
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 2１ 年 6 月 16 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要： 

 臨床的に筋炎症状に乏しい皮膚筋炎（C-ADM）に見出された抗CADM-140抗体の対応抗原がMDA5 

(Melanoma Differentiation-Associated Gene 5)であることを明らかにし，同抗体測定 ELISA

を確立した．同抗体陽性例は，急速進行性間質性肺炎(RP-ILD)を有意に併発していた．今回の

研究成果は，予後不良の RP-ILD 併発 C-ADM の早期診断に有用で，予後の改善につながることが

期待される． 
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１．研究開始当初の背景 
膠原病を自己免疫疾患とする基本的特徴は，
種々の細胞成分に対する自己抗体の産生で
ある．これら自己抗体の対応抗原の多くは，
生命現象に必須な酵素や調節因子であるこ
とが知られており，自己抗体とその対応抗原
（自己抗原）の分子構造と生物学的機能の追
究は自己抗体産機序・病因解明につながるこ
とが期待される． 
多発性筋炎/皮膚筋炎 (Polymyositis/ 
Dermatomyositis: PM/DM)は，骨格筋の炎症
にともなう近位筋の筋力低下・筋痛を主症状
とする炎症性筋疾患であり，特にヘリオトロ
ープ疹やゴットロン徴候などの典型的な皮
膚症状を呈する場合には DM と診断される．
本疾患は，自己免疫疾患のひとつで，様々な
自己抗体が，出現することが知られている．
これまで，PM/DM 患者血清中には，抗アミノ
アシル tRNA 合成酵素抗体（抗 ARS 抗体），抗
SRP抗体や抗Mi-2抗体などの筋炎に特異的に
検出される抗体や抗 U1RNP 抗体や抗 SS-A 抗
体など筋炎と関連するとされる自己抗体が
報告されている．これら同一筋炎特異自己抗
体陽性症例は，同様の臨床的特徴を有してい
ることが知られており，臨床的に，診断，病
型分類，治療法の選択，予後の推定などに有
用である．  
一方，PM/DM のサブタイプ である臨床的に筋
炎症状に乏しい DM（Clinically amyopathic 
DM: C-ADM）症例では，自己抗体陰性がひと
つの特徴とされ，特異的な自己抗体の存在は
明らかではなかった．また，C-ADM 症例は，
臨床上，治療抵抗性で予後不良の急速進行性
間質性肺炎(Rapidly progressive 
Interstitial Lung Disease: RP-ILD) を合
併することが知られている．RP-ILD に対して
は，パルス療法を含む大量ステロイド療法に，
早期から免疫抑制剤を併用する強力な治療
が推奨されている．かかる点で，RP-ILD 併発
ADM の早期診断は臨床的に重要であり，早期
診断に有用な新たな指標の確立が望まれて
いる． 
以上のような背景をふまえ，我々は，当教室
および関連施設の C-ADM 15 例を含む膠原病, 
IPF および健常人 306 例の血清を，白血病細
胞由来 K562 細胞抽出物を用いた免疫沈降法
(Immunoprecipitation: IP)で検討し，C-ADM
患者血清 15 例中 8 例が分子量約 140kDa の蛋
白を免疫沈降することを見出した
(Arthritis Rheum. 46(9):S398, 2003)．こ
れら C-ADM 患者血清が免疫沈降する 140kDa
蛋白を既知の自己抗体と比較検討したとこ
ろ，140kDa 蛋白を認識する新たな自己抗体の

存在が示唆され，この新規自己抗体を抗
CADM-140 抗体と命名した．抗 CADM-140 抗体
は， C-ADM 15 例中 8 例(53%)に認められた
が，他の膠原病，IPF および健常人では認め
られなかった．興味深いことに，抗 CADM-140
抗体陽性 DM 例と陰性例との比較で，抗
CADM-140 抗体陽性例は RP-ILD 併発が有意に
高頻度であり，同抗体と RP-ILD との関連が
示唆された(Arthritis Rheum. 52(5): 
1571-1576, 2005)． 
近年，我々以外でも，C-ADM の新たな自己抗
体の報告がなされている．2000 年に，Targoff
らは， HeLa 細胞抽出物を用いた IPP および
免疫ブロット法(Immunoblotting: IB)で，
C-ADM の自己抗体について検討し，IPP で
C-ADM 患者血清 18 例中 13 例が 155kDa 蛋白，
6例が 95kDa (Se)蛋白を免疫沈降したとし，
IB の検索結果と総合して，18 例中 16 例（89%）
で，155kDa 蛋白または Se 蛋白を認識する新
たな自己抗体を見いだしたと報告している
(Arthritis Rheum. 43 (Suppl 9): S194, 
2000)．Targoff らの報告した抗 155kDa 蛋白
を認識する抗体は，C-ADM 以外に，DM 症例（小
児ＤＭを含む）に見いだされ，臨床的に DM
に典型的な皮疹を認め，血管炎に起因する皮
膚症状である皮膚潰瘍などを併発する重症
型が一つの特徴であった．興味深いことに，
これらの症例は全例で ILD 併発を認めず，そ
の臨床症状や対応抗原の分子量からは，抗
CADM-140 抗体とは異なる抗体と考えられて
いる． 
 
