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研究成果の概要： 
 
代表的な抗リン脂質抗体である抗β2 グリコプロテイン I 抗体(抗β2GPI 抗体)の血栓原性を

明らかにする目的で、単球やマクロファージ細胞株に抗β2GPI 抗体を作用させ、抗β2GPI
抗体と結合ないし相互作用する細胞表面分子について、免疫沈降法により共沈させ、ウエ

スタンブロット法あるいは質量分析法などを用いて同定を試みた。質量分析法で同定され

た複数の候補細胞質蛋白の中でゲルゾリンがβ2GPI と結合していることがウエスタンブ

ロット法で確認された。ゲルゾリンはインテグリンα5β1 と共役し、抗β2GPI 抗体による

細胞刺激に関与する可能性が示唆された。細胞表面分子のみならず抗β2GPI 抗体と結合な

いし相互作用する流血中の可溶型分子についても検策した。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 

 

抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 （ Antiphospholipid 

syndrome：以下 APS）とは、多彩な動・静脈血栓

症、習慣流産および血小板減少を主要徴候とし

て、抗カルジオリピン(CL)抗体、ループスアンチ

コアグラントなどの抗リン脂質抗体の出現を特徴

とする、難治性の自己免疫疾患である。APS の本

態は血栓症であり、現在ではリスクファクターの

存在しない患者に認められる動・静脈血栓症の

なかでも最も頻度が高いものとして位置づけられ

ている。また最近では抗カルジオリピン抗体の存

在と動脈硬化の関連も指摘されている。これまで

の in vitro および in vivo の研究により、APS では，

抗 CL/β2GPI 抗体をはじめとする一群の自己抗

体が血管内皮細胞や単球系細胞などを刺激し、

凝固反応のイニシエーターとなる組織因子（ＴＦ）

を細胞表面に発現し凝固系を活性化することに

より、易血栓性が誘導されるということを明らかに

されてきた。さらに、抗β2GPI モノクローナル抗体

や抗プロトロンビンモノクローナル抗体、または

APS 患者から分離した抗リン脂質抗体を含むサ

ンプルを用いて、血管内皮細胞・単球・マクロファ

ージ細胞株に反応させ，MyD-88， NF-κB の活

性化を介して，TF の発現が起きることを明らかに

なっているが、抗体が対応抗原に結合した後の

細胞刺激シグナルについては明らかにされてい

ない点が多い。抗リン脂質抗体による細胞刺激

シグナル、細胞活性化メカニズムについて検討

を行うことにより抗リン脂質抗体症候群発症機構

を解明し、さらにシグナル伝達制御による病態制

御を可能とすることが本研究の背景である。 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 
 

本研究では、抗 β2-GPI 抗体と結合する細胞

表面分子の同定を行い、受容体、共役分子な

どの機能について解析を行う。MyD88 より

p38MAPK リン酸化までのさらなる経路につ

いて、ウエスタンブロッティング法などによ

り解析を行う。さらに、p38MAPK リン酸化

後のＴＦ発現までの経路について、yeast 
two-hybrid 法、ゲルシフト法などを用いて解

析を行い、抗リン脂質抗体の病原性、つまり

〈血栓形成機序〉を分子生物学的に解明する

ことが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 

 

β2GPI と結合する細胞表面タンパク質の検

出のため、まず、FLAG タグβ2GPI 発現ベクタ

ーを構築する。発現させたリコンビナント FLAG

タグβ2GPI を、RAW264.7 の細胞溶解液と混合

する。その混合物を使用し、抗 FLAG 抗体アフ

ィニティークロマトグラフィーにより FLAG タグ

β2GPI と複合体を形成するタンパク質（β2GPI

関連プロテオーム）を網羅的に分離する。この

サンプルを SDS-PAGE により分離しバンドとし

て確認できるものは MALDI-TOF を使用してタ

ンパク質を同定する。もしくは SDS-PAGE のバ

ンドに関係なくゲルを数 10 に均等に切り出し、

すべてを ESI-LC-MS/MS により解析する。 

 解析の結果得られたタンパク質につき、

β2GPI との結合を FACS 法およびウエスタンブ

ロッティング法にて確認をする．さらにそのタン

パク質の存在の有無による抗 CL/β2GPI 抗体

による細胞刺激シグナルの変動について、ウ

エスタンブロッティング法およびルシフェラーゼ

アッセイにより解析を行う。 

 
４．研究成果 

 
末梢血単核球（PBMC）および単球系細胞

株において、ヒトモノクローナル抗 CL/β2GPI

抗体での刺激により p38 MAPK のリン酸化が

上昇し，NF-κB の活性化をひきおこし、TF が

発現することを認めた。また、RAW264.7 の細

胞溶解液とリコンビナント FLAG タグβ2GPI を混



合し、抗 FLAG 抗体アフィニティークロマトグラ

フィーによりβ2GPI 関連プロテオームを分離し

た。このサンプルを ESI-LC-MS/MS により解

析したところ、複数のタンパク質が同定された。

候補の細胞膜タンパク質の中で、ゲルゾリンが

β2GPI と結合していることがウエスタンブロッテ

ィング法にて確認された。また、フローサイトメ

ーターによりゲルゾリンが細胞膜表面上でイン

テグリンα5β1 と結合することが確認され、さら

にβ2GPI がゲルゾリン、インテグリンα5β1 を含

む複合体と結合することが確認された。また、

ルシフェラーゼアッセイにより、抗インテグリン

抗体によるインテグリンα5β1 阻害により、抗

CL/β2GPI 抗体による細胞刺激シグナルが減

弱することが確認された。 

  

以上の結果から以下の結論が導き出され

た。 

（１） 抗 CL/β2GPI 抗体による刺激により、細

胞表面のインテグリンα5β1 を介して、p38 

MAPK のリン酸化が起こり、NF-κB が核内へと

移行し、TF プロモーターに結合し、TF 転写が

誘導されてくる可能性がある。 

（２） 抗 CL/β2GPI 抗体による TF の発現は

β2GPI が存在しているときにのみ認められるこ

とより、単球の細胞活性化は単球の細胞活性

化はβ2GPI に依存する、すなわち細胞とβ2GPI

に結合した自己抗体とのinteractionによるもの

であると考えられ、そこには受容体分子や共役

分子の存在が想定される。 

（３） 今回同定したタンパク質のなかで、ゲル

ゾ リ ン は イ ン テ グ リ ン α5β1 と 共 役 し 、 抗

CL/β2GPI 抗体による細胞刺激に関与している

可能性が示唆された。 

（４） 今後、向凝固性の蛋白誘導の細胞内刺

激伝達システムをより詳細に解析することによ

り、APS 発症のメカニズムを解明するのみなら

ず、難治性である抗リン脂質抗体症候群の新

しい治療法の確立が期待される。 
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