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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA）診断では、検査項目を補完するような新規検査項目が必要とされている
。申請者は、RA患者の末梢血において特定の蛋白質のアセチル（Ac）化が亢進していることを突き止め、RAでAc化が亢
進している蛋白質として、alpha-enolase (ENO1)などを同定した。次に、AcENO1の診断指標としての有用性を評価する
のに必要なAcENO1抗体を作製するために、RA特異的に亢進しているENO1のAc化部位の特定を試みたが、特定まで至らず
、今後の検討課題となった。また、ENO1のアセチル化による抗原性への影響を検証したところ、Ac化依存的に抗原性の
変化は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Post-translational modifications (PTMs) are often critical for diagnosis of diseas
es. Thereby, we here tried to elucidate alteration of PTMs in RA, focusing on acetylation in this study. 
We applied acetyl-proteomics to peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to elucidate PTM difference bet
ween patients with RA and healthy. Multiple proteins in PBMCs were highly acetylated in the RA groups. One
 of the proteins predominantly acetylated in the RA group was identified to be ENO1. Next, we tried to ide
ntified acetylated lysine residues, but we could not detect RA-specific acetylated peptides of ENO1. This 
would be technical limitation of mass spectrometric analysis at present. In the future, it would be needed
 to establish more effective methods to identify acetylated lysine residues. Next, we examined whether ace
tylation affect the antigenecity of ENO1 in patients with RA. As a result, the reactivity was not differen
t between the acetylated ENO1 and the non-acetylated ENO1. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）関節リウマチ診断における臨床血液検
査の例 
関節リウマチ診断のための臨床血液検査

では、血清中の抗シトルリン化ペプチド抗
体・リウマチ因子の検出などが採用されてい
るが、十分とは言えない。従って、従来の検
査項目を補完するような新規検査項目が必
要とされている。 
 
（２）なぜ関節リウマチでアセチル化を指標
とするか。 
関節リウマチでは、病変部におけるシトル

リン化蛋白質の増加やIgGの糖鎖異常など一
部の翻訳後修飾の異常が報告されており、そ
の他の翻訳後修飾にも異常のある可能性が
ある。最近、関節リウマチ患者で脱アセチル
化酵素の発現・活性の低下が報告された
(Huber et. al. (2007) Arthritis Rheum, 56, 
1087-1093)。これはとりもなおざず、関節リ
ウマチで蛋白質のアセチル化が亢進してい
る可能性を示しており、アセチル化蛋白質探
索の必要性を示唆している。さらに、このア
セチル化亢進蛋白質もしくはそれに対する
自己抗体が見つかれば、検査項目の対象候補
となりうる。 
 
（３）申請者らのこれまでの研究 
申請者らは、これまでにリン酸化やシトル

リン化などの特定の翻訳後修飾に着目して、
蛋白質の網羅的探索を展開し、病態関連分子
を同定するなどの成果をあげている（Matsuo 
& Arito et. al (2011). Ann Rheum Dis, 70, 
1489-1495, Matsuo et. al. (2006) Arthritis 
Res Ther, 8, R175-188）。また、申請者らは、
これまで網羅的解析の対象とされていなか
ったアセチル化を指標として蛋白質網羅的
解析を確立した（日本プロテオミクス学会
（2010）および WHUPO（2010）にて発表）。実
際に、関節リウマチ患者および健常者の血液
より分離した末梢血リンパ球を用いて、アセ
チル化プロテオミクスを行ったところ、関節
リウマチ患者でアセチル化が亢進している
蛋白質が複数見出された。 
 このアセチル化亢進蛋白質もしくはそれ
に対する自己抗体は、臨床診断の対象候補と
なりうる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛋白質のアセチル化の測定法

を確立し、アセチル化測定の関節リウマチの
診断的意義を明らかにし、臨床検査としての
有用性を検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）関節リウマチにおけるアセチル化亢進
蛋白質の同定 
健常者と比較し、関節リウマチ患者末梢血リ
ンパ球でアセチル化が増強しているタンパ
ク質を回収し、トリプシンで消化後、

