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研究成果の概要（和文）：免疫複合体抗原のエピトープ特定のため、免疫複合体から抗原のみを選択的に溶出す
る条件として、低pH溶出液で抗原を抗体から解離させ溶出する方法と、PapainでFabと抗原を溶出する方法を比
較した。その結果、Papain溶出法が選択的に免疫複合体抗原を溶出できることがわかった。そして、エピトープ
以外を免疫複合体から切り出すための酵素消化の検討を行った結果、トリプシンとLys-Cを用いた二段階消化が
適していることがわかった。本研究で確立した条件・手順をもとに実際の患者検体からTSP-1免疫複合体を回収
し、内標準を参考に関節リウマチでのエピトープの精密特定を進めている。

研究成果の概要（英文）：To selectively detect circulating immune complex-antigens with enhanced 
sensitivity, in this study we compared two methods (low-pH elution and tryptic digestion; 
papain-digestion, elution, and tryptic digestion). Comparison showed that papain-digestion method 
provided the most selective and sensitive detection of CIC-antigens. Then, we investigated the 
condition that can selectively elute peptides not including epitope. As a result, the digestion 
procedure successively using trypsin and Lys-C was appropriate for the selective elution. Now, the 
study that recoveries TSP-1 immune complexe from the patients with rheumatoid arthritis and identify
 their epitope is on-going.

研究分野：臨床化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は関節リウマチでおきる異常な免疫反応の根本原因と考えられるタンパク質の異常部位（エピトープ）を
全く新しい方法で決定することを目指している。具体的には、患者体内でできる免疫複合体（異常なタンパク質
と抗体が結合したもの）を直接調べて、エピトープを特定する。このエピトープを特定できれば、病気の根治だ
けでなく、従来の免疫抑制療法で危惧される感染症のリスクを回避する治療法の開発につながる可能性がある。
今回の成果で、免疫複合体に含まれる異常なタンパク質のエピトープを特定するための解析条件を決めることが
できた。今後は、実際の患者の体内にある免疫複合体を使って、病気の原因となるエピトープの特定を進める。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患はその多くが難治性である。国内患者総数は 170万人 (全世界で 7千万人) 
で、がん患者総数 (152万人) より多く、そのうちの 100万人を関節リウマチ患者が占める。 
関節リウマチでは「自己抗原を認識する自己抗体が産生され、これらが免疫複合体を形
成することで過剰な炎症がおき組織が破壊される」と考えられている。このため、関節リ
ウマチに特徴的な自己抗体が診断に利用されてきた。しかし、これらは免疫複合体を形成
していないフリーの自己抗体の中から見つかっており、実際に体内で複合体を形成し病原
性をもつのかは不明である。一方、TNF- などの炎症性サイトカインを標的とする抗体医
薬が優れた抗リウマチ効果を示している。しかし、この抗体医薬は発病の最終段階でおき
る過剰な炎症を抑える対症療法であり、その一方で免疫反応を低下させるため感染症のリ
スクが高まる。つまり、これまでの研究は「関節リウマチの発病の上流を抑える」という
根本的な問題を解決できていない。 
申請者が独自に考案したイムノコンプレキソーム解析法は、体内で形成された免疫複合
体中の自己抗原を質量分析装置で一斉に同定するもので、疾患群と非疾患群の自己抗原を
比較すれば、疾患特異的な免疫複合体をつくる自己抗原 (以下、特異的自己抗原) を特定
できる。申請者は本解析法で関節リウマチ患者 60名とそれ以外の自己免疫疾患患者の血清
を解析して、関節リウマチ患者のみで特異的自己抗原 (TSP-1) が高頻度 (80%以上) に検
出されること、TSP-1 が血液検査陰性の早期患者の半分以上で検出されること、を発見し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では TSP-1の自己抗原化の原因となるエピトープを特定する。このエピトープが
研究のカギとなる創薬標的であるため、独自の方法で精密に特定することを目指す。 
具体的には、TSP-1免疫複合体を患者血中からとりだし、TSP-1のアミノ酸変異 (シトル
リン化、アミノ酸置換や翻訳後修飾) 部位と、その部位を含むエピトープ領域 (エピトー
プとその前後の数残基) のアミノ酸配列を質量分析装置で決定する。 
 
