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研究成果の概要（和文）：ANCA（抗体好中球細胞質抗体）関連血管炎は全身をめぐる血管のうち主に細い血管に
炎症をきたす結果、生命に危険をおかす臓器障害を生じる疾患である。しばしば、不可逆性の難聴や顔面神経麻
痺を合併するような難治性中耳炎や、鞍鼻（鼻が低くなる）をきたすような鼻粘膜の壊死病変など耳鼻咽喉病変
で初発する。しかし、初期の段階では診断に有用なANCAが陰性であり診断に難渋することが少なくない。今回、
我々は様々なANCA測定方法を用いて、本疾患の早期診断のための検査方法のアルゴリズムを作成し提案した。ま
た、病態解明のために本疾患の発症トリガーとなる中耳への細菌感染の関与について証明する研究を行った。

研究成果の概要（英文）：ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic antibody) -associated vasculitis is a 
disease that causes life threatening organ dysfunction as a result of inflammation mainly in small 
blood vessels of the whole body. Initial symptom is often seen in ear, nose and throat lesions such 
as refractory otitis media that complicates irreversible hearing loss and facial nerve paralysis and
 necrotizing lesions of the nasal mucosa that leads to saddle nose (low nose). However, in the early
 stage, ANCA which is useful for diagnosis is negative and it is often difficult to diagnose. In 
this study, we developed and proposed an algorithm of the examination method for early diagnosis of 
this disease using various ANCA measurement methods. In order to clarify the pathology of the 
disease, a study was conducted to prove the involvement of bacterial infection in the middle ear, 
which triggers the onset of the disease.

研究分野： otology
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１．研究開始当初の背景 
ANCA 関連血管炎は、耳鼻咽喉科領域の諸
症状を初発症状として発症し難治性の経過
を辿る全身性疾患である。より早期の治療開
始が望まれるが、ANCA 陰性例や組織検査に
て血管炎の所見が得られない症例が多く存
在し、しばしば診断に難渋する。現在既存の
ANCA 抗体検査は診断のために重要である
が、頭頸部領域に限局した AAV の約半数は
ANCA 陰性であり、ANCA 陰性であっても
本疾患を否定できない。その背景として、現
在の測定法では ANCA を同定できない可能
性や PR3 及び MPO 以外 ANCA 対応抗原
（minor ANCA）が関与している可能性、さ
らに ANCA 関連血管炎が原因でない未知の
疾患の可能性が推察されている。さらに、血
管炎の病態に関わる ANCA 対応抗原として、
Lysosomal-associated membrane protein-2 
(LAMP-2)が注目されており、ANCA 陰性例
であっても診断及び再燃時のマーカーとし
て有効である可能性が示唆されている。 
 また、ANCA関連血管炎が頭頸部領域の炎
症や肉芽腫性病変をきたすことは知られている
が、その病態は不明である。既存のANCA関連
血管炎のモデルマウスは、肺や腎病変の病態
解明に重要な役割を果たしているが、中耳炎の
発症機序、さらに難聴や顔面神経麻痺、肥厚性
硬膜炎を引き起こす病態を解析する研究は未
だ行われていない。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、【1】患者血清を用い特に
頭頸部領域に限局した ANCA 関連血管炎の
早期診断のための検査方法や疾患マーカー
の開発、【2】中耳病変を主体とした ANCA
関連血管炎性中耳炎（OMAAV）の発症機序
解明のため、中耳貯留液中の細菌学的検討を
行うこと、である。 
 
【1】ANCA 関連血管炎の早期診断のための
検査方法、疾患マーカーの検討 
 臨床的に ANCA 関連血管炎を強く疑う経
過や組織診断を認めるが、ANCA 陰性であっ
た症例を集積し、抗原固相方式の異なる
ELISA キットを用いた ANCA 測定、minor 
ANCA 測定、LAMP-2 抗体測定を行った。異
なるエピトープ認識し本来 ANCA 陽性であ
るにも関わらず臨床検査で ANCA 陰性と診
断される症例や、minor ANCA が病態に関与
する症例がどの程度存在するか調べた。 
 
【2】ANCA 関連血管炎性中耳炎の病態解明
ANCA 関連血管炎合併中耳炎モデルマウス
の作製と免疫組織学的解析に先立ち、
OMAAVを惹起する起炎菌をを明らかにする
必要があった。OMAAV の病態解明のため、
発症トリガーに細菌感染が関与しているか
どうか、どのような細菌が検出されるか、中
耳貯留液中の細菌学的検討を行った。 
 
 