MALDI-TOF/TOF 型質量分析器を用いて同定す
る。 
 
（２）同定アセチル化蛋白質の診断指標とし
ての有用性の評価 
①同定アセチル化蛋白質の 
「アセチル化を受けているリジン残基とそ
の周辺のアミノ酸配列」を認識する抗体の作
製 
アセチル化同定蛋白質の検出の特異度・感度
をより高くするために、抗アセチル化ペプチ
ド抗体を作製する。 
流れ[1] 同定蛋白質のアセチル化部位（リジ
ン残基）を特定する。 
測定時、修飾を保持したままペプチドの断片
化が可能な ETD モード(Froelich JM et al. 
(2009) Comb Chem High Throughput Screen., 
12, 175-184.)を搭載した LC/MS を駆使して、
同定蛋白質のアセチル化部位を特定する。 
[2] [1]をもとに、「アセチル化を受けている
リジン残基とその周辺のアミノ酸配列」を含
むペプチドを合成し、アセチル化ペプチド抗
体を作製する。 
 
② 抗アセチル化ペプチド抗体の有用性の評
価 
抗アセチル化ペプチド抗体が、関節リウマチ
検体にのみ反応するかについて調べるため
に、関節リウマチ患者由来の末梢血リンパ球
の細胞溶解液をサンプルとし、アセチル化抗
体を用いて、ウエスタンブロッティングもし
くは ELISA を行う。 
 
（３）同定アセチル化蛋白質に対する自己抗
体の診断指標としての有用性の評価 
同定アセチル化蛋白質が、関節リウマチ特異
的な自己抗体の抗原となりうるかについて
調べるために、同定アセチル化蛋白質をサン
プルとし、関節リウマチ患者血清を用いて、
ウエスタンブロッティングもしくはELISAを
行う。同定アセチル化蛋白質は、すでに確立
しているIn vitro acetylationの系により、
準備する。リコンビナントで作製した同定蛋
白質に、In vitro でアセチル化酵素およびア
セチル CoA を作用させ、リコンビナント同定
蛋白質を効率的にアセチル化させる。 
 
 
４．研究成果 
（１）関節リウマチにおけるアセチル化亢進
蛋白質の同定 
申請者グループは、関節リウマチ患者の末

梢血において特定の蛋白質のアセチル化が
亢進していることを突き止めた。まず、関節
リウマチ患者末梢血リンパ球で、アセチル化
が亢進している蛋白質を回収し、トリプシン
で消化後、MALDI-TOF/TOF 型質量分析器を用
いて同定した。その結果、関節リウマチでア
セチル化が亢進している蛋白質として、
-enolase (ENO1)とイソクエン酸デヒドロゲ



ナーゼ（IDH１）が同定された。 
 
（２）同定アセチル化蛋白質 ENO1 の診断指
標としての有用性の評価 
同定アセチル化蛋白質 ENO1 の診断指標と

しての有用性を評価する目的で、ENO1 の「ア
セチル化を受けているリジン残基とその周
辺のアミノ酸配列」を認識する抗体を作製す
るために、関節リウマチ特異的に亢進してい
る ENO1 のアセチル化部位（リジン残基）の
特定を試みた。まず、LC-MS を用いて、健常
者末梢血リンパ球で ENO1 のアセチル化部位
の特定を試みた結果、120 番目と 126 番目の
リジン残基がアセチル化されたペプチドと
256 番目のリジン残基がアセチル化されたペ
プチドが検出され、健常において ENO1 は、
120、126、256 番目のリジン残基でアセチル
化されていることが明らかとなった。 
次に、関節リウマチ患者末梢血リンパ球を

用いて、同様の検討を試みたが、現時点で、
関節リウマチ特異的にアセチル化されたペ
プチドの検出には至っていない。被験試料で
ある ENO1 の調製法（ENO1 量やプロテアーゼ
の種類など）や質量分析の条件等を複数検討
し、関節リウマチ由来末梢血リンパ球由来
ENO1 のアセチル化部位の特定を試みたが、関
節リウマチ特異的なアセチル化ペプチドの
検出は困難であった。 
 
（３）同定アセチル化蛋白質 ENO1 に対する
自己抗体の診断指標としての有用性の評価 
ENO1 が、関節リウマチ特異的な自己抗体の

抗原となりうるかについて調べるために、
ENO1 およびアセチル化 ENO1 を抗原とし（ア
セチル化 ENO1 は、リコンビナントで作製し
た ENO1 に、in vitro でアセチル化酵素およ
びアセチル CoA を作用させ、効率的にアセチ
ル化させることで調製した。関節リウマチ患
者血清を用いて、ウエスタンブロッティング
を行ったところ、ENO1 に反応する関節リウマ
チ血清がいくつか認められが、アセチル化依
存的な反応強度の変化は認められなかった。 
 
