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研究成果の概要（和文）：自己免疫調節遺伝子(Aire)欠損マウスにおいて、自己免疫性膵炎が発症し、その標的抗原が
、Disulfide Isomerase(DI)である知見(Plos One 2013) を基に、ヒト自己免疫性疾患患者血清を用いた大規模スクリ
ーニングを実施した。人工的に作成したヒトDI抗原を用い、Western Blot 法により自己抗体の検索を行った、自己免
疫性膵炎、ブドウ膜炎、慢性胃炎（抗胃壁細胞抗体+）、慢性胃炎、GVHD、原発性胆汁性肝硬変、シェーグレン症候群
、橋本病を合計200例検討したが、自己抗体の存在を検出することは、できなかった。今後、検査法の感度、特異度の
改善が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Since we found auto antigen in Aire knockout mice associated with autoimmune 
pancreatitis was disulfide isomerase (DI), we conducted human anti-DI antibody detection study in various 
autoimmune diseases, including autoimmune pancreatitis, gastritis, primary biliary cirrhosis, sjogren 
syndrome and autoimmune retinitis. We developed western blot system as well as enzyme linked 
immunosorbent assay. we screened 200 cases, however, we could not detect any autoantibody. It was 
suggested improvement of assay system to detect anti-DI is essentially important and the study should be 
continued to solve the problems.

研究分野： 臨床内科学
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１． 研究開始当初の背景 
自己免疫性多腺性内分泌不全症・カンジ
ダ 症 ・ 外 胚 葉 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー
(autoimmune polyendocrinopathy- 
candidiasis-ectodermal  dystrophy ：
APECED)は、常染色体劣性遺伝形式をとり、
自己免疫疾患としてはきわめて珍しく単
一の遺伝子異常によって発症する自己免
疫病である。自己免疫調節遺伝子
(autoimmune regulator：AIRE)はこの疾
患の原因遺伝子であり(Nat Genet 1997)、
胸腺およびリンパ節に発現することから、
中枢および末梢の免疫応答調節にかかわ
ると推測されている。またAIRE遺伝子は、
免疫系の中枢器官である胸腺の髄質上皮
細胞において、末梢組織特異的遺伝子群
の異所性発現に重要な役割を果たすこと
により、自己免疫の制御に関わっている
ことが明らかとなった(Science 2002, 
Nat Immunol 2003)。 
 一方、近年、病因や病態に何らかの自
己免疫現象の関与が示唆される膵炎の存
在が明らかになってきており、ヒト自己
免疫性膵炎（autoimmune pancreatitis ; 
AIP）が注目されてきている。その自己抗
体の標的細胞や標的抗原は未だ明らかに
なっていないが、臨床例や動物モデルの
検討から膵管上皮に分布する carbonic 
anhydrase Ⅱ（CA-Ⅱ）、腺房細胞に分布
する lactoferrin やα-fodrin 等を標的
としている可能性が示唆されている。し
かしながら、特異的疾患マーカーとして
の自己抗体、また病態の解明は進行して
いない。また、多くの自己免疫疾患群や
移植後の移植片対宿主応答病の対応抗原
は明らかになっていない。 
 Aire ノックアウト（KO）マウスは、ヒ
トのAPECED類似の臓器特異的自己免疫疾
患をきたすことが知られてるが、マウス
の系統により臓器障害の表現型が異なり、
従来、BALB/cJ 背景の Aire KO マウスの膵
臓における炎症像および自己抗体はない
と報告されていた（JEM 2005）。 
 しかし今回、BALB/cAnN 背景 Aire KO
マウスにおける病理組織学的観察の結果、
4、6、12、24 週齢のいずれも著明な膵腺
房組織および胃へのリンパ球の浸潤や膵
外分泌細胞の空胞化を認め、ヒト自己免
疫性膵炎•胃炎に類似する病変が存在し
ていた（左図）。つまり、これまでの報告
にはない、BALB/cAnN 背景の Aire KO マウ

ス膵臓と胃において、外分泌腺組織実質
に及ぶ炎症像と著明な脂肪変性を確認で
きたため、この病変は、自己免疫に起因
することが強く示唆された。 

 そ こ で
Aire KO マ
ウ ス 血 清
中 の 自 己
抗 体 を 検
索 す る こ
と を 目 的
に、マウス
の 各 組 織
（胸腺、肝
臓、顎下腺、

