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研究成果の概要（和文）：本研究により、１）プロトロンビンとMHC class IIの複合体が細胞表面に発現し、抗
リン脂質抗体(aPS/PT)が結合すること、２）その結合はHLA alleleで異なること、３）PMAで刺激した単球細胞
内でプロトロンビンが合成されること、４）単球細胞で合成されたプロトロンビンは抗リン脂質抗体(aPS/PT)と
結合することが明らかとなった。これらの結果によって、新たな抗リン脂質抗体症候群の病態が明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：This study has clarified that 1) over-expressed prothrombin/MHC II complexes
 were detected on THP-1 cells surface by aPS/PT, 2) the dependency of MHC II allele differences on 
aPS/PT binding was confirmed, 3) PMA treated monocyte cell line synthesized prothrombin, 4) the 
prothrombin showed stronger binding with aPS/PT compared with non-pathogenic monoclonal anti-PT 
antibody. These are novel findings in the pathogenesis of antiphospholipid syndrome.

研究分野： 膠原病・アレルギー内科学

キーワード： 抗リン脂質抗体　抗原提示　プロトロンビン　MHC class II
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗リン脂質抗体症候群（APS）は凝固・線溶タンパクに対する自己抗体により、血栓症または妊娠合併症を生じ
る疾患である。抗リン脂質抗体（aPL）の抗原はリン脂質ではなく、リン脂質に結合する凝固・線溶タンパクで
あり、病原性自己抗体と考えられており、APSは自己免疫性血栓症として分類される。しかしながら、依然とし
て治療は抗血栓療法のみしかなく、病態に基づいた根本的治療の確立が求められている。本研究によって新たな
病態が明らかとなった。今後の治療法の確立に寄与できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
抗リン脂質抗体症候群（APS）は凝固・線溶タンパクに対する自己抗体により、血栓症または妊
娠合併症を生じる疾患である。抗リン脂質抗体（aPL）の抗原はリン脂質ではなく、リン脂質に
結合する凝固・線溶タンパクであり、代表的なものとしてカルジオリピン（CL）に結合する2
グリコプロテイン I（2GPI）、ホスファチジルセリン（PS）に結合するプロトロンビン（PT）
が知られている。これらの抗体は病原性自己抗体と考えられており、APS は自己免疫生血栓症
として分類される。しかしながら、依然として治療は抗血栓療法のみしかなく、病態に基づい
た根本的治療の確立が求められている。免疫抑制療法が確立していない理由の一つとして、抗
体のターゲットが、単球、血小板、血管内皮細胞、補体など多岐にわたることが考えられ、抗
体の除去もしくは抗体産生抑制が根本的治療であると想定される。本研究では、抗リン脂質抗
体産生細胞を同定し、新規治療を確立することを目標とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、抗リン脂質抗体症候群（APS）において病原性自己抗体であるホスファチジルセリ
ン依存性抗プロトロンビン抗体（aPS/PT）の産生細胞を同定し新規治療を確立することを目的
とする。近年明らかとなったミスフォールドタンパクのMHC classIIによる抗原提示に着目し、
aPS/PT 産生細胞を同定するアッセイを確立すること、そして同定した細胞に対する新規治療の
可能性を考え、検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）MHC class II による PT の抗原提示の検討 
HEK293T 細胞に Flag で標識した PTと MHC class II を強制発現させ、フローサイトメリー（FCM）
を用いて、細胞表面における PT と MHC class II の発現を評価した。PT と MHC class II 発現
の同定には抗ヒト PT抗体、マウスモノクローナル抗体である 231D(aPS/PT)、抗 HLA-DR 抗体を
用いた。 
 
（２）PT/ MHC class II 複合体形成の検討 
HEK293T 細胞に Flag で標識した PTと HLA-DR4 を強制発現させ、免疫沈降法を用いて、PTと MHC 
class II の直接結合の有無を評価した。 
 
 
（３）THP-1 細胞における PT 合成能の検討 
単球細胞の cell line である THP-1 細胞と肝細胞の cell line である HepG2 細胞を用いて、そ
れぞれの PT 合成能を Western Blotting（WB）および FCM により評価した。THP-1 細胞と HepG2
細胞はそれぞれ無処置で培養した細胞および phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)で 12 時
間刺激後、48時間培養した細胞で評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）抗 HLA-DR 抗体および抗 PT 抗体または aPS/PT が結合する細胞集団が観察され、細胞表面
における PT と MHC class II の発現を確認した。抗 HLA-DR 抗体と抗 PT抗体、抗 HLA-DR 抗体と
aPS/PT が共に陽性の細胞集団が観察され、PT/MHCII 複合体が HEK293T 細胞表面に存在すること
が示唆された(図 1)。また網羅的に MHC class II を強制発現した HEK293T 細胞と aPS/PT の抗
体結合親和性は HLA allele 毎に異なり、aPS/PT の結合は発現させた HLA allele に影響するこ
とを確認した。 
 

図１：MHC ClassII による PT の抗原提示の検討 
 
（２）PT/ MHC class II 複合体形成の検討 
Flag で標識した PT と HLA-DR4 を強制発現させた HEK293T 細胞の細胞 lysate を抗 Flag 抗体と
抗 HLA-DR 抗体で免疫沈降した。抗 Flag 抗体で HLA-DR が、抗 DR抗体で Prothrombin が共沈降
され、Prothrombin と HLA-DR が複合体を形成していることが示唆された。 
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（３）THP-1 細胞における PT 合成能の検討 
抗 PT 抗体を用いた WB の評価では、PMA で刺激した THP-1 細胞 lysate で精製 PT と同じ大きさ
のタンパク質が確認された(図２)。無刺激で培養した THP-1 細胞および細胞上清では抗 PT抗体
に認識されるタンパク質は同定されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：THP−１細胞における PT 合成能の検討（Western blotting） 
 
 
 
一方で、FCM の細胞内染色の評価では PMA で刺激した THP-1 細胞で抗 PT 抗体と aPS/PT で認識
される抗原が確認された。THP-1 で合成された PT は抗 PT 抗体と比較して、aPS/PT との結合親
和性が高かった(図３)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：THP−１細胞における PT 合成能の検討（Flowcytometry） 
 
 
 
WB および FCM の結果から、THP-1 細胞は PMA 刺激により PT 蛋白を合成した。合成された PT は
抗 PT 抗体と比較して、aPS/PT との結合親和性が高かった。 
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