３．研究の方法 
【1】ANCA 関連血管炎の早期診断のための
検査方法、疾患マーカーの検討 
①GPA 患者（疑い例含む）29 例の血清を用
い、臨床検査とは別に、抗原固相方式の異な
る ELISA（enzyme-linked immunosorbent 
assay）キットによって ANCA を測定した。
PR3-ANCA測定には 3種類のELISAキット
（direct 法、capture 法、anchor 法）を、
MPO-ANCA 測定には２種類の ELISA キッ
ト（direct 法、capture 法）を使用した。ま
た、間接蛍光抗体法による cytoplasmic（C）、
perinuclear（P）-ANCAの有無、minor ANCA
（ anti-azurocidin antibody 、
anti-bactericidal permeability increasing 
protein (BPI) antibody、 anti-capthepsin G 
antibody 、 anti-elastase antibody 、
anti-lactoferrin antibody 、 anti-lysozyme 
antibody）についても血清学的に検討した。 
 
②ELISA 試薬にて抗 LAMP-2 抗体を定量的
に測定し、OMAAV13 例と健常者 6 名の抗
LAMP-2 抗体の平均値を比較した。また、
OMAAV13 例中、治療開始前であり活動性病
変を有する活動期血清 9 例と、維持療法中で
あり活動性病変のない非活動期血清 5例につ
いても比較を行った。さらに、病勢の指標と
なりうるかどうか、抗 LAMP-2 抗体、ANCA、
と CRP 値の相関について検討した。 
 
【2】ANCA 関連血管炎性中耳炎の病態解明
OMAAV および、成人滲出性中耳炎(コントロ
ール群 )より採取した中耳貯留液を検体とし
て培養検査、及び上気道感染の原因となる
細菌 6 種  類 (Streptococcus pneumoniae, 
Haemophilus influenza, Mycoplasma 
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, 
Legionella pneumophila, Streptococcus 
pyogenes)と Staphilococcus aureus につい
て、RT-PCR (real time- polymerase chain 
reaction)を用いて検出した。  
 
４．研究成果 
【1】①臨床検査にて PR3、MPO-ANCA 陰
性であった 17 例中、異なる測定法によって 4
例が PR3、または MPO-ANCA 陽性となり、
3 例 が minor ANCA 陽 性 と な っ た
（BPI-ANCA2 例、elastase-ANCA1 例）。間
接蛍光抗体法による結果も合わせると、17
例中 8 例（47.1%）が ANCA 陽性となった。
ANCA 検出率は 29 例中 12 例（41.4%）から
29 例中 20 例（69.0%）となり有意な改善を
認めた（p=0.03）。ひとつの測定法で陰性で
も、異なる測定法で陽性となる場合もあり得
ると考えた。また、PR3 及び MPO-ANCA 陰
性症例で、その他の ANCA 関連自己抗体
（minor ANCA）陽性の症例が存在し、病態
に関与している可能性が考えられた。 
 



表 1. ANCA negative patients in the clinical test. 

 
②ANCA 関連血管炎性中耳炎における抗
LAMP-2 抗体発現 
 
（A）OMAAV と健常者との比較：健常者は
全て ANCA 陰性であることを確認した。抗
LAMP-2 抗体値は OMAAV（3947±609 
ng/ml）、健常者（1088±1007ng/ml）であり、
OMAAV で有意に高値であった（p=0.003）。 
 

 
（B）OMAAV 活動期と非活動期血清の比
較：OMAAV 活動期血清の抗 LAMP-2 抗体値
は 327±168 ng/ml、活動期血清は 5554±372 
ng/ml であり、活動期血清で有意に高値であ
った（p<0.0001）。 

 
（C）抗 LAMP-2 抗体と CRP 値, ANCA との
相関：CRP 値と抗 LAMP-2 抗体は正の相関
を示した（r=0.51, p=0.03）。一方、臨床検査
で測定した ANCA 値と CRP 値は有意な相関
は認めず（r=0.26, p=0.36）、抗 LAMP-2 抗
体はより血管炎の病勢を反映すると考えら
れた。 

 
【2】PCR で 1 つ以上の細菌を検出した 症
例は OMAAV14 例中 12 例(86%)、コントロ
ール群は 8 例中 2 例(25%)、培養検査では
OMAAV7 例中 1 例(14%)、コントロール群
で 4 例中 1 例(25%)であった。OMAAV では
中耳への細菌感染が先行し、感染防御をき
っかけに惹起された好中球の過剰活性化が
自己免疫反応を引き起こしたと考えられた。  
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PR3/MPO
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PR3/MPO
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PR3/MPO anchor PR3 IIF

minor
ANCA
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