
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
関節リウマチ（RA）では、天然アミノ酸の一つであるシトルリンを含む環状ペプチド（CCP）
に対する抗体（CCP 抗体）の特異的な出現が、RA の発症、病態に深く関連していると考えら

れている。我々は、CCP 抗体が認識する自己抗原を同定し、CCP 抗体の出現機序あるいは作

用機序を明らかにすることが、RA における関節破壊進行の機序を明らかにする上で重要であ

ると考え、リンパ球チップを用いて、モノクローナルな自己抗体を患者リンパ球より直接取得

する ISAAC 法を開発し、CCP 抗体の取得に取り組んだ。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In rheumatoid arthritis (RA), appearance of antibodies that bind to cyclic peptide 
containing citrulline has been reported to be correlated with the onset of the RA and its 
disease progression. We have hypothesized that the identification of auto-antigens of 
CCP antibodies might clarify the mechanisms of the induction of CCP antibody 
production and its pathological function in RA, which may lead to reveal the 
mechanisms of the progression of joint destruction in RA. To this end, we have 
developed the ISAAC system that identifies auto-antibody-producing human 
lymphocytes on lymphocyte-chip. By using ISAAC system, we have obtained 
auto-antibodies from the peripheral blood of patients of autoimmune diseases, and 
tried to apply ISAAC system to obtain CCP antibodies from RA patients.    
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る慢性炎症性疾患であり、しばしば関節の破

壊、変形が生じ、患者の QOL を著しく低下

させる。本邦における患者数は 70 万人に及

び、かつ中年女性の発症が多いことから、そ

の社会的損失は極めて大きい。関節リウマチ

の治療では、発症早期に有効な治療を施すこ

とが、関節破壊を進行させないために重要で

あり、早期の的確な診断が求められている。

近年、天然アミノ酸の一つであるシトルリン

を含む環状ペプチド（CCP）に対する抗体

（CCP 抗体）が関節リウマチ患者に特異的に

出現し、早期の診断に極めて有用であること

が報告されている。CCP 抗体は他の自己免疫

疾患患者に出現することはまれであり、関節

リウマチの発症、病態に深く関連していると

考えられている。また、初期の段階における

患者血清中の CCP 抗体検出はその後の関節

破壊と高い相関があることが示されている。

従って、CCP 抗体が認識する自己抗原を同定

し、CCP 抗体出現の機序あるいは作用機序を

明らかにすることは、関節リウマチにおける

関節破壊の進行を明らかにする上で重要で

あると考えられる。これまで、患者血清中の

ポリクローナルな CCP 抗体を用いて自己抗

原の同定が試みられているが、これまでに同

定された抗原のシトルリン化は関節リウマ

チ特異的ではないことが報告されている。は

っきりした結果が得られない理由の一つと

して、抗原の解析にポリクローナルな抗体の

混合物である患者血清が使われており、解析

におけるバックグランドノイズが高く、シグ

ナルの特異性がはっきりしないことが考え

られる。 
 
２．研究の目的 
我々は、最近、リンパ球がちょうど 1 個入

る大きさ・形状のマイクロウェル約 20 万個
を規則正しく配置したマイクロウェルアレ
イチップを開発した（図 1）。チップ上のマイ
クロウェルにリンパ球を 1個ずつ配置するこ
とにより、個々のリンパ球への抗原の結合や
抗原に反応したリンパ球のシグナル伝達（細
胞内 Ca2+濃度の変化）を単一細胞レベルで解
析することができる。このチップを用いて、
ワクチン接種したボランティアの末梢血リ
ンパ球より B 型肝炎ウイルスやインフルエ
ンザウイルスに特異的な抗体を取得するこ
とができることを示してきた。従来、ヒト末
梢血より抗原特異的モノクローナル抗体を
取得するためには、EB ウイルスを用いてヒ
ト B 細胞を不死化させ細胞株を作製し、作製
した B 細胞株の中から目的の抗体を産生す
る細胞をスクリーニングしていたが、この方
法を用いた場合、ボランティアより血液を採
取して、目的の抗体を得るまでに 2~3 カ月を 

