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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、リボソーム自己抗原複合体（P0-P1-P2）の構造と抗原性との関係を探り、
新規抗体産出系を開発することである。抗リボソーム自己抗体（抗P）の認識部位解析により、P0/P1/P2に共通のC末端
３アミノ酸部位が同定された。さらに、隣接するセリン残基のリン酸化により抗体結合性が増強し、リン酸化と抗原性
の関係が示唆された。また、P1/P2の古細菌相同体aP1が4量体を形成し、抗原に用いた際、C末端に対する抗体が産出さ
れること、さらにC末端を他のリボソーム蛋白質の一部の配列に置換することで導入配列に対する抗体が産出されるこ
とが判明した。希望の配列に対する抗体産出系の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the relationship between the structure and ant
igenicity of ribosomal autoantigen (P0-P1-P2 complex), and to develop a useful antibody-production system.
 Epitope analysis of the ribosomal autoantigen identified the 3 amino acids at the C-terminus, which is sh
ared by P0/P1/P2 and responsible for anti-P recognition. It was also found that phosphorylation at Ser res
idues adjacent to the 3 amino acids enhanced the anti-P binding, suggesting that phosphorylation of the au
toantigen is related to the antigenicity. We also found that aP1, the archaeal homologue of human P1/P2, f
orms a stable tetramer and that immunization of this tetramer resulted in production of antibodies to the 
conserved C-terminal part. When the C-terminal amino acid sequence was replaced with a sequence of another
 ribosomal protein, the antibody specific to the introduced sequence was produced. We thus developed a nov
el method to produce efficiently the antibody for a desired sequence.
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１． 研究開始当初の背景 
 抗体は、基礎生命科学研究はもとより、臨
床医療や検査診断等で広く利用されている。
しかし、通常の抗体作成法では、機能面で重
要で進化的に保存された機能構造に対する
抗体の作成は困難な場合が多い。これに対し、
自己免疫により産出される抗体は高度に保
存された部位に対して抗体が産出される場
合が多い。申請者らはこれまで多くの SLE 患
者血清中の抗リボソーム自己抗体を解析し、
① 80種類のタンパク質成分と 4種類の rRNA
成分から構成されるリボソームの主な自己
免疫標的は P0, P1, P2 の 3 種のタンパク質
（P タンパク質）であること（Sato and 
Uchiumi et al., [1994] Clin. Exp. Immunol. 
98, 35-39）、② これらの抗原タンパク質は
P0(P1-P2)2の5量体複合体を形成しrRNAと結
合しリボソームの機能部位を形成すること
（Hagiya and Uchiumi et al., [2005] J. Biol. 
Chem. 280, 39193-39199）、そして、③ エピ
トープは P0, P1, P2 に共通で進化的に高度
に保存されたＣ末端アミノ酸配列中に存在
し、P0(P1-P2)2の複合体構造では表面に露出
していること等を示してきた（Naganuma and 
Uchiumi et al., [2007] Genes to Cells 12, 
501-510）。自己抗体の発生のしくみは明確に
はされていないが、自己の抗原自体に対する
免疫応答に起因するとする antigen driven
説が有力視されている（Marrack et al. 
[2001] Nat. Med. 7, 899-905）。申請者らは
この仮説に立脚し、SLE モデルマウス
（MRL/lpr）にin vitroで調製したP0(P1-P2)2

複合体をアジュバントの非共存下で投与し、
マウスのリンパ細胞をミエローマ細胞と融
合後、自己抗体の発現を解析した。その結果、
得られたハイブリドーマクローンの 74％か
ら抗 P抗体を検出し、抗 Pモノクローナル抗
体を得る極めて有効な方法を確立した（内海
ら、論文準備中）。以上のことから、高度に
保存されたＣ末端部位に対する自己抗体の
発現に P0(P1-P2)2 の複合体構造が関与する
と考え、Ｃ末端部分を任意の配列に改変し、
その配列に対して抗体を誘発させる、という
着想に至った。 
 
２． 研究の目的 
 申請者らは、全身性自己免疫疾患（SLE）
の患者が、リボソームの P0(P1-P2)2複合体の
高度保存部位に対して自己抗体を高頻度に
産出することに着目し、P0(P1-P2)2複合体の
構造、エピトープの位置的性質、および抗原
性の関係を明らかにするとともに、エピトー
プ部位のアミノ酸配列を任意の配列に置換
し免疫原として用いることで、置換した配列
に対する抗体を産出する系を構築する。この
研究は超抗原性を発揮する免疫病理学的現
象を利用した抗体産出系創作の試みであり、
抗体産出が困難とされる配列に対する有効
な抗体産出系となることが期待される。 
 

