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研究成果の概要（和文）：抗カルバミル化蛋白抗体（抗CarP抗体）の対応抗原のひとつがカルバミル化アルブミ
ンであることを世界で初めて発見した。抗カルバミル化蛋白抗体（抗CarALB抗体）の陽性率は抗CCP抗体陽性関
節リウマチ（RA）の44.6%で、陰性RAでは18.3%であった（健常者では3.6%）。抗CarP抗体、抗CarALB抗体とも
に、RA以外の膠原病、リウマチ性疾患でも10-30%程度陽性となるため、特異度は高くない。生体内でカルバミル
化を引き起こす酵素はミエロペルオキシダーゼ(MPO)の、RA血清中の濃度を測定したところ、抗CarALB抗体陽性
RAでは陰性RAよりも血清MPO濃度が有意に高いこともわかった。

研究成果の概要（英文）：We found one of the target antigens of anti-carbamylated protein (CarP) 
antibody is carbamylated albumin (CarALB). Sensitivities of anti-CarALB antibody for anti-CCP 
antibody-positive rheumatoid arthritis (RA) and anti-CCP-negative RA are 44.6% and 18.3%, 
respectively (3.6% for healthy donors). Both Anti-CarP and anti-CarALB antibodies were positive in ~
10-30% of other rheumatic diseases or collagen vascular diseases. We measured serum concentration of
 myeloperoxidase (MPO), which is the key enzyme of carbamylation in vivo, and found that MPO was 
higher in anti-CarALB-positive RA patients than in anti-CarALB-negative patients. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
  関節リウマチ(RA)の診断は特異抗体であ
る抗 CCP 抗体が陽性である場合はさほど難
しくないが、抗 CCP 抗体陰性の関節炎は鑑
別診断も多く困難を極める。初期の RAでの
抗 CCP 抗体陽性率は 60%程度とされ、抗
CCP抗体陰性RAの特異的なバイオマーカー
が望まれていた。 
 一方、RA の新規自己抗体として抗カルバ
ミル化蛋白（CarP）抗体が近年報告されたが、
その対応抗原は不明であった。また抗 CCP
抗体陰性 RAでの抗 CarP抗体陽性率が 16%
と報告され、その診断における有用性も示唆
されていた。 
 
２．研究の目的 
 抗 CCP 抗体陰性 RA 特異的な自己抗体を
抗 CarP抗体中心に検索する。また、抗 CarP
抗体の対応抗原を同定し、その臨床的有用性
を検討する。 
 
３．研究の方法 
 (1) AlphaScreen 法による自己抗体のスク
リーニング。 
 AlphaScreen 法 の 原 理 は 別 紙
（ http://www.perkinelmer.co.jp/Portals/
0/resource/tech/tech_ls/protocol_collec
tion/AlphaScreen_guidebook.pdf）にゆずる
が、簡単に説明するとストレプトアビジンの
coat されたドナービーズと ProteinG が coat
されたアクセプタービーズを用い、既知のビ
オチン化蛋白と患者血清をビーズとともに
混ぜ合わせると、血清中にその蛋白に対する
自己抗体を持っている場合は両方のビーズ
が近接することになり、もともとのビーズの
性質からレーザーを照射することで近接し
たビーズが発光するしくみである。これによ
り自己抗体の有無とその対応抗原が同定で
きる。AlphaScreen 法をカルバミル化蛋白ア
レイを用いてスクリーニングを予定してい
たが、研究成果で述べるように、今回はポジ
コンとしてカルバミル化アルブミン
(CarALB)と抗 CarALB 抗体陽性血清を用いて
条件検討を行った。 
 カルバミル化の方法はシアン酸カリウム
（KOCN）と目的蛋白を 37C で overnight 
incubation を行った。 
 (2)  Western blot は 7 人の抗 CarP 抗体陽
性 RA 患者血清を用いて、牛胎仔血清（FCS）、
ウシアルブミン(BSA)、ヒトアルブミンおよ
びそれぞれのカルバミル化した蛋白を抗原
として通常の方法で行った。 
抗 CarP 抗体 ELSIA は original report と同
様の方法で行った。すなわち、カルバミル化
FCS を ELISA plate に固相化し、患者血清、
ウサギ抗ヒト IgG抗体、ALP標識抗ウサギ IgG
抗体の順で反応させてDABを用いて発色させ
る方法で、抗 CarALB 抗体および抗シトルリ
ン化 ALB（citALB）抗体 ELISA はほぼ同様で
あるが、3 次抗体は用いず、ALP 標識ウサギ

抗ヒト IgG 抗体を用いる。 
抗 CCP 抗体およびミエロペルオキシダーゼ
（MPO）の定量は市販の ELISA キットを用い
た。 
抗 CarALB 抗体陽性、陰性 RA の臨床指標と
の関連は Mann-Whitney U 検定およびχ二乗
検定で行い、多変量解析はロジスティック回
帰分析で検定した。 
 
４．研究成果 
(1) AlphaScreen を用いたassayについては、
数回実験を行ったが、KOCN による蛋白のカル
バミル化を行うと、KOCN 濃度が濃くなると
biotin の変性が起こるのか、陽性コントロー
ルでもシグナルが出なくなり、比較的薄い濃
度でも蛋白の変化により biotin の巻き込み
等が起こっているのか、シグナルが得られに
くくなる傾向が認められた。至適条件検討を
行ったが、少なくともスクリーニングで多く
の蛋白を用いて検討することはコストベネ
フィットのリスクが高いと考え、実験は
pending とした。 
 
