリ構築のための有用な抗原供給
源となる。さらに、アルファスクリーン法を
用いた、ビオチン標識タンパクと血清抗体と
の抗原抗体反応を検出する簡便かつ高感度
なシステムも確立している（Matsuoka et al. 
J Proteome Res 9:4264-4273, 2010）。 
研究代表者らは、これら愛媛大澤崎研の技

術と「酵素抗原法」を活用して、関節リウマ
チの病変滑膜で産生される抗体の標的抗原
検索法の開発を行ってきた。具体的には、コ
ムギ無細胞系により構築した 2183 種類のタ
ンパクからなるビオチン化ヒト自己抗原ラ
イブラリから、アルファスクリーン法によっ
て、5例の関節リウマチ患者の血清および滑
膜組織抽出液が反応する自己抗原の同定を
試みた。その結果、多数の自己抗原が組織抽

出液中の抗体と反応することが明らかとな
った。それらの抗原のなかで特にシグナルの
強い抗原 18 種類（ABCF1、FBXO2、FKBP4、
GABARAPL2、HIST1H1C、IMPACT、ING4、KCTD18、
KIAA0409、MAP1LC3B、NOL1、PMVK、PNRC2、
PRM2、S100A13、SRP19、TRIM21、ZNF207）を
プローブとして、各患者の病変滑膜組織切片
を対象に「酵素抗原法」を行ったところ、2
種類の抗原（TRIM21、FBXO2）において、陽
性形質細胞を認めた（Mizutani Y et al, J 
Immunol method, 31;387(1-2):57-70, 2013）。 
これらの結果から、血清や組織抽出液を対

象として、コムギ無細胞系、アルファスクリ
ーン法および「酵素抗原法」を組み合わせる
ことで、病変で産生される抗体の標的抗原の
同定が可能であることを示すことができた。 
 しかしながら、アルファスクリーン法によ
ってスクリーニングされた 18 種の自己抗原
タンパクのうち、TRIM21 と FBXO2 を除く 16
種のタンパクは、組織抽出液おけるアルファ
スクリーンの反応シグナルが高いにもかか
わらず、滑膜組織において抗体産生細胞を確
認できなかった。この原因については明らか
にできず、さらなる検討が必要とされた。 
 
２．研究の目的 
「酵素抗原法」は、酵素やビオチンなどで
標識した抗原を組織切片と反応させて、組織
内の特異抗体産生細胞を可視化する組織化
学的手法である。本研究では、関節リウマチ
の病変滑膜における自己抗体産生細胞を「酵
素抗原法」によって証明する。 
これまでの検討でリウマチ性滑膜におい

て抗体産生が示唆された自己抗原タンパク
をビオチン標識プローブとする。病変滑膜に
共通する抗体の標的抗原を検索する。リウマ
チ性滑膜に浸潤する抗体産生細胞が産生す
る抗体を、このような新しい視点から分析す
ることを通して、診断や治療へ貢献すること
を到達目標とする。 
 
３．研究の方法 
（1）免疫吸収試験の実施：これまでの研究
において、酵素抗原法で陽性像の得られた抗
原である TRIM21 および FBXO2 について、未
標識抗原と標識抗原の競合反応を利用した
免疫吸収試験によって、各抗原に対する組織
切片上の抗体の特異性を検証した。抗原タン
パクのビオチン標識の検出には、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン
を用いた。 
  
（2）酵素抗原法の至適条件検索：先の吸収
試験でアルファスクリーン用緩衝液により、
染色性の改善が認められたことから、他の抗
原でも染色性の改善が認められるかを検証
した。対象抗原は、形質細胞浸潤が顕著な組
織においてアルファスクリーンシグナルが
比較的高値を示した HIST1H1C、KIAA0409、
MAP1LC3B、PRM2 および SRP19 について実施し



た。 
 
（3）抗 IgG 抗体産生細胞の検索：関節リウ
マチでは、自己抗体として IgG 分子の Fc 部
分に対する抗体、リウマトイドファクター
（Rheumatoid factor）が血清中に高頻度に
検出されることが報告されている。滑膜組織
に浸潤する形質細胞の一部が、このリウマト
イドファクターを産生している可能性が考
えらえた。そこで、このリウマトイドファク
ターの産生部位を可視化することを目的と
して、ビオチン標識したヒトガンマグロブリ
ンおよびIgGをプローブとして酵素抗原法を
行った。 
 
（4）特異抗原免疫ラットを用いた酵素抗原
法の至適条件の検討 
①免疫用抗原タンパクの調製 
滑膜組織において、染色対象となる特異抗

体の産生がないことが疑われたことから、ヒ
ト自己抗原をラットに免疫して、そのリンパ
節の組織切片を陽性コントロールとして酵
素抗原法を実施することを計画した。 
滑膜組織抽出液を用いたアルファスクリ