２．研究の目的 
本研究では，これまでの研究成果をふまえ， 
(1)RP-ILD 併発 ADM 特異自己抗体として見出
された抗 CADM-140 抗体の対応抗原遺伝子を
クローニングし，対応抗原蛋白の分子配列を
明らかにすること． 
(2)対応抗原蛋白を精製し，ELISA 法を用いて， 
CADM-140 抗体測定系を作成すること． 
(3) 作成した抗 CADM-140 抗体測定法の感度
および特異度を検討し，実際の臨床で同抗体
の測定を可能とする測定法を確立すること． 
(4)他施設と共同して，抗 CADM-140 抗体陽性
症例を集積し，確立した測定系を用いた抗
CADM-140 抗体陽性症例の臨床的特徴を明ら
かにすること，を目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) C-ADM と関連する自己抗体（抗 CADM-140
抗体）が認識する対応抗原蛋白の分析 
①対応抗原蛋白 cDNA のクローニング：ヒト
子宮頸癌由来 HeLa 細胞 cDNA 導入λZAP



ファージを感染させた大腸菌 XL1-Blue 
MRF’株を寒天プレートに撒き，IPTG 処理ニ
トロセルロースフィルターをプレート上に
のせ，溶菌蛋白を吸着させる．このフィルタ
ーを，抗CADM-140 抗体陽性血清と反応させ，
陽性のプラークを採取し大腸菌 XL1-Blue 
MRF’株に再感染させ上記の手技を繰り返し，
抗原蛋白をコードするcDNA クローンを得た． 
② 得られた候補クローンを pcDNA3.1/V5- 
His-TOPO® ベクターにサブクローニングし，
さらに形質転換させた大腸菌で増幅，精製し
た．次に，pcDNA3.1/V5-His-TOPO®ベクターの
T7 プロモーターの下流側に挿入されたクロ
ーン遺伝子をそれぞれ in vitroで転写・翻
訳反応し，蛋白を発現させた．発現蛋白と抗
CADM-140 抗体陽性・陰性血清との反応性を
S35メチオニン標識HeLa細胞抽出物を用いて，
IP で検討した． 
③ 最終的に候補となった陽性クローンの
cDNA を精製した後，PCR で増幅し，ABI prism 
automated sequencer を用いて解析，NCBI の
データベースによる BLAST サーチ(http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を用いて塩
基配列を決定した. 
④ アフリカミドリザル腎臓由来細胞株 COS7
細胞に，MDA5 遺伝子導入し，全長 MDA5 発現
細胞を作成した．COS7 細胞抽出物と抗
CADM-140 抗体陽性血清，陰性血清との反応性
をウサギ抗ヤギ MDA5 抗体をプローブとして
IP-IB 法で検討した. 
⑤N末端にFLAG蛋白が付加されたバキュロウ
イルス発現リコンビナントRIG-I ファミリー
(RIG-I，MDA5，LGP-2)精製蛋白を抗原とした
抗 CADM-140 抗体陽性および健常人血清の IB
で検討した． 
 (2) 抗 CADM-140 抗体の臨床応用の検討 
  抗 CADM-140 抗体の定量的抗体測定法の開
発：リコンビナント抗原蛋白を ELISA プレー
トに固相化し，同抗体検出のための ELISA を
開発した． 
さらに，同抗体測定法の感度，特異度を検討
した． 
(3) 抗 CADM-140 抗体の臨床的意義の追究  
他施設と共同して，抗 CADM-140 抗体陽性症
例を集積し，確立した測定系を用いた抗
CADM-140 抗体陽性症例の臨床的特徴を検討
した.  
 
４．研究成果 
(1) 抗 CADM-140 抗体の対応抗原同定 
対応抗原蛋白をコードする cDNA のクローニ
ングの結果，９つの陽性クローンが得られた．
そこで、同様のファージ発現系を用いて，陽
性クローンと抗 CADM-140 抗体陽性・陰性血
清との反応性を検討した．その結果，クロー
ン#1 と#8 は，有意に陽性率が高かった(クロ
ーン#1: 78% 対 20%, P =0.004，クローン#8: 

100% 対 13%, P = 0.0004). そこで，In vitro 
転写・翻訳によるクローン#8 の発現蛋白は，
IP で C-ADM 患者血清と反応を検討した．クロ
ーン#8 は，抗 CADM-140 抗体陽性血清全例で
反応したが，陰性血清 (図 1)および健常人血
清とは反応しなかった． 

