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研究成果の概要（和文）：各種膠原病患者を対象とし、PA28γ(Ki)および PA28αのリコンビナ
ント蛋白、および精製 20S プロテアソームを抗原源とした免疫プロット法にてプロテアソーム
に対する免疫応答を解析した。その結果、一連のプロテアソーム構成蛋白間およびそれらの結
合蛋白に対する免疫応答の間には有意な相関を認めるものの、非結合蛋白戸の間には有意な相
関が認められないことを明らかにした。また、プロテアソーム複合体の定量系を確立し、各種
プロテアソームおよびその結合蛋白に対する抗体価が流血中プロテアソーム抗原量と相関する
事を示した。以上の結果より、プロテアソームはその細胞内機能と関連しながらユビキチンを
介して結合する一連の蛋白に対する免疫応答を誘導していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We studied immune response to components of proteasome using sera 

from patients with various connective tissue diseases by immunoblotting. Then, we found  

that there is a linkage of autoimmune response among components of proteasome and their 

binding proteins. In addition, We found that circulating proteasome detected by sandwich 

type ELISA is significantly associated with autoimmune response to proteasome and its 

binding proteins.These results suggested that the circulating ubiquitin-proteasome 

complex binding with autoantigens in association with its biologic function is playing 

an important role to induce autoimmune response to its binding antigens. 
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研究分野：膠原病 
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１．研究開始当初の背景 
 抗 PCNA モノクローナル抗体を用いたアフ
ィニティーカラムで、PCNA 蛋白複合体を精製
し、その構造を解析した結果、proteasome 
activator(PA) 700, 20S proteasome および
PA28(γ)7が結合したhybrid typeプロテアソ

ームが PCNAに結合していることが示された。
それ以前の研究で PCNA と PA28γ(Ki)との間
には免疫応答の連鎖があることが知られて
いたが、この結果はその根拠を示すものであ
った。そこで、このプロテアソームの自己抗
原に対する免疫応答を誘導する役割を解析



する目的で、各種膠原病の患者におけるプロ
テアソームの構成成分に対する免疫応答に
ついて解析した。その結果、抗 PA28γ抗体が
SLE の 24%、SjS の 13%に検出されるのに対し、
他の proteasome の構成成分である PA28αに
対する抗体が SLE の 26%、primary SjS の 23%
に検出されることが示され、両抗体の出現に
は連鎖が認められ、一方が陽性であると双方
の出現率が２倍以上になることが示された。
これらの結果より、プロテアソームに結合す
る蛋白に対する免疫応答には連鎖があり、そ
の連鎖を誘導するのにプロテアソームがピ
ボットとして作用することが示唆されてい
た。 
 
２．研究の目的 
 プロテアソームは ATP依存性の蛋白分解酵
素で、その基本構造は 20S プロテアソームと
呼ばれ、相同性の高いα1−α7およびβ1-β7
のサブユニットのそれぞれ 2本の輪状構造を
積み上げた円筒形の形態を有している。これ
に PA28 および PA700 と呼ばれる活性化因子
が結合し、ユビキチン化されたタンパクなど
を分解している。今日、この一連のユビキチ
ンープロテアソーム系構成蛋白に対する自
己抗体が膠原病患者で検出されることが知
られているが、本研究では SLE や SjS におけ
るプロテアソームおよびその結合蛋白に対
する免疫応答の連鎖と、流血中プロテアソー
ム結合蛋白と抗体産生の関係を明らかにし、
ユビキチンープロテアソーム系を軸とした
自己免疫応答誘導のメカニズムについて解
析する。 
 