ーンにおいて、シグナル高値を示したが、酵
素抗原法で陰性となった抗原のうち、コムギ
無細胞系でタンパク合成効率の高い抗原を
免疫用の抗原として調製するために選抜し
た。なお、過去に精製蛋白調整のため、5’
末端に 6x ヒスチジン（His）タグおよびビオ
チンリガーゼ（bls）認識ペプチド配列の遺
伝子配列を付加した後に pDONR221 ベクター
へクローニングした抗原を選抜対象とした。
その結果、FKBP4 および MAP1LC3B を免疫抗原
として選抜した。また、FBXO2 は、背景染色
が強く、その改善の検討に使用できると思わ
れたため、あわせて免疫抗原として調製した。
その他の抗原は、蛋白合成効率が不良のため、
免疫抗原調製が困難であった。 
アルファスクリーンに使用したタンパク

は、N 末端に His タグおよび bls 認識ペプチ
ド配列が付加されたタンパクであった。当初、
His タグおよび bls 認識ペプチド付加タンパ
クをそのまま免疫抗原として調製すること
を試みたが、コムギ無細胞系によるタンパク
合成効率が不良であったため、免疫抗原作製
のための大量合成には不向きであることが
判明した。そこで、His タグおよび bls 認識
ペプチドの代用として、グルタチオン-S-ト
ランスフェラーゼ（GST）タグ配列を付加し
たタンパクを合成したところ、合成効率の改
善が認められた。そのため、GST タグ標識タ
ンパクを免疫用抗原として合成・精製した。 
免疫抗原の調製は、合成したタンパクをグ

ルタチオンセファロースゲルによるバッチ
精製により、精製・濃縮した。また、His タ
グおよびbls認識配列に対する抗体が産生さ
れる可能性が予測されたことから、これらの
タグを除去した。この場合、免疫応答により
GST タグに対する抗体を産生する形質細胞が

出現する可能性があるが、染色時に His-bls
タグ抗原タンパクをプローブに用いること
で、GST 抗体産生細胞への反応は回避するこ
とができると想定された。 
 

②ラットへの免疫操作と材料採取 
精製・濃縮した抗原をフロイントアジュバ

ントと混合してエマルジョンを調製した後、
ラットの前肢足底部へ 3回皮下投与した。免
疫操作終了後、ラットをイソフルラン麻酔に
より安楽死させ、採血を行った後、腋窩リン
パ節を採取した。採取したリンパ節を 4％パ
ラホルムアルデヒドで固定した後、凍結切片
を作製した。なお、動物実験の実施について
は、藤田保健衛生大学動物実験委員会より承
認を得た（承認番号：M2172）。 
 

③血清 IgG 抗体の確認 
各種抗原に対する免疫応答の確認のため

に、免疫動物の血清を用いて、エライザ
（ ELISA 、 Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay）法により血清中の抗原特異的抗体の
確認を行った。 
 

④酵素抗原法の実施 
作製した凍結切片に対して、His タグとビ

オチンを標識した抗原タンパクをプローブ
として、酵素抗原法を実施した。抗原の結合
の検出には、西洋ワサビペルオキシダーゼ標
識ストレプトアビジンを用いた。さらに、未
標識抗原と標識抗原との競合反応を利用し
た免疫吸収試験により、切片上の抗体の特異
性を検証した。 
 
４．研究成果 
（1）TRIM21 および FBXO2 に対する切片上の
抗体の吸収試験 
 TRIM21 において、滑膜組織切片に非標識抗
原を事前に反応させることで、標識抗原によ
る反応シグナルが減弱したことから、滑膜切
片上の抗TRIM21抗体の特異性が確認できた。
一方、FBXO2 においては、事前に未標識抗原
を反応させることで、標識抗原による背景染
色が増大してしまい、特異性が評価できなか
った。シグナルが検出できたアルファスクリ
ーンと反応条件を近づけるために、アルファ
スクリーンで使用した緩衝液（0.1 mol/l 
Tris-HCl, pH 8.0, 0.01% Tween 20 および
0.1% ウシ血清アルブミン）で抗原を希釈し
て吸収試験に用いたところ、背景染色の減弱
が確認され、反応シグナルの減弱が確認でき、
組織切片上の抗FBXO2抗体の特異性を確認で
きた。 
 
（2）FBXO2 の吸収試験において、アルファス
クリーン用緩衝液を使用することで良好な
染色像が確認できたことから、他の抗原につ
いても、アルファスクリーン用緩衝液で染色
性改善の可能性が期待された。しかし残念な
がら、各抗原において染色性の改善は認めら



れなかった。 
 
（3）抗 IgG 抗体産生細胞の検出：関節リウ
マチではリウマトイドファクター・抗 IgG 抗
体が血清中に検出されることが報告されて
いる。そこで、ヒトガンマグロブリンをビオ
チン化して、これをプローブとして酵素抗原
法を実施した。その結果、陽性シグナルを示
す形質細胞が複数認められた。さらに、ビオ
チン化ヒトIgGをプローブとして酵素抗原法
を実施したところ、滑膜組織上に陽性形質細
胞を検出することができた。しかし、プロー
ブとして用いた IgGの Fab 部分が形質細胞成
分に反応した可能性や、リウマトイドファク
ターが IgG の Fc 部分に対する抗体であるこ
とから、今後、Fc 部分のみのプローブで検討
を重ねる必要がある。また、吸収試験は実施
できておらず、特異性の検証も必要であるが、
リウマチ滑膜病変において、抗 IgG 自己抗体
産生細胞を可視化することができたと考え
られる。 
 
