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研究成果の概要（和文）：抗MDA5抗体陽性皮膚筋炎(DM)において病態を探究し、MDA5もしくは抗MDA5抗体の病原性につ
いて検討することを目的とした。
抗MDA5抗体陽性DMの剖検肺組織標本では肺胞腔内へマクロファージが浸潤し、その周囲にIP-10の発現を認めた。健常
人(NC)の単球をIgG(抗MDA5抗体陽性例もしくはNC)＋polyI:Cで刺激したところ、抗MDA5抗体陽性例の方がより強くIL-6
産生を刺激する可能性が示唆された。さらに、患者血清中にはNCに比べMDA5が高頻度に高濃度で存在し、病態に関与し
ている可能性がある。
疾患遺伝的背景としてHLAclassⅡのハプロタイプが関連していた。

研究成果の概要（英文）：The purpose was to investigate the pathophisiology of anti-MDA5-positive DM and 
the pathogenicity of MDA5 or anti-MDA5 antibody.
An autopsy of anti-MDA5-positive DM with rapidly progressive interstitial lung disease(ILD) revealed that 
a lot of macrophages infiltrated to alveoli in the lesion of ILD. Moreover, IP-10, which stimulate the 
activation of monocyte and macrophage, was highly expressed in the damaged alveoli and fibrotic change 
after inflammation. In vitro, it was suggested that anti-MDA5-positive IgG stimulated monocytes producing 
more IL-6 than normal control(NC) in the coexistence of poly I:C. MDA5 was detected more frequently in 
anti-MDA5-positive patients than NC and its concentration was also higher in the patients than in HC. 
Serum MDA5 may react with anti-MDA5 and play some role in the pathophisiology in anti-MDA5-positive DM. 
HLA DRB1＊13:02-DQB1＊06:04 -DQB1＊06:04 was associated with anti-MDA5-positive dermatomyositis as a 
genetic background.

研究分野： 免疫・リウマチ・膠原病
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１．研究開始当初の背景 
抗 MDA5 抗体陽性例は急速進行性間質性肺
炎を併発する頻度が高く、皮膚筋炎(DM)の中
でも最も予後の悪い一群である。同抗体陽性
例では血清フェリチン値と肝胆道系酵素が
高値を示し病勢と相関することや血清中 IL-6, 
IL-18, M-CSFが高値を示すことから同抗体陽
性DMの病態には単球やマクロファージの異
常活性化が存在している可能性が考えられ
た。また、同抗体陽性患者は、何らかの感染
症を契機に原疾患の活動性が増悪すること
をしばしば経験し、自然免疫が自己免疫現象
に影響を及ぼす可能性が予想される。また同
抗体の対応抗原である MDA5 はウイルス
RNA を結合しⅠ型インターフェロンを誘導
する RIG-I ファミリー分子であり、自然免疫
において重要な役割を担うことも興味深い
ものである。しかし自己抗体・自己抗原自体
の病原性や病態に対する影響は未だ不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
抗 MDA5 抗体陽性例の病因・病態を解明す
るため、 
(1) 抗 MDA5 抗体陽性 DM 例において単球・

マクロファージ活性化の有無を in vivo, 
in vitro で検討する 

(2) 抗 MDA5 抗体もしくは MDA5 抗原自体
の病態への関与を検討する 

(3) 抗MDA5抗体陽性例の遺伝学的背景を検
討する 
 

３．研究の方法 
(1) 抗ＭＤＡ5 抗体陽例 DM の免疫病理組織
学的検討 
 同抗体陽性例の 1 剖検例より病変主座であ
る肺病変部位から病理標本を作製し、免疫組
織染色を行った。 
(2) 抗 MDA5 抗体の単球に対する刺激の有無
の検討 
 IgG 精製カラム (GE healthcare, Hi Trap 
Protein G HP)を用い、抗 MDA５抗体陽性患者
と健常人の血清 IgG を精製した。Ficoll-Paque
を用いて健常人 PBMC を回収し、MACS によ
る CD14 positive selection を行った。それによ
って得られた CD14 陽性細胞を 10%FBS、
1%PS(penicillin, streptomycin) 添加 RPMI 培地
に浮遊させ、24 well plate に 1 well あたり 1×
105個まいた。そこへ、抗 MDA5 抗体陽性(α
MDA5(+))IgG もしくは健常人 (NC)IgG を
50ug/ml または 100ug/ml で投与し、poly I:C
を 0.1ug/ml、1ug/ml、10ug/ml と濃度をふって
刺激した。刺激 12 時間後と 24 時間後の培養
上 清 中 の IL-6 濃 度 を Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay(ELISA)(R&D systems, 
Quantikine○R  ELISA Human IL-6)を用いて測
定した。 
(3) 末梢血中におけるMDA5抗原の有無の検