３．研究の方法 
1)プロテアソームおよびその結合蛋白に対
する免疫応答の解析 
 SLE 患者血清 300 例、RA 患者血清 200 例、
強皮症患者血清 60 例、SjS 患者血清 100 例な
どを対象とし、我々がクローニンした PA28
γ(Ki)および払 28αの cDNA を用いて作成し
たリコンビナント蛋白、および精製 20S プロ
テアソームを抗原源とした免疫プロット法
にてプロテアソームに対する免疫応答を解
析する。これと同時に上記にてプロテアソー
ムとの結合が確認された自己抗原に対する
抗体を 60KD および 52KDSS−A 抗原、PCNA、U1 
RNP、Sm などのように既に我々がリコンビナ
ント抗原を有しているものは免疫プロット
法、その他の蛋白に関しては各抗原に応じて
免疫沈降法、ELISA 法および二重免疫拡散法
などでそれぞれの自己抗休を測定する。上述
の方法で検出されたプロテアソームとその
結合蛋白との免疫応答の連鎖について解析
し、非プロテアソーム結合結合蛋白に対する
免疫応答との相違を明らかにする。 
 

2)流血中プロテアソームと抗体産生の検討： 
 我々これまで流血中 PCNA 蛋白複合体を
二つの異なるモノクローナル抗体を用いた
サンドイッチ式 ELISA 法で測定し、実績を
上げてきたが、今回は我々の樹立した一つの
抗 PA28γ(Ki)モノクローナル抗体とそれと
異なるエピトープを認識する高い特異性を
有する SLE 患者由来の抗 Ki 抗体を用いたサ
ンドイッチ式 ELISA 法で患者血清中のプロ
テアソーム複合体を定量する。そしてこれら
の症例において各種プロテアソームおよび
その結合蛋白に対する抗体を測定し、その抗
体価の推移と血中プロテアソームの濃度と
の関係を明らかにする。また、ウサギ胸腺ア
セトンパウダーPBS 抽出液より精製したプ
ロテアソーム結合蛋白を抗原源とした免疫
ブロット法により各構成蛋白に対する免疫
応答の伝播と血中プロテアソームの濃度の
関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 

1)全身性エリテマトーデス(SLE)患者血清

300 例、関節リウマチ(RA)患者血清 200 例、

強皮症患(ssc)者血清 60 例、Sjogren 症候群

(SjS)患者血清 100 例などを対象とし、PA28

γ(Ki)および PA28αの cDNA を用いて作成し

たリコンビナント蛋白、および精製 20S プロ

テアソームを抗原源とした免疫プロット法

にてプロテアソームに対する免疫応答を解

析し、PA28γ(Ki)に対する抗体は主として

SLE, PA28αに対する抗体は主として SjS に

検出されることを明らかにした。 

 

2)プロテアソームとの結合が確認されてい

る自己抗原、60KD および 52KD SS−A 抗原、PCNA

に対する抗体や、プロテアソームとの結合を

認めない U1 RNP、Sm などの抗原に対する抗

体の免疫応答の連鎖について免疫ブロット

法で解析した結果、一連のプロテアソーム構

成蛋白間およびそれらの結合蛋白に対する

免疫応答の間には有意な相関を認めるもの

の、非結合蛋白に対する免疫応答の間には有

意な相関が認められないことを明らかにし

た。 

 

3)抗 PA28γ(Ki)モノクローナル抗体とそれ

と異なるエピトープを認識する高い特異性

を有する SLE 患者由来の抗 Ki 抗体を用いた

サンドイッチ式 ELISA法で患者血清中のプロ

テアソーム複合体を定量系を確立し、各種プ

ロテアソームおよびその結合蛋白に対する

抗体を測定し、その抗体価の推移と血中プロ

テアソームの濃度との関係を検討した結果、

PA28γおよび PA28αの抗体価と流血中プロ



テアソーム抗原量の間に相関が見られるこ

とが示された。この過程でユビキチンを介し

てプロテアソームと結合している PCNA に対

する免疫応答の相関も認められることが示

された。 

 以上の結果より、プロテアソームはその細

胞内機能と関連しながらユビキチンを介し

て自己抗原と結合し、流血中に放出されたユ

ビキチンープロテアソーム系蛋白複合体は

その抗原提示により一連の蛋白に対する相

互に関連する免疫応答を誘導していること

が示唆された。 
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