(2)一方、抗 CarP 抗体の対応抗原に関しては
FCSを抗原として Western blot した際にみら
れるバンドがアルブミンの分子量と似てい
ることから、CarALB が対応抗原であると予想
した（図 1A）。カルバミル化ヒトアルブミン
を抗原として Western blot したところ（図
1B）同様のバンドがで見られることから少な
くとも抗 CarP 抗体陽性 RA 患者血清中に
CarALB に反応する抗体をもつことが確認さ
れた。 
 
図 1  

7人の抗CarP抗体陽性RA患者血清を用いて、
FCS およびカルバミル化 FCS に対する
Western blot (A)、およびヒトアルブミンお
よびカルバミル化アルブミンに対する
Western blot を行った。それぞれカルバミル
化アルブミンに相当するバンドがみられる。 
 
抗 CarALB 抗体を検出する ELISA の系を確立
し、健常者の抗体価平均+2SD を cut off 値と
したときの抗 CCP 抗体陽性 RA、陰性 RA の陽
性率はそれぞれ 44.6%、18.3%となった（図
2B）。カルバミル化蛋白とシトルリン化蛋白
とは構造的に非常に似通っているため、抗



citALB 抗体の陽性率を確認したところ、抗
CCP 抗体陽性 RA の 19.7％と明らかに抗 CarP
抗体よりも低かったことから、citALB に対す
る交差反応をみているわけではないことが
示された。 
 
図 2  

抗 CarP 抗体、抗 CarALB 抗体、抗 CitALB 抗
体の抗 CCP抗体陽性 RA、抗 CCP抗体陰性RA、
健常者(HC)における抗体価の分布と陽性率。 
 
次に他の膠原病・リウマチ性疾患における抗
CarP 抗体の陽性率を検討した（図 3）。膠原
病、リウマチ性疾患の中でも、全身性エリテ
マトーデス(SLE)、強皮症（SSc）、混合性結
合組織病（MCTD）、シェーグレン症候群
（pSS）、血管炎（vasculitis）などでは陽性
率が高く、それぞれ 22%、23%、38％、36％、
22％であった。一方、ベーチェット病（BD）
やリウマチ性多発筋痛症（PMR）ではそれぞ
れ 8.3%、7.7%と陽性率は比較的低く、自己
抗体が陽性になる免疫性疾患で高くなる傾
向がみられた 
 
 
図 3 

抗 CarP 抗体の各種膠原病、リウマチ性疾患
での抗体価の分布 
 
 
 
一方、カルバミル化蛋白は MPO によって触媒
され生成されるため、血清 MPO 濃度と抗
CarALB 抗体、RA の活動性（DAS28）の関連を
検討した。抗 CarALB 抗体陽性 RA では陰性 RA
よりも有意に血清MPOの濃度が高く（図4A）、
また血清 MPO血中濃度と DAS28 であらわした
RA の疾患活動性との間にきれいな相関がみ
られた（p<0.01、r=0.53）（図 4B）。 

 
図 4 
抗 CarALB 抗体陽性、陰性 RA における血清中

MPO 濃度分布（A）と血清中 MPO 濃度と RA 疾
患活動性（DAS28-ESR）の相関（B） 
 
さらに抗 CarALB 抗体の臨床的意義を検索す
る目的で抗 CarALB 抗体陽性 RA と陰性 RA に
おけるさまざまな臨床指標との関連を多変
量解析で検討した（表 1）。その結果、喫煙歴
との強い関連がみられ（p<0.01）、心血管系
event との関連も認められた（p=0.02）。これ
らの結果はカルバミル化LDLの生成と喫煙が
関連するという報告ともつながり、またその
結果動脈硬化が進行することから、心血管系
イベントとの関連もうなずける。また、DAS28
との関連も認められる（p=0.03）ことから、
抗 CarALB 抗体が原因となっているかどうか
はこれらの結果から断定できないが、少なく
とも抗 CarALB 抗体陽性 RA患者は喫煙者に多
く、心血管系イベントも多く、また RA の活
動性の高い患者に多い傾向があることは明
らかとなった。 
 
表 1 抗 CarALB 抗体と臨床指標の関連 

 
以上より、抗 CarP 抗体の対応抗原のひとつ
がカルバミル化アルブミンであることを世
界で初めて発見した。抗カルバミル化蛋白抗
体（抗 CarALB 抗体）の陽性率は抗 CCP 抗体
陽性関節リウマチ（RA）の 44.6%で、陰性 RA
では 18.3%であった（健常者では 3.6%）。抗
CarP 抗体、抗 CarALB 抗体ともに、RA 以外の
膠原病、リウマチ性疾患でも 10-30%程度陽性
となるため、特異度は高くない。生体内でカ
ルバミル化を引き起こす酵素は MPO の、RA 血
清中の濃度を測定したところ、抗 CarALB 抗
体陽性 RAでは陰性 RAよりも血清 MPO濃度が
有意に高いこともわかった。 
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