（上）マイクロウェルアレイチップの全体像。（左下）

マイクロウェル（電子顕微鏡像）。（右下）1 個のマイク

ロウェルにリンパ球が入った電子顕微鏡像（ウェルの断

面） 

 
要していた。一方、リンパ球チップを用いる
方法では、血液を採取してから抗原特異的抗
体を得るまでのステップを約 1週間で行うこ
とが可能である。このようにリンパ球チップ
を用いる方法はヒト末梢血中の抗原特異的
な抗体を産生している B リンパ球を同定し、
その細胞から直接抗原特異的抗体を取得で
きる優れた方法である。しかしながら、患者
末梢血における自己抗体産生細胞はその数
が非常に少ないことが予想され、感度・精度
ともに不十分であることが予想された。そこ
で、本研究では、リンパ球チップを用い、従
来より感度・精度のよい抗原特異的抗体産生
細胞の検出方法を開発すること、また、その
方法を用いて関節リウマチ患者末梢血リン
パ球中のCCP特異的抗体産生細胞を検出し、
その自己抗原を解析することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) リンパ球チップを用いた抗原特異的抗
体分泌細胞の検出（ISAAC 法） 
 表面に抗原をコートしたマイクロウェル
アレイチップを用い、ヒト末梢血より分離し
たリンパ球をマイクロウェル中に 1個ずつ挿
入し、培養する。培養中に分泌された抗原特
異的抗体は拡散しウェル周囲の抗原に結合
する。チップ表面に結合した抗原特異的抗体
を蛍光標識抗体により検出する。分泌された
抗原特異的抗体はウェル周囲にドーナツの
ような形で検出されるため、シグナルとノイ
ズの識別が容易であり、検出感度・精度とも
飛躍的に向上する。検出したリンパ球をマイ
クロマニピュレータを用いてチップより採
取し、RT-PCR法にて抗体 cDNAを増幅させ、
発現ベクターに導入する。抗体発現ベクター
を動物細胞に導入し、抗体を産生させ、産生
された抗体の抗原特異性を ELISA 等を用い
て確認する（図 2）。 



 

 

図 2 ISAAC システム  
リンパ球をマイクロウェルアレイチップで解析し、抗原

特異的抗体遺伝子を取得し、抗原特異性を検証するまで

1 週間弱で終了することができる。 

 
(2) CCP 特異的抗体の検出 
CCP 抗原として、
HQCHQESTXGRSRGRCGRSGS-biotin（X
はシトルリン、C と C の間が SS 結合により
環状化されている）、コントロール抗原とし
てシトルリン（X）をアルギニン(R)に置換し
たもの
HQCHQESTRGRSRGRCGRSGS-biotin を
準備した。 
① ELISA 
ストレプトアビジンをコートした 96 穴プラ
スチックプレートの各ウェルにビオチン化
された CCP あるいはコントロールペプチド
をコートし、抗体を含むサンプルをウェルに
添加した。インキュベーション後、ウェルに
酵素標識抗ヒト IgG 抗体を添加し、基質を加
えて発色させることにより CCP 抗体を検出
した。 
② ELISPOT 
ELISPOT 用プレートにストレプトアビジン
をコートし、その後、ビオチン化した CCP
あるいはコントロールペプチドをコートす
る。そのプレートでリンパ球を一晩培養する。
細胞を洗い去った後酵素標識抗ヒト IgG 抗
体を添加し、基質を加えて発色させることに
より分泌抗体のスポットを検出した。 
③ ISAAC 
マイクロウェルアレイチップにストレプト
アビジンをコートし、その後ビオチン化した
CCP あるいはコントロールペプチドをコー
トする。そのチップ上でリンパ球を 3 時間培
養した後、蛍光標識抗ヒト IgG 抗体を添加し、
分泌抗体のスポットを検出した。 
 
４．研究成果 
(1)リンパ球チップを用いた抗原特異的抗体
分泌細胞検出法（ISAAC 法）の確立 
 ISAAC 法を確立するために、まず抗原であ
る蛋白が吸着しやすいマイクロウェルアレ

イチップを開発した。従来使用していたチッ
プでは蛋白が吸着しにくく、チップにコート
される抗原の量が少なかったため、シグナル
が弱かった。しかし、表面処理により蛋白吸
着能が向上し、シグナルが強くなった（図 3）。 

 
図 3 チップ上での抗原
特異的分泌抗体の検出 
抗原特異的抗体分泌細胞が入

っているウェルを中心に、抗

原特異的抗体が同心円状に拡

散していることがわかる。 

 

 
(2) ISAAC 法を用いたウイルス特異的抗体の
取得 

B 型肝炎ウイルス表面抗原（HBs 抗原）ワ
クチンあるいはインフルエンザワクチンを
接種したボランティアの抹消血リンパ球よ
り ISAAC法を用いてHBs抗原特異的抗体お
よびインフルエンザウイルス特異的抗体を
取得することができた。さらに、これらの抗
体の中に高頻度でウイルス中和抗体が含ま
れていることを確認した。 
 
(3) in vitro 刺激リンパ球を用いた抗原特異
的抗体産生細胞の検出 

最初に開発した ISAAC 法では、ボランテ
ィアにワクチン接種をする必要があり、ボラ
ンティアにとって負担となっていた。そこで、
ワクチン接種することなく抗原特異的抗体
分泌細胞をリンパ球チップで検出できるよ
う、in vitro における刺激法を検討した。サ
イトカイン等を用いてリンパ球を刺激する
ことで、ワクチンを接種することなくウイル
ス特異的抗体分泌細胞をリンパ球チップを
用いて検出できるようになった。これで、自
己免疫疾患患者のリンパ球より自己抗原特
異的抗体産生細胞を検出する準備が調った。 
 
