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研究成果の概要： 
間質性膀胱炎ではウロプラキン（UP）Ⅲ遺伝子のエクソン４を欠失した選択的スプライシング

バリアントが重要である。この遺伝子ではエクソン４欠失部分以降のフレームシフトにより、

正常には存在しないアミノ酸配列の蛋白質になる。この「異物蛋白質」に対する自己抗体の有

無を調べるため、遺伝子操作により変異 UPⅢ蛋白質を作製した。患者血清を一次抗体とし、作

製された遺伝子組み換え UPⅢ蛋白質を試料にしたウェスタンブロットで、一部の患者血清で反

応性があった。 
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１．研究開始当初の背景 
当該疾患には何らかの免疫異常が関与して
いることが示唆されており、現実にステロイ
ド剤や抗アレルギー剤の効果が見られるこ
とがある。そこで、われわれは患者血清中の
尿路上皮成分に対する自己抗体について研
究してみることとした。 
 
２．研究の目的 

間質性膀胱炎（IC）は、米国では約１０
０万人の患者が存在するとされる。自殺を
考えるほどの膀胱痛と頻尿のため、その治
療薬の開発は急務で、複数の製薬会社が懸
命にプロジェクトを進めている。しかし現
実には、確定診断･治療に至る前の簡便なス
クリーニング検査法が存在しないことが大
きな障害になっている。当研究課題の目的
は、①間質性膀胱炎患者血清中の尿路上皮
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成分に対する自己抗体を証明する、②自己
抗体が認識する抗原を同定する、③簡便な
検査スクリーニングに対応抗原を利用でき
るか検討する、である。 
 
３．研究の方法 
1）臨床検体（血清・自然排泄尿・組織）の

収集・保存 
検体を得る患者には臨床材料の当該研究へ

の使用につき十分な説明を行い、同意を得

る。間質性膀胱炎患者および対照者の血清

や自然排泄尿や組織を採取・保存する。確

定診断名、検尿所見、他の診断法の結果も

併せて記録する。 
 
２）患者血清を一次抗体とする免疫クロマ

トグラフィによる反応抗原の分離精製 
抗ヒト免疫グロブリンビーズに患者血清に

含有される抗体を結合させた抗ヒト蛋白質

精製カラムを作製し、このカラムによって、

膀胱粘膜組織抽出液から関連蛋白質を精製

する。次に、二次元電気泳動または液相クロ

マトグラフィによって、分子量や等電点の違

いから適度に蛋白質を分離・分散させ、質量

分析装置を用いて各ポリペプチドの一次構

造を決定する。一群の蛋白質を同定すること

によって、当該疾患に関係の深い標的蛋白質

を類推することができる。 
 
３）患者血清を一次抗体とする二次元電気

泳動（2DE）ウェスタンブロッティング 
上記２の実験手技では、蛋白質の同定段階も

さることながら、実は、膀胱粘膜組織の可溶

化が最大の難関である。可溶化には様々な界

面活性剤が試用されるが、多くの抗原（抗原

決定基）は程度の差こそあれ、界面活性剤に

よる変性を当然のように受ける。したがって、

いかに抗原抗体反応に対する影響が少ない

試薬を選定するかが、実験成功の鍵となる。

このステップは、経験と勘によるトライアン

ドエラーで克服するしか現実の解決手段は

ない。逆に、通常のウェスタンブロッティン

グでは条件検討されることなく界面活性剤

としてＳＤＳが画一的に用いられ、組織は可

溶化される。そして二次元電気泳動で分子量

と等電点で二次元に展開されるわけだが、一

旦可溶化された後、ウェスタンブロッティン

グとして抗原抗体反応をさせる前に、十分に

洗浄して抗原抗体反応の障害となるＳＤＳ

を可及的に除去することが重要である。この

ようにして、上記２とは若干異なる条件で、

自己抗体の対応抗原を探索することが必要

であると思われる。 
 
４．研究成果 

これまでの研究から、間質性膀胱炎ではウ

ロプラキン（UP）Ⅲ遺伝子のエクソン４を欠

失した選択的スプライシングバリアントが

非常に重要であることが明らかになってい

る。このバリアント UPⅢ遺伝子ではエクソン

４欠失部分以降でフレームシフトが起きる

結果、正常には存在しないアミノ酸配列の蛋

白質になる。このような「異物蛋白質」に対

して自己抗体が産生されても不思議ではな

いため、検証材料として、まず当該変異 UP

Ⅲ蛋白質を作製することとした。 

この異常蛋白質を調製すべく、NM_006953 

cds1-864(864bp) をヒト成人正常膀胱組織

由来cDNAをtemplateとしてPCR反応を行い，

目的の UPⅢ遺伝子を含むフラグメントを調

製した。増幅した PCR フラグメントは，末端

に付加した制限酵素による切断を行い，同様

の制限酵素で処理した pET28a ベクター

（novagen）にクローニングし、ワンパスシ

ークエンス解析によりクローニング領域に

関して，配列情報と同一であることを確認し

た。完成した pET28a-UP3 plasmidDNA を

template に、エクソン 4 部分（489-571）を

除くべく、reverse-primer（ 488-460）、

forward-primer （ 572-600 ） を 用 い て

inversePCR を行うことでエクソン 4 欠損

pET28a-UP3delta4 ができた。配列確認された

クローンを BL21(DE3)RIL に transform し少

量培養およびバッチ精製した。大量培養後、

Ni カラムで精製し、SDS-PAGE により精製度

合いを確認した。患者血清を一次抗体とし、

作製された遺伝子組み換え UPⅢ蛋白質を対

象にウェスタンブロットを実施したところ、

一部の患者血清で反応性が認められた。 
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