精巣、精巣上体、卵巣、肺、胃、腎臓、
心 臓 、 膵 臓 ） を 抗 原 と し て 用 い
Westernblotting を実施した。その結果、
BALB/cAnN背景のAire KOマウス血清中に
膵臓・胃の組織抗原に特異的な自己抗体
の存在が示唆された（下図）。 
 続いて、Westernblotting により検出さ
れた Aire KO マウス血清中の自己抗体の
標的抗原を同定するため MALDI-TOF/TOF
法による質量分析を実施した。その結果、
標的抗原は Protein Disulfide Isomerase 
A2（Pdia2、PDIp）である可能性がきわめ
て高いことが示唆された（下図）。さらに
自己抗体陽性のマウス血清において高頻
度に抗 Pdia2 抗体が検出され、Pdia2 は標
的抗原であることを確定することができ
た. 
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2次抗体：Anti-Mouse IgG(H&L) HRP-linked Antibody 
　　　　　　　（Lot.15，Cell Signaling）　20,000倍希釈 

Western Blottingによる多臓器での自己抗体の検討 



 

 
２．研究の目的 
 ヒト自己免疫性膵炎•胃炎は、自己抗体
の存在は確認されるものの、標的細胞や
標的抗原の全貌やその意義の詳細は、未
だ明らかになっていない。一方、申請者
は、Aire 欠損マウスにおいてこれまで報
告のなかった自己免疫性膵炎と胃炎を新
たに観察し、その標的抗原として Pdia2 
(protein dislufide isomerase A2)を同
定しえた。従って Aire KO マウスは自己
免疫性膵炎および胃炎の優れた動物モデ
ルである考えられた。そこで、マウス実
験結果をもとに、Pdia2 抗原に対する自己
抗体がヒト自己免疫性膵炎・胃炎におけ
る新しい疾患マーカー自己抗体となりう
る可能性が高と考えられ、また、より広
く、そのほかの自己免疫疾患あるいは移
植片対宿主応答を示す患者も対象に、血
清を用いてのスクリーニングを行い、抗
Pdia2 自己抗体の疾患マーカーとしての
意義、さらに発症メカニズムの解明を行
うことを目的とした。 
 
２． 研究の方法 
 ヒト PDIA２タンパク発現ベクターを
作成し、スクリーニングを実施する際
に使用可能な抗原タンパクを作製、精
製する。なお、発現タンパクの精製の
ために His タグもしくは GST タグを付
加し、タンパクの精製を簡便に行える
ようにしておく。その後、スクリーニ
ング法として Western blot、ELISA、
もしくは Immunoblot 法の検出系の開
発を行う。抗 PDIA２抗体測定法を確立
するための検討を行った。 
 
 

 1.プール血清を用いた自己抗体の基礎
的検討  
DI抗原（10ng） 

 予備的な検討として、精製
したDisulfide Isomerase 
(DI) 抗原を10ng、患者検体
は5μl、2次抗体の希釈倍率
10000倍の条件で、自己免疫
膵炎、自己免疫肝炎、自己
免疫疾患、骨髄移植を受け

た血液腫瘍（移植片対宿主病）など100
例をプールした血清を用いてスクリ
ーニング的な検討を行った。 

 その結果、western blot法を用いて、
55kDaに特異的と推定される自己抗体 
同定することができた（左図）。今後、自
己抗体検査システムの改善とともに、   
特定の疾患別にDI特異的自己抗体の探索
•同定が必要であると考えられた。 
 