 
図 1 

 
そこで，クローン#8 の塩基配列について、
NCBI データベースサイトを用いて詳細なホ
モロジーサーチを行った結果,クローン#8 は
Melanoma Differentiation-Associated Gene 
5 (MDA5: Accession No. NM_022168)の 3’
末端領域+1743̃+3449 と一致した． 
 
全長 MDA5 発現 COS7 細胞抽出物を基質とした
IP-IB 法の検討で，抗 CADM-140 抗体陽性血清
を用いた場合，140kDa 蛋白バンドが検出され
たが，陰性血清では認められなかった(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，リコンビナント RIG-1，MDA5，LGP-2
精製蛋白を抗原とした抗 CADM-140 抗体陽性
および健常人血清の IB での検討では，抗
CADM-140 抗体陽性患者血清は，リコンビナン
ト MDA5 とのみ反応したが，健常人では反応
しなかった(図 3)． 
 

 (−) transfection of plasmid without insert 
 (+) transfection of plasmid harboring MDA5 

COS7 
lysates 

Anti-CADM-140 
-positive sera 

Anti-CADM-140 
-negative sera 

図 2  

 (−) (+) (−) (+) (−) (+) (−) (+) (−) (+) (−) (+)  (−) (+) 

IP   None 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 抗 CADM-140 抗体の臨床応用の検討 
バキュロウイルス発現リコンビナント MDA5
蛋白を用いた抗 CADM-140 抗体測定 ELISA に
よる検討(図 4)で，C-ADM 患者血清中のELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 4 
 
抗体価は疾患コントロール，または健常人に
比べ、有意に高かった(それぞれ対古典的 DM，
PM，SLE，SSc，IPF，健常人 P<0.001)．また，
健常人血清の平均値＋標準偏差の 10 倍の 8
ユニットをカットオフとした時，この ELISA
測定系による analytical sensitivity は
88％，analytical specificity は 100％とな
り，感度・特異度ともにきわめて優れた抗
CADM-140 抗体の検出法であることが明らか
となった(表 1)． 

 
 

Anti-CADM-140 by IP  
Positive Negative Total 

(+) 23 0 23 Aniti-CADM- 
140 by ELISA (-) 4 267 271 

Total 27 267 294 
 
  表１ 
 
ELISA 陽性となったのは C-ADM32 例中 22 例
(69%)，古典的 DM35 例中 1 例(3%)であり，臨
床的感度は 69％であった。健常人は全例陰性
であった．また，C-ADM 以外の検体 262 例中，
ELISA 陰性となったのは 261 例であり，臨床
的特異度は 99.6％であった． 
 
(3) 抗 CADM-140 抗体の臨床的意義の追究  
臨床症状の判明している 49 例の DM 患者のう
ち,ELISA で抗 CADM-140 抗体陽性となったの
は 10 例(20%),同抗体陰性となったのは 39 例
(80%)であった.ELISAによる抗CADM-140抗体
陽性DM 患者は陰性患者に比べ,筋力低下が見
られず(10% 対 74%, P <0.01)，血清クレア
チニンキナーゼ値の上昇も軽度であった
(20% 対 69%, P <0.01)．また，陽性例は，
全例筋炎特異自己抗体が陰性であり，陰性例
と比較して陽性率が有意に低かった(0% 対 
44%, P <0.01).さらに，RP-ILD 併発は，陽性
例で有意に多かった(80% 対 10%, P 
<0.0001).RP-ILD 併発率は，C-ADM 患者に限
った検討においても同様の結果であった
(89% 対 39%, P =0.049)． 
 急速進行性 ILD を併発した DM の治療につ
いて検討したところ，全例で，パルス療法を
含む大量ステロイド療法にシクロスポリン,
タクロリムスなどの免疫抑制薬の併用，γ-
グロブリン大量療法など強力な治療がおこ
なわれたが，各治療法と予後の間に一定の傾
向は認められなかった． 
 DM に併発する急速進行性 ILD の治療は，可
能な限り早期から，パルスを含む高用量のス
テロイドに免疫抑制薬を併用する強力な治
療が推量されている．しかしながら，各治療
法の有効性は証明されておらず，エビデンス
のある治療法がないのが現状で，今後，有効
性を客観的に評価する臨床試験の実施が望
まれている．しかし，どのような治療を選択
するにしても，可能な限り早期に治療を開始
し，初期に炎症の進展を抑えてしまうことが
予後を改善するひとつの重要なポイントと
考えられている．この観点から，抗 CADM-140
抗体測定は，急速進行性 ILD 併発の予測のみ
ならず，治療開始時期すなわち The windows 
of opportunity を逃さないという点からも
有用性が示唆される． 
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発明者：佐藤慎二、桑名正隆、藤田尚志 
権利者：学校法人 慶應義塾 
番号：特許出願 2008-223789 
出願年月日：2008 年 9 月 1 日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 0 件） 
該当無し． 
 
〔その他〕 
該当無し． 
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