(4) CCP 抗体の検出 
① ELISA による検出 
作製した CCP ペプチドおよびコントロール
ペプチドを用いて関節リウマチ患者血清お
よび健常人コントロール血清中の CCP 抗体
の有無を ELISA にて検出したところ患者血
清中に特異的に CCP 抗体を検出できること
が確認された。 
② ISAAC 法による検出 
患者リンパ球を CCP ペプチドをコートした
マイクロウェルアレイチップ上で培養し、
CCP 抗体分泌細胞を検出したところ、CCP
特異的抗体分泌細胞を検出することができ
た。現在、検出した細胞からの CCP 抗体
cDNA の取得を行おうとしている。 
 
(5) 考察 



 

 

リンパ球チップを用いて、効率よくヒト由来
抗原特異的抗体産生細胞を検出し、抗原特異
的抗体を作製できる技術を確立できた。また、
in vitro 刺激法を導入することで、自己免疫
疾患患者由来の自己抗体産生細胞を取得で
きる実験環境を調えることができた。現在、
自己抗原の種類によっては自己抗体が得ら
れつつある。CCP 抗体については、現在、個々
人の患者サンプルから検出される CCP 抗体
産生細胞の数が少なく、CCP 抗体を取得する
には至っていない。現在、患者サンプルをプ
ールしており、プールしたサンプルを用いる
ことで、CCP 抗体を取得できると考えている。
CCP 抗体を取得し、自己抗原の解析ができれ
ば、CCP 抗体の産生機序および病態との関連
についてさらなる情報が得られると期待さ
れ、関節リウマチの治療に大きく寄与できる
と期待している。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計９件） 
1. Ozawa T (2 番目), Kishi H (7 番目), 

Muraguchi A (8 番目) (他 5 名). Generation 
of TRAILreceptor 1-specific human 
monoclonal Ab by a combination of 
immunospot array assay on a chip and 
human Ab-producing mice. Eur J Immunol, 
40:3591-3593, 2010.（査読有） 

2. Ozawa T (2 番目), Kishi H (6 番目), 
Muraguchi A (8 番目) (他 5 名). Analysis of 
the epitope and neutralizing capacity of 
human monoclonal antibodies induced by 
hepatitis B vaccine. Antiviral Research, 
87:40-49, 2010. （査読有） 

3. Ozawa T (3 番目), Kishi H (8 番目), 
Muraguchi A (9 番目) (他 6 名). 
Post-translational modification of TRAIL 
receptor type 1 on various tumor cells and 
the susceptibility of tumors to 
TRAIL-induced apoptosis. Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 395: 251-257, 
2010. （査読有） 

4. Ozawa T (2 番目), Kishi H (9 番目), 
Muraguchi A (11 番目) (他 8 名). A rapid 
and efficient single cell manipulation 
method for screening antigen-specific 
antibody-secreting cells from human 
peripheral blood. Nat. Med., 15: 1088-1092, 
2009. （査読有） 

〔学会発表〕（計１９件） 
1. Kishi H (1 番目), Ozawa T (3 番目), 

Muraguchi A (8 番目) (他 5 名). 
Enhancement of TRAIL-induced apoptosis 
with novel TRAIL-R1-specific human mAbs 

generated by immunospot array assay on a 
chip. 14th International Congress of 
Immunology, 2010, 8, 22-27, Kobe. 

2. Kishi H (1 番目), Ozawa T (7 番目), 
Muraguchi A (8番目) (他 5名). Detection of 
antigen-specific T-cell response on the single 
cell-basis with microwell array chip. 4th 

Measuring Antigen-Specific Immune 
Response (MASIR) Conference, 2010, 6, 
9-12, Mykonos, Greece. 

3. Kishi H (2 番目), Ozawa T (5 番目), 
Muraguchi A (7 番目) (他 4 名). B-cell 
receptor signal analysis at single cell levels 
using a microwell-array chip. Cold Spring 
Harbor Meeting, 2009, 11, 11-14, New York. 

4. Kishi H. Microwell arrays for detecting 
single, antigen-specific B-lineage cells. 
IBC’s 19th Annual International Conference 
Antibody Engineering, 2008, 12, 7-11, San 
Diego. 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.med.u-toyama.ac.jp/immuno/to
p.html 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

 岸 裕幸 （KISHI HIROYUKI） 

富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）・

准教授 

 研究者番号：６０１８６２１０ 
 
(2)研究分担者 
杉山 英二（SUGIYAMA EIJI） 

富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）・

准教授 

研究者番号：７０１７９１６７ 

（H20→H21, 22：連携研究者） 

村口 篤（MURAGUCHI ATSUSHI） 

 富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）・

准教授 

研究者番号：２０１７４２８７ 

小澤 龍彦（OZAWA TATSUHIKO） 

 富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）・

助教 

研究者番号：１０４３２１０５ 

多喜 博文（TAKI HIROFUMI） 

 富山大学・附属病院・講師 

研究者番号：１０２４０７８０ 

（H21, 22） 

篠田 晃一郎（SHINODA KOICHIRO） 

 富山大学・附属病院・助教 

研究者番号：４０３７７３１2 

（H21, 22） 