討 
抗MDA5抗体によるサンドイッチELISA(1

次抗体：ウサギモノクローナル抗 MDA5 抗体
(Cell Signaling 社), 2 次抗体：ヤギポリクロー
ナル抗 MDA5 抗体(Santa Cruz 社), 3 次抗体：
サル抗ヤギ IgG 抗体 HRPconjugated(Bethyl 
Laboratories))を作成した。MDA5 の定量検定
には MDA5 の C 末端半分(520a.a.)を大腸菌に
発現させ精製した蛋白を用いた。抗 MDA5
抗体陽性皮膚筋炎患者 13 例、健常人 10 例に
ついて血清中の MDA5 タンパク量を検討し
た。 
(4) 抗MDA5抗体陽性例と陰性皮膚筋炎例に

おける遺伝学的背景の差についての検討 
 20 例の抗 MDA5 抗体陽性例について HLA 
class I (A, B, and C) と class II (DRB1, DQA1, 
DQB1, and DPB1)のジェノタイピングを
WAKFlow システムを用いて行った。コント
ロールとしての日本人健常人の HLA の各タ
イプの頻度は HLA 研究所のウェブサイト
(http://www.hla.or.jp/)より情報を得た。 
 
４．研究成果 
(1) 抗 MDA5 抗体陽性 DM の剖検肺組織にお
いて、CD8 陽性細胞が肺胞空内に浸潤してい
た一方、CD4 陽性細胞はほとんど認めなかっ
た。CD56 陽性細胞も認めなかった。しかし
CD68 陽性細胞は肺胞空内に浸潤していた。
IP-10(CXCL10)は正常肺部分には認めず、炎
症後のつぶれた肺胞・線維化部に染色された。
MDA5 陽性細胞は明らかではなかった。これ
らのことは、抗 MDA5 抗体陽性例の肺病変局
所においてマクロファージの活性化とそれ
を刺激する因子が存在することを示唆する
ものであった。 
(2) 抗 MDA5 抗体の単球に対する刺激の検討
について健常人(NC)２例の CD14 陽性細胞を
用いた結果では、刺激 12 時間では NC IgG に
よる刺激も、αMDA5(+)IgG による刺激も差
はなく、poly I:C 単独刺激をした場合とも差
を認めなかった。しかし刺激 24 時間後にお
いては、polyI:C 濃度 1ug/ml または 0.1ug/ml
＋IgG100ug/ml で刺激した場合には NC IgG
よりαMDA5(+) IgG で刺激した方がより高
濃度の IL-6 を分泌している可能性が示唆さ
れ た 。（ poly I:C 1ug/ml+IgG100ug/ml; 
58.2pg/ml(NC) v.s. 84.3pg/ml(αMDA5(+))、
polyI:C 0.1ug/ml+IgG 100ug/ml; 37.0pg/ml(NC) 
v.s. 326.9pg/ml(αMDA5(+)) 今回、検討数が少
ないため、統計学的有意差を検討するまでに
は至っておらず、今後症例数を増やして検討
する必要がある。また、未治療の抗 MDA5
抗体陽性例の CD14 陽性細胞を得る機会が得
られなかったが、今後、患者リンパ球を用い
ることによる IL-6 産生の差も検討課題であ
る。 
(3) 血清中MDA5抗原の有無をELISAで検討
したところ表１に示す結果であった。MDA5
抗体陽性例 13 例中 5 例で、健常人 10 例中 4
例で血清中の MDA5 蛋白の測定が可能であ
り、その濃度は抗 MDA5 抗体陽性患者 v.s.健
常人 9.02±5.97ug/ml v.s. 1.67±2.21ug/ml で



あり抗 MDA5 抗体陽性例で有意に血清中
MDA5 蛋白が検出された。しかしこれらの血
清中に実際 MDA5 蛋白が存在するかどうか
は、Western blot を含めた他の方法でも検証が
必要である。 
 
(表１) 

  Pt1 Pt2 Pt3 Pt4 

吸光度 0.376 1.200 1.546 0.588 

濃度(ng/μl) ND 12.0 15.6 ND 

  Pt5 Pt6 Pt7 Pt8 

吸光度 0.825 0.210 1.199 0.356 

濃度(ng/μl) 3.9 ND 12.0 ND 

  Pt9 Pt10 Pt11 Pt12 

吸光度 0.247 0.724 0.500 0.300 

濃度(ng/μl) ND 1.6 ND ND 

  Pt13 HC1 HC2 HC3 

吸光度 0.603 0.257 0.672 0.178 

濃度(ng/μl) ND ND 0.5 ND 

  HC4 HC5 HC6 HC7 

吸光度 0.307 0.320 0.664 0.690 

濃度(ng/μl) ND ND 0.3 0.9 

  HC8 HC9 HC10   

吸光度 0.873 0.470 0.285   

濃度(ng/μl) 4.9 ND ND 
 

 
(5) 抗MDA5抗体陽性例と陰性皮膚筋炎例に

おける遺伝学的背景の差については 
HLA classⅠについては抗 MDA5 抗体と
の有意な相関を認めなかったが、HLA 
class Ⅱ に 関 し て は HLA DRB1 ＊

13:02-DQB1＊06:04 -DQB1＊06:04 のハプ
ロタイプの頻度が抗MDA5抗体陽性例に
おいて健常人よりも有意に高かった
(12.6% v.s. 3.6% ; P = 0.0030, OR:3.79 
(95%Cl 1.47-9.76))。今後さらなる症例の
集積とともに検証が必要である。 
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