３． 研究の方法 
 以下の実験手順で研究をすすめた。 

（１）抗原リボソームタンパク質の精製： 
 ヒト P0, P1, P2 および P1/P2 の古細菌相
同体 aP1 を、大腸菌を用いて発現させ精製し
た。これまでに MRL/lprマウスの免疫原とし
て用いてきた P0(P1-P2)2 複合体を新たに調
製し、抗 P抗体との結合実験のサンプルとし
た。さらに古細菌 aP1-aP1 二量体はあらたな
抗原サンプルとした。 
（２）P0(P1-P2)2複合体の機能と抗 P阻害： 
 免疫原として使用してきた P0(P1-P2)2 複
合体が機能を保持するかどうか、大腸菌リボ
ソーム上の相同複合体である L10(L7/L12)2

と置換し真核生物翻訳因子eEF-2の作用に依
存する GTPase 活性を測定した。またこの活
性が抗P抗体により阻害されるかどうか生化
学的に解析した。 
（３）抗 P抗体のエピトープ解析： 
 抗 P抗体による活性阻害効果が各種合成ペ
プチドの添加により回避されるかどうかを
解析し、抗 P抗体のエピトープの解析を行っ
た。使用した合成ペプチドには P0/P1/P2 に
共通の C 末端 22 アミノ酸から成る C-ペプチ
ドに加え、このペプチドの C末端の 3アミノ
酸を欠いた 19 アミノ酸から成るΔ3-ペプチ
ド、さらに C-ペプチドに含まれる 2個のセリ
ン残基がリン酸化を受けた P-ペプチドが含
まれた。また、各合成ペプチドと抗 P 抗体
（Fab）との直接的結合性を native-gel 電気
泳動で分析した。さらに、合成ペプチドと Fab
断片との複合体の結晶化によるエピトープ
構造解析も試みた。 
（４）P1-P2 二量体の NMR 解析： 
 C13/N15-標識 P1 と P2 の二量体、および P1
と C13/N15-標識 P2 から成る二量体を用いて
二量体の構造を NMR 解析により分析した
（Chinese University of Hong Kong の Wong
博士との共同研究）。 
（５）古細菌 aP1 の構造機能解析： 
 ヒ ト P1/P2 の 古 細 菌 （ Pyrococcus 
horikoshii）相同体として知られる aP1 は構
造・機能面で aP1 と類似することが知られて
いるが、その詳細を生化学機的に解析した。 
（６）抗原試料の調製と動物の免疫化： 
 ヒト P1・P2 と類似の二量体構造をとる古
細菌蛋白質 aP1・aP1 二量体を抗原として、
ウサギを免疫化し、産出される抗体の反応性
を解析した。さらに aP1 の C末端部のアミノ
酸をaP1とは無関係の動物リボソームタンパ
ク質の一部のアミノ酸配列と置換したキメ
ラ型タンンパク質を調製し、これを抗原とし
てウサギを免疫化し、産出される抗体の反応
性も解析した。この結果を見て、MRL/lpr マ
ウスの免疫化、およびモノクローナル抗体の
調製の計画を立てていたが、研究はこの前段
階で終了し、抗体のモノクローン化は今後の
課題として残された。 
 
４．研究成果 



 以下に示す様々な成果が得られ、自己抗体
産出の特異性をもたらす抗原タンパク質の
構造的要因に関する学術的知見、さらにこれ
を利用した新たな抗体産出系の基盤を確立
することができた。 
（１）ヒトリボソーム抗原複合体の再構成： 
 精製したヒト P0, およびリン酸化させた
P1 と P2 を用いて抗原複合体を調製した。複
合体は大腸菌リボソームに組み込み得られ
たハイブリッドリボソームの系を用いるこ
とで、その翻訳因子受容性の機能が検出され
た。また、P1/P2 のリン酸化によりその機能
面の促進が見られた。以上の結果より、マウ
スの免疫化に用いられた P0(P1-P2)2 抗原複
合体は機能を保持したものであることが確
認された。 
（２）抗 P抗体の作用とエピトープ解析： 
 P0(P1-P2)2抗原複合体の免疫化によって得
られた抗Pモノクローナル抗体はリボソーム
上の P0(P1-P2)2 の機能を効率よく阻害した。
この阻害は P0/P1/P2 に共通の C末端 22アミ
ノ酸から成る C-ペプチドの添加によりほぼ
完全に回避されたが、このペプチドの C末端
の 3 アミノ酸を欠く 19 アミノ酸より成るΔ
3-ペプチドではその阻害回避効果は見られ
なかった。これらの結果より、抗 P抗体の主
要認識部位は P0/P1/P2 に共通の C 末端の 3
アミノ酸部位であることが判明した。また、
この C 末端の 3 アミノ酸と隣接する部位の 2
個のセリン残基がリン酸化を受けた P-ペプ
チドの阻害回避効果がCペプチドより効率的
であることより、C 末端部位のリン酸化が抗
P のエピトープ認識に一部関わることが示さ
れた。リン酸化が C末端のエピトープ高次構
造形成、または構造の安定性に関与すると考
えられる。また、抗 P 抗体（Fab）が C-ペプ
チドと P-ペプチドと強く結合し、Δ3-ペプチ
ドとは結合しないことは native-gel 電気泳
動でも確認された（図１）。一方、合成ペプ
チドとFab断片間の複合体の結晶化も試みた
が、現在迄に、十分な構造データは得られて
いない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 抗 P抗体Fabと P0/P1/P2の C末端合成 