（４）今後 
本研究により、関節リウマチでアセチル化

が亢進している蛋白質として、ENO1 とイソク
エン酸デヒドロゲナーゼが同定された。本研
究では、様々な条件によって RA で亢進して
いる ENO1 のアセチル化部位の特定を試みた
が、ENO1 のアセチル化部位を特定するに至ら
なかった。今後、さらなる検討を重ね、ENO1
のアセチル化部位もしくは本研究では行わ
なかった IDH１のアセチル化部位を特定し、
RA の診断マーカーとなるかについて検討す
る必要がある。 
次に、本研究では、ENO1 のアセチル化によ

り、抗原性に変化がみられるかについて、検
討したが、ENO1 のアセチル化による、抗原性
の変化は認められなかった。この点に関して
も、本研究では行わなかった IDH1 について

同様の検討を行い、IDH1 のアセチル化が、抗
原性を高めるかどうかについて検討したい。 
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炎 の 鑑 別 Comparative proteomic 
analysis of neutrophils from patients 

with microscopic polyangiitis and 
granulomatosis with polyangiitis．日本
プロテオーム学会 2012 年大会/日本ヒト
プロテオーム機構 第 10 回大会 2012
年 7 月 27 日 日本科学未来館（お台場） 

28. 黒川真奈絵、他 13 名 5 番目 ベーチェ
ット病の末梢血単核球における蛋白質プ
ロ フ ァ イ ル の 解 析 Comprehensive 
analysis of protein expression in 
peripheral blood mononuclear cells 
from patients with Behcet's disease. 
日本プロテオーム学会 2012 年大会/日本
ヒトプロテオーム機構 第 10 回大会 
2012 年 7 月 27 日 日本科学未来館（お
台場） 

29. 永井宏平、他 9 名 5 番目 ANCA 関連血
管炎患者における好中球ミエロペルオキ
シダーゼの翻訳後修飾の変化 Alteration 
of post-translational modification on 
myeloperocidase in patients with 
antineutrophil cytoplasmic 
antibody(ANCA)-associated 
vasculitides. 日本プロテオーム学会
2012 年大会/日本ヒトプロテオーム機構 
第 10 回大会 2012 年 7 月 27 日 日本科
学未来館（お台場） 

30. 佐藤利行、他 9 名 6 番目 関節リウマチ
における糖蛋白質の糖鎖異常 Altered 
glycosylation of proteins inapatients 
with rheumatoid arthritis. 日本プロテ
オーム学会 2012 年大会/日本ヒトプロテ
オーム機構 第 10 回大会 2012 年 7 月
26 日 日本科学未来館（お台場） 

31.  Uchida T, Nagai K, 他 9 名 8 番目 
Comparative proteomic analysis of 
neutrophils from patients with 
microscopic polyangiitis and 
granulomatosis with polyangiitis. 第
56 回日本リウマチ学会総会・学術集会 
2012 年 4 月 28 日グランドプリンス高輪
（品川） 

32. 吉岡拓也、他 12 名 9 番目ベーチェッ
ト病患者末梢血単核球における発現蛋白
質の網羅的検討 第 56 回日本リウマチ学
会総会・学術集会 2012 年 4 月 28 日グ
ランドプリンス高輪（品川） 

33. 有戸光美、他 8 名 翻訳後修飾プロテオ
ミクスによる関節リウマチ特異的アセチ
ル化蛋白質の解析 第 56 回日本リウマチ
学会総会・学術集会 2012 年 4 月 27 日
グランドプリンス高輪（品川） 

34. 黒川真奈絵、竹之内研二、他 7 名 5 番
目 In vitro シトルリン化を用いた RA に
おける新規シトルリン化抗原の同定 第
56 回日本リウマチ学会総会・学術集会 
2012 年 4 月 26 日グランドプリンス高輪
（品川） 

35. 三井寛之、岡本一起、黒川真奈絵、有
戸光美、他 6 名 NF-κB を直接阻害する
新しい抗炎症薬の作用機序 第 56 回日本



リウマチ学会総会・学術集会 2012 年 4
月 26 日グランドプリンス高輪（品川） 

36. 大岡正道、佐藤利行、有戸光美、他 5
名プロテオミクスによるヒノキチオール
のヒト細胞に対する影響の網羅的解析 第
56 回日本リウマチ学会総会・学術集会 
2012 年 4 月 26 日グランドプリンス高輪
（品川） 

37. 佐藤利行、高桑由希子、他 7 名 5 番目 
関節リウマチにおける糖蛋白質の糖鎖構
造の変異 第 56 回日本リウマチ学会総
会・学術集会 2012 年 4 月 26 日グラン
ドプリンス高輪（品川） 
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