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研究成果の概要（和文）：自己免疫性肺胞蛋白症の患者末梢血B細胞中の抗GM-CSF自己抗体可変部の次世代シー
クセンサーによるcDNA data baseを作成した結果、体細胞超変異（SHM）により生じた多様性は高々0.6%であっ
た。VH領域では6 alleleが頻繁に用いられ J領域では、60％のクローンが J4を用いていた。IgG型クローンは、
変異率が平均7.8％と活発に変異していたが、IgM型クローンのそれは、平均0.5％と低く、ほとんどがNaive B細
胞であった。以上のことから、IgG型自己抗体クローンの多様性は、由来するNaive B細胞の多様性によるもので
あることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Autoimmune pulmonary alveolar proteinosis is caused by GM-CSF 
autoantibodies. We investigated the mechanism for polyclonality of the autoantibody and assessed the
 process for the clonal selection and expansion of autoreactive B cells against GM-CSF. We first 
generated bias-free full-length cDNA library from the circulating GM-CSF autoreactive B cells in ten
 patients, then amplified Ig specific PCR amplicons, and performed the deep sequencing. Most clones 
belonged to each one unique B cell lineage  in one-to-one relationship. Somatic hyper mutation 
accounted for only up to 0.6% of the total. Thus, polyclonality of Igs in GM-CSF autoreactive B cell
 clones was mostly dependent on the variability of naive B cell clones.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 肺胞蛋白症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗サイトカイン自己抗体が引き起こす疾患はいくつか知られているが、自己抗体濃度ばかりでなく、自己抗体の
多様性が発症に重要であることがわかっている。我々は10人の自己免疫性肺胞蛋白症患者の末梢血B細胞より、
自己抗体可変部のcDNA data baseを作成し、多様性の由来を調べた。その結果、重鎖、軽鎖ともに体細胞超変異
はさかんに起こしているが、それが、クローンの多様性には繋がらず、クローンの多様性は、Naive　B細胞の多
様性に起因していることがわかった。自己免疫疾患の発症を解明する意味で重要な知見と思われた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
1． 研究開始当初の背景 

肺胞蛋白症(PAP)は、肺胞や終末気管支にサーファクタントが貯留し、呼吸不全が進行する希

少 疾患である。長年原因が不明であったが、申請者は、特発性 PAP の患者の肺や血清中に 

GM-CSF 自己抗体が高濃度に存在することを発見し(J. Exp. Med. 1999)、血清診断法を開発し

た(Am. J. Respir. Med. Crit. CareMed.2000.特許 4372904 号)。同症の自己抗体の質的・量的

研究 (申請者ら、BLOOD.2004)から、自己抗体が病因であり、特発性 PAP を自己免疫性 PAP と

呼ぶことを提唱した(申請者ら、NewEngl.J.Med.2003)。 

2009 年、米国のグループがサルに患者自己抗体を投与し発症させることに成功し、この説を

裏付けた。 一方では、我が国の同症の大規模コホート研究の結果から、血清自己抗体濃度は、

動脈血酸素 分圧から定義された重症度と相関しない(KL-6, CEA,SP-A は相関する)ことが明ら

かとなり(申請者ら、 Am. J. Respir. Med. Crit. Care Med. 2008)、重症化には自己抗体の量

ではなく、質が関係しているのではない かと考えるようになった。 

そこで、本抗体を多面的に解析し、以下のことが明らかとなった。 1 健常者血清中にも微量

ながら普遍的に存在し、その大半が GM-CSF と複合体を形成している(申請者ら、BLOOD. 2009)。 

2 IgG 型ばかりでなく、IgM 型、IgA 型があるが、pathogenic なのは、IgG 型である(申請者

ら、Am. J. Physiol. 2012)。 3 患者 IgG 型自己抗体の軽鎖は、重症になるにつれてλ 鎖が

増加し、低下し、結果、κ/λ 比は重症度と逆相関がある(申 請者ら、Clin. Immunol. 2013)。  

 
２．研究の目的 

自己免疫性 PAP の発症と重症化には、特定の配列を持った IgG 型クロー ンの選択的増殖が

重要なのではないかと考えた。本研究では、この仮説を証明するため、様々な重症度の患者の

IgG 型 GM-CSF 自己抗体可変部のアミノ酸配列を次世代シークエンスにより求め、重症化に関

連する自己抗体遺伝子の分子機構を解明したい。  

 
３．研究の方法 

自己免疫性 PAP10 例、健常者 5例の末梢血単核球から、B細胞を negative selection し、さ

らに ビオチン化GM-CSF と結合する細胞をアビジンMACSと反応させ、マグネットソートする。

抗体遺伝子は、軽鎖、重鎖ともに 5’側に多様なシーク エンスを持つため、細胞から抽出した 

total RNA から 5’端に共通配列を結合させる SMART system を用いて完全長 cDNA を作製す

る（5‘RACE 法）。その cDNA を template として、IgG/IgA 軽鎖、重鎖 の PCR amplicon を

得て精製後、次世代シークエンスを行う。得られるた配列は数百万万リード に及ぶが、PRINSEQ

や MixCR などの Bioinformatics tool により質の低い配列を除去する。さらに抗体解析ソフト 

(IMGT-High V-Quest)により、抗体可変部遺伝子配列のみをソートし、1) allele 解析、2) 体

細胞超変異頻度解析 3) CDR1,2,3 の配列解析を行う。しかし、この時点で、配列には、多くの

PCR エラーによる多様性を含んでいるので、 Change-O software により、V allele, J allele, 

junction length によりクラスターに分類し、クローンに分類する。 

 

４．研究成果 

 10 人の患者で、重鎖が 450 万 read、軽鎖が 15 万 read の粗配列データを得、質の低い read

を bioimformatic tool により除去し、国際免疫グロブリン情報システム（IMGT/High V-QUEST）

により、偽遺伝子を排除し、V、J領域の germline 配列を推定し、かつ Junction 領域の配列を

annotate した。 

非常に多くの PCR error による多様性について、全ての配列を １）使用している V 領域アリ



ル ２）J領域アリル ３）Junction 領域の塩基数 でクラスターに分類し、Hamming Distance

法により、PCR error による variation をまとめ、全シークエンスをクローンにまとめた。自

己抗体クローンは、IgG 型が 100〜400 クローン、IgM 型が 50〜600 クローンあることが分かっ

た。 

 抗 GM-CSF 自己抗体の deep sequence を行い、得られたデータベースから判明したことは、 

１）体細胞超変異により生じた variation は高々0.6%であり、ほとんどのクローンが異なる

Naïve B 細胞に由来することがわかった。 

２）重鎖では、V 領域の germline allele のうち、 6 allele が頻繁に用いられ, J 領域では、

60％のクローンが J4 allele を用いていた。つまり、V,J 領域ともに usage は偏っていた。 

３）IgG 型クローンは、体細胞超変異率が平均 7.8％と活発に変異していたが、IgM 型クローン

のそれは、平均 0.5％と低く、ほとんどが Naïve B 細胞であることが示唆された。 

以上のことから、IgG 型自己抗体クローンの多様性は、由来する Naïve B 細胞の多様性による

ものであり、体細胞超変異を頻繁に起こしているが、それによる多様性は生じていないことが

判明した。 
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