３．研究の方法 
 患者の TSP-1 免疫複合体から、エピトープ領域 (エピトープとその前後の数残基) 以外
を酵素消化で除去した後、エピトープ領域を抗体から解離・溶出させ、その領域のアミノ
酸配列を質量分析装置で決定し、アミノ酸変異 (シトルリン化やアミノ酸置換) を調べる。
なお、本実験は複数のエピトープの存在と翻訳後修飾の影響を想定して進める。具体的な
方法を以下に記す。 
 TSP-1とその既知の配列を認識するモノクローナル抗体 (作製済)でモデル免疫複合体を
作製し、エピトープ領域決定の条件検討を行う。具体的には、抗体と結合しているエピト
ープ領域以外の配列が酵素消化される条件と、抗体からエピトープ領域を溶出させる条件
を調べ、既知のエピトープを含む領域が検出できることを確認する。また、消化酵素は特
定のアミノ酸で結合を切断するため、1 つの酵素で解析を進めると、エピトープ領域が長
くなり、後の実験が煩雑になる可能性がある。よって、TSP-1 に多く含まれるアミノ酸 (K, 
R, D, E, F) で結合を切る複数の消化酵素を使い、検出された各エピトープ領域のアミノ酸
配列の共通部分から最終的なエピトープ領域を決定する。なお、エピトープ領域以外の酵
素消化に成功した論文 (Przybylski, PNAS 1990; Nat Med 2002) を参考にして進める。最後
に、モデル免疫複合体を添加した血清から既知のエピトープ領域が検出されることを確認
する。 
 イムノコンプレキソーム解析で TSP-1 陽性となった患者 (50 例) のうち、TSP-1 由来ペ
プチドが 5個以上検出された患者 (28例、免疫複合体の量が多いと予想) の血清から TSP-1
免疫複合体を取り出し、実際のエピトープ領域、アミノ酸変異部位とその変異の種類を決
定する。関節リウマチではタンパク質のシトルリン化 (アルギニンが非コードアミノ酸の
シトルリンに変換) が自己抗原化の要因とされるが、実際に疾患につながるかは不明であ
る。TSP-1 のエピトープ領域にシトルリンがあれば、病原性シトルリン化自己抗原が同定
されたことになる。 
 
４．研究成果 
免疫複合体抗原のエピトープを特定するには、免疫複合体抗原をより選択的・高感度に
検出するために免疫複合体から抗原のみを選択的に溶出できる必要があると考えた。そこ
でまず、回収した免疫複合体の抗原部分のみを選択的に溶出させる溶出条件の検討を行っ
た。具体的には、従来法 (A) に加え、過去の文献 (Yarmush, Biotechnol Prog 1992; Moorhouse, 
J Pharm Biomed Anal 1997) を参考に pHの低い溶出液を用いて抗原-抗体を解離させ抗原を
溶出する方法 (B)と、パパインで抗体のヒンジ部分を切断し、Fabと抗原を溶出する方法（C）
を比較検討した。なお、ここでの検討には免疫複合体モデル (Myoglobin, 抗 Myoglobin 抗
体) とヒト血清を用いた。 
 免疫複合体モデルの結果からPapain 溶出法 (C) が最も選択的に免疫複合体抗原を溶出
することがわかった。さらに、ヒト血清での検討においても、Papain溶出法 (C) が多量に



含まれるタンパク質の影響を受けることなく、最も選択的に免疫複合体抗原を溶出し、こ
れまで検出できなかった微量な免疫複合体抗原も検出できることが分かった。この検討結
果を検証する目的で、自己免疫疾患であるシェーグレン症候群の唾液検体の解析を行った
ところ、既知の免疫複合体抗原に加え、未知の免疫複合体抗原を検出することに成功した。
また、脳脊髄液の解析でも疾患特異的な免疫複合体抗原を特定することができた。一連の
結果から、タンパク量が非常に少ない検体からでも免疫複合体抗原を検出できることが示
された。 
 ここまでの基礎検討を踏まえ、TSP-1ならびにThrombin・Albumin (内標準) のエピトープ
を特定する検討を行った。免疫複合体中で抗体と結合する抗原のエピトープ領域以外を切
断する消化酵素にはトリプシン、Lys-CおよびGlu-Cを採用し、これらを一度に使用する一
斉消化、またはそれぞれの酵素消化を段階的に行う多段階消化について比較検討した。こ
のなかで多段階消化については、使用する消化酵素の順番についても検討した。なお、こ
こでの検討は既報 (Przybylski, PNAS 1990; Nat Med 2002) も参考に行った。その結果、エピ
トープ領域以外を消化し、ここで断片化されたエピトープ領域以外のペプチドを免疫複合
体から除去するには、トリプシンとLys-Cの組合せが適していることがわかった。続いて、
抗体の抗原決定基付近にあると予想されるエピトープ領域ペプチドの溶出を試みた。得ら
れたトータルイオンクロマトグラムとベースピーククロマトグラムを確認したが、質量分
析装置の検出感度以上のペプチド (エピトープに相当) シグナルは得られなかった。上記の
基礎検討で認められた検出感度を考慮すると、モデル複合体の量が不十であった可能性が
考えられた。 
 今後は本研究で確立した条件・手順をもとに実際の患者検体 (複合体量がより豊富な可能
性がある) から再度、TSP-1免疫複合体を回収し、内標準を参考に関節リウマチでの疾患エ
ピトープの精密特定を進める。 
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