（4）抗原免疫ラットを用いた、酵素抗原法
の至適条件の検討 
①ELISA による血清抗体測定 
 免疫した各抗原をウェルプレートに固相
化した後、各抗原を免疫したラットの血清を
反応させた。その結果、対応する抗原に対し
て高い反応シグナルが検出された（図 1）。一
方、免疫した抗原とは異なる抗原に対しても、
弱い反応シグナルが検出された。これは、タ
ンパク合成に使用したコムギ無細胞系のタ
ンパクに対する抗体と考えられた。以上から、
各種抗原に対する免疫応答が成立している
ことが確認された。 

 
また、本実験をとおして、コムギ無細胞系

により合成したタンパクを固相化したエラ
イザ解析が可能であることを示すこともで

きた。これは、今後のコムギ無細胞系を用い
た研究へも応用できる手法である。 
 
②酵素抗原法および吸収試験の実施 

各種抗原を免疫したラットリンパ節を対
象に酵素抗原法を実施したところ、複数の陽
性細胞が検出された（図２）。免疫抗原とは
異なる抗原で酵素抗原法を行った場合は、
FBXO2 では背景染色が見られたが、他の抗原
では陽性細胞は検出されなかった。また組織
切片上の抗体活性の賦活化処理として、これ
までと同様に、プロテイナーゼ K処理が有効
であることが明らかとなった。 

 
一方、吸収試験として、各種標識抗原と対

応する未標識抗原を混合して、ラットリンパ
節で酵素抗原法を実施したところ、未標識抗
原を混合しなかった場合と比較して、染色シ
グナルの減弱が確認された。したがって、各
組織切片上の抗体の特異性を確認すること
ができた。 
 免疫ラット組織では、プロテイナーゼ K処
理で良好な染色像を観察できたにも関わら
ず、同様の染色手法でリウマチ滑膜では陰性
となることから、FKBP4 および MAP1LC3B にお
いては、これら抗原に対する抗体産生細胞が
滑膜組織内に浸潤していない可能性が強く
示唆された。 
 
（5）研究の総括と今後の展望 
ラットでの検討により、今回対象とした
FKBP4、MAP1LC3B については、滑膜組織にお
ける抗体産生細胞が局在していない可能性
が示唆された。しかし、その他の抗原につい
ては、滑膜組織における抗体産生細胞の局在
の可能性は否定できていない。これまでの検
討において、アルファスクリーンで比較的高
値を示し、酵素抗原法では背景染色が強かっ
た自己抗原タンパクである HIST1H1C や
KIAA0409、PRM2 などは、コムギ無細胞系にお
けるタンパク合成効率が低かったため、免疫
用に抗原を調製するのは困難であった。その
ため、これら抗原については、酵素抗原法で
滑膜組織が陰性となる原因が、組織内に対象
となる抗体を産生する形質細胞が存在しな
いためなのか、染色条件の問題なのか、未だ
に明らかにできていない。 

図 1．各種免疫抗原に対する血清 ELISA シグ
ナル（n=3、平均値±標準偏差）．免疫抗原に
対応する抗原で、反応シグナルが認められ
る。対応のない抗原においても比較的低いが
反応シグナルが認められる。 

図２．各種抗原をプローブとした酵素抗原
法．（A）FBXO2、（B）FKBP4、（C）MAP1LC3B
に対する抗体を産生する形質細胞が認めら
れる。 



現在、愛媛大澤崎研の協力を得て、新規タ
グを用いた酵素抗原法の増感法を検討中で
ある。これまでは、組織切片上の形質細胞に
結合したタンパクのビオチン標識を、ペルオ
キシダーゼ標識ストレプトアビジンで検出
する方法（間接法）を採用してきた。しかし
ながら、この方法では合成タンパクへのビオ
チンの標識効率が 100％ではないことや、現
在用いている検出方法が間接法という比較
的低感度な手法のため、総合的な検出感度が
低いと考えられる。アミノ酸ポリマー法など、
より高感度な検出系に切り替えることがで
きれば、現在、酵素抗原法で陰性の抗原タン
パクや背景染色が強すぎて判別困難となっ
ている抗原タンパクについて、良好な陽性反
応を検出することができるようになるかも
しれない。 
増感法の検証は、今回の研究で作製した抗

原免疫ラットの組織切片を陽性コントロー
ルとして用いた検討が可能である。現在、こ
れらラット組織組織を用いて、新規タグを付
加した抗原タンパクをプローブとした酵素
抗原法を検討中である。うまくいけば、臨床
材料へ応用する予定である。パラフィン切片
へも応用できる可能性があり、酵素抗原法の
応用範囲を一気に拡大できることが期待さ
れる。 
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