ペプチド間複合体の電気泳動解析 抗
P と C-peptide (lane 2)や P-peptide 
(lane 3) との結合性を示す強いバン
ドが見られるがΔ3-ペプチド(lane 4)
との結合は認められない。 

（３）P1-P2 二量体の性状に関する NMR 解析： 
 ヒト P1-P2 二両体の NMR 解析の結果、両タ
ンパク質のN末端側の約半分は明確な高次構
造を形成し二両体形成に寄与しているが、C
末端側半分は構造を取らず柔軟に運動する
性質が示された。抗 Pエピトープ部位である
C 末端先端の運動範囲は N 末端部位の二両化
部位を支点として半径約125オングストロー
ムであることを明らかにした（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ P0(P1-P2)2抗原複合体の構造と性質 

このモデルでは、リボソーム大亜粒子
に存在するP0(P1-P2)2複合体の分子構
築の様子を右側に分離させて示してい
る。2個の P1-P2 二量体が P0 の C末端
部に隣接して結合してそれぞれ C 末端
部位を外側に大きく広げ柔軟に運動す
る様子を描いている。 

（４）古細菌 aP1と真核 P1/P2 二量体の比較： 
 真核生物 P1/P2 に対する古細菌 P. 
horikoshiiの相同体であるaP1の構造面の性
質を解析したところ、aP1 はホモ 2 量体を形
成して他のタンパク質 aP0に 3対結合するこ
とが明らかにされた。しかしながら、大腸菌
により発現し精製した aP1は安定な 4量体を
形成することが判明した。aP1 の機能面を解
析した結果、その C末端配列が古細菌の翻訳
因子 aEF-1、aEF-2、IF5B と直接結合するこ
とを明らかした。古細菌 aP1 はまた、リボソ
ーム上では真核生物の翻訳伸長因子も受容
し機能することが示され、真核生物 P1/P2 と
古細菌 aP1 間の構造、動態、機能面において
高度に保存されていることが示唆された。 
（５）aP1 を用いた新規免疫系の開発： 
 当初はヒト P0, P1, P2 の共通 C 末端部位
に希望するアミノ酸配列を導入し、この部位
に対する抗体産出を試みる計画であったが、
上述した研究成果を考慮し、より簡便な古細
菌のaP1を抗原基盤に用いることができる可
能性が生じてきた。そこで aP1 の 4量体でウ
サギを免疫化したところ効率的にaP1の分子
中でも特に進化的に保存されているC末端配
列に対する抗体が効率よく産出された。次に、
aP1 の C 末端の一部のアミノ酸配列を、動物
細胞リボソームタンパク質の一部の配列と
置換したキメラ型抗原タンパク質を調製し、
これでウサギを免疫化した。その結果、導入
した動物リボソームタンパク質に対する抗
体が効率よく産出されることが免疫ブロッ
ト解析により判明した。 



（６）総括： 
 以上の結果より、SLE 患者において抗リボ
ソームP自己抗体の産出が頻繁に検出される
要因の一つに抗原となる P0(P1-P2)2 の特徴
的な構造・性状があると考えられる。免疫標
的となる C末端が複数コピー存在し、さらに
その部位が柔軟で広範囲の運動性をもつこ
とも重要な要因と考えられる（図２）。この
点を考慮して、真核生物の P1/P2 と類似の性
状を保持する古細菌aP1相同体を用いて簡便
な抗体産出系を構築することができた。 
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