2. Enzyme-linked Immunosorbent assay 

(ELISA) 、 Western blot 法 、 
Immunoblot法 

 上記の予備的な検討結果から、既に開
発を完了した、western blot法による
PDIA2に対する自己抗体検査法に加えて、
網羅的な抗体検査が可能であり、抗体の
クラス、サブクラス検索が容易である酵
素抗体法、あるいは、イムノブロット法
による、多検体検査システムを開発する。
抗PDIA2自己体検査システムとして、適切
な検査系を確立するための実験を遂行し
た。 
 さらに、前年度開発したヒト PDIA2 ス
クリーニング法を用いて、特定の疾患群、
および、幅広く、患者検体約 200 例のス
クリーニングを実施した。対象として用
いる血清は全て既に保存済み血清を用
いた。具体的には、主たる対象のヒト自
己免疫疾患患者については、九州大学病
院肝臓・膵臓・胆道内科、松山赤十字病
院内科、山口赤十字病院内科よりヒト膵
炎患者血清 26 例の供与を受けた。一方、
ヒトではマウスと標的臓器が異なる可
能性もある。そこで、他の疾患でも、抗
PDIA2抗体が認められる可能性を考慮し
て、自己抗体を検討する対象疾患の範囲
を拡大し、内分泌疾患、また、自己免疫
疾患や骨髄移植患者については、九州大
学病院免疫・膠原病・感染症内科、血液・
腫瘍内科入院患者保存血清約 1000 例を

　1 MDKQLLPVLL LLLGVSGSWG QGEEPGGPSE VLPEEPTGEE VPKEDGILVL  
  51 NHRTLSLALQ EHSALMVEFY APWCGHCKEL APEYSKAAAL LAAESAVVTL  
101 AKVDGPAEPE LTKEFEVVGY PTLKFFQNGN RTNPEEYAGP KTAEGIAEWL  
151 RRRVGPSATH LEDEEGVQAL MAKWDMVVIG FFQGKDMATF LALAKDALDM  
201 TFGFTDQPQL FEKFGLTKDT VVLFKKFDEG RADFPVDKET GLDLGDLSRF  
251 LVIHSMHLVT EFNSQTSPKI FAAKILNHLL LFVNQTLAQH RELLTDFREA  
301 APPFRGQVLF VMVDVAADNS HVLNYFGLKA EEAPTLRLIN VETTKKYAPT  
351 GVIAITAASV AAFCQAVLHG EIKHYLLSQE IPPDWDQGPV KTLVSKNFEQ  
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501 EPKEPAASAP EAQANSTLGP KEEL 

検出されたpep de sequence 
Sequence coverage:12％ 

候補として挙がったタンパクの数とそのProtein Score 

検出された候補タンパクのなかで， 
信頼性のあるタンパクは１つのみであった． 

質量分析の結果，標的抗原は 
PDIA2 
(Protein disulfide isomerase A2) 
と強く推定される． 

MALDI-TOF/TOF法による標的抗原の同定 



使用して、大規模な自己抗体スクリーニ
ングを行うことを目指した。 
 
３． 研究成果 
 
 患者血清を用いた大規模スクリーニン
グを実施。作成した Disulfide Isomerase 
(DI)抗原を 10ng/lane 用い、10%ポリアク
リルアミドゲルの SDS-PAGE を実施。さら
に、PVDF 膜へ転写し、これに一次抗体と
して、患者プール血清を用いて反応させ
た。この際、1検体あたりの血清量は 5μ
lとし、各疾患毎にプール血清を作成。そ
の後、希釈倍率を合わせた（1検体あたり
×400 希釈相当）。なお、この時の疾患群
として、自己免疫性膵炎、ブドウ膜炎、
慢性胃炎（抗胃壁細胞抗体+）、慢性胃炎、
GVHD、原発性胆汁性肝硬変、シェーグレ
ン症候群、橋本病を合計 200 例程度選択
した。二次抗体には、Amersham ECL 
Anti-Human IgG, Horse radish 
peroxidase-linked species-specific 
whole Antibody を×10,000 希釈にて使用
した。 
 今回の実験条件では、二次的スクリー
ニングは全例陰性という結果となった。
用いた一次抗体がプール血清の状態であ
るため、一次抗体としての血清量（もし
くは抗体力価）が不足、もしくは抗原と
しての DI 量が不足が考えられる。対処策
としては、これらの Western blotting の
条件設定の改善もしくは、Dot Blot 法へ
スクリーニング方法を変更することも検
討すべきだと考えられる。さらにこの結
果をうけて、高感度検出法である ELISA
の検査系確立の重要性が認識されたため、
この検査系を改善し、感度、特異度の優
れた検査法の開発に取